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OZET

Intraamniotik Enfeksiyonlar ve Gebelik Komplikasyonlarinda Genital
Mikoplazmalarin, M. hominis ve U. urealyticum’un Potansiyel Rolii

Intrauterin enfeksiyonlar basta preterm dogum olmak iizere erken membran
riiptiirii, diisiik tartih dogum, intrauterin o6lii dogum ve spontan abortus gibi
gebelik anomalilerinin en 6nemli sebepleri arasindadir. Neisseria gonorrhoeae ve
Chlamydia trachomatis gibi cinsel yolla bulasan patojenlerin yani sira Mycoplasma
hominis, Mycoplasma genitalium ve Ureaplasma urealyticum gibi bazi1 mikoplazma
tiir ve genotiplerinin de iist genitel organlara translokasyon gostererek ozellikle
gebelerde gebelik anomalilerine yol actiklari ¢esitli arastirmacilar tarafindan iddia
edilmistir. Son yillarda baz1 6zel M. hominis suslarinin plasental bariyeri gecerek
fotal membranlara adeze oldugu ve enfeksiyon olusturduklarimin gosterilmesi,
dikkati bu mikroorganizmalara yeniden yogunlastirmistir. Calismamizda, preterm
dogum ve gebelik komplikasyonlar1 ile M. hominis ve membran riiptiiriinden
sorumlu oldugu diisiiniilen arl, goiB ve goiC genlerini ve U. urealyticum arasindaki
muhtemel iliskiyi, kiiltiir ve PCR ile arastirmay1 amacladik.

Calismaya <34 hafta erken membran siiphesi bulunan 61 gebenin servikal,
vajinal siiriintii ve idrar numuneleri ile <34 hafta gebeligi olan 21 saghkl gebenin
ornekleri dahil edildi. Mikoplazma suslarinin dogrulamasi PCR-RFLP yontemi ile
16S-23S rRNA spacer boélge primerleri ve Vspl-HindlIll enzimleri kullanilarak
gerceklestirildi. Orneklerden DNA ekstraksiyonu yapilarak PCR yontemi ile C.
trachomatis ve N. gonorrhoeae varh@ arastirildi.

Kiiltiir yontemi ile 61 hastanin %9.8’inde mikoplazma ve %8.2’sinde
ureaplazma, kontrol grubunun %9.5’inde mikoplazma ve ureaplazma iiretildi.
Spesifik primerler kullamlarak 61 hastanin %39.3’iinde M. hominis, %4.9’unda
M. genitalium, %31.1’inde U. urealyticum ve %16.4’iinde C. trachomatis, kontrol
grubunda sirasi ile; %14.3, %9.5, %14.3 ve %38.0 tespit edildi. idrar 6rneklerinde
hedef DNA band profili gosterilemedi. M. hominis’in 16S-23S rRNA spacer bolge
dizilerini ¢ogaltarak elde edilen amplikonlar, Vspl enzimi ile kesilerek 113bp ve
123bp’deki band profilleri gosterildi. Hasta grubunda M. hominis’in tespit edildigi
iki gebede arl ve kontrol grubunda bir gebede arl ve goiB pozitifligi tespit ettik.
goiC hedef dizileri hicbir gruptaki gebede tespit edemedik.

Mikoplazma ve ureaplazmanin preterm dogum iizerindeki etkisi hala tam
olarak kavranmamstir. Daha fazla sayida vaka ile daha ileri cahsmalar
gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: arl, goiB, goiC, Mycoplasma hominis, Preterm dogum



ABSTRACT

The Potantial Effect of Genital Mycoplasmas such as M. hominis and U.
urealyticum in Intraamniotic Infections and Complicated Pregnancy

Intrauterine infections are among the most important causes of gestational
abnormalities especially including preterm birth, premature rupture of
membranes, low weighted births, intrauterine stillbirth and spontaneous abortion.
Sexually transmitted pathogens such as Neisseria gonorrhoeae and Chlamydia
trachomatis such as several mycoplasma species and genotypes, such as
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium and Ureaplasma urealyticum, have
also been claimed by various researchers to translocate into upper genital organs,
leading to pregnancy anomalies in pregnancies. In recent years, some specific M.
hominis strains have been shown to cross placental barriers, adhere to fetal
membranes and make infection so these results have intensified the attention on
these microorganisms. In our study, it was aimed to investigate the possible
association preterm delivery amog M. hominis and arl, goiB and goiC genes, which
are thought to be responsible for membrane rupture in M. hominis strains and U.
urealyticum by using culture and PCR methods.

Cervical, vaginal swabs and urine specimens of 61 pregnant women who had
suspected premature rupture of membranes in <34 weeks gestational age and
samples from 21 healthy pregnant with gestational age of <34 weeks were used in
the study. Confirmation for the mycoplasma strains was conducted by PCR-RFLP
method by 16S-23S rRNA spacer regions primers and Vspl -HindIIl enzymes. The
presence of C. trachomatis and N. gonorrhoeae was investigated by PCR using
DNA extraction from the specimens.

Mycoplasma in 9.8% patients and ureaplasma in 8.2% patients were
produced and mycoplasma and ureaplasma in 9.5% pregnant women of control
group by culture. By using of specific primers were found M. hominis in 39.3%, M.
genitalium in 4.9%, U. urealyticum in 31.1% and C. trachomatis in 16.4% of total
61 patient. In the control group, these organisms were; 14.3%, 9.5%, 14.3% and
38.0% respectively. Target DNA band profile was showed in none of the pregnant
urine specimens. Amplicons obtained by amplifying 16S-23S rRNA spacer region
sequences of M. hominis, after digestion with Vspl enzyme and specific band
profiles were visualized at 113 bp and 123 bp. Concerning the presence of genes,
arl of M. hominis was detected in two pregnant women in the patient group and arl
and goiB genes positivity in a control group participant, but goiC target sequences
could not be detected in any group.

The effect of mycoplasma and ureaplasma on preterm birth is still not fully
comprehended. Further studies are needed with more cases.

Key Words: arl, goiB, goiC, Mycoplasma hominis, Preterm birth
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1. GIRIS

Dogum kilosuna bakilmaksizin bir gebenin 20. ve 37. haftalar arasinda dogumun
gerceklesmesine preterm dogum denilmektedir. Yapilan g¢alismalarda Mycoplasma
hominis (M. hominis) ve Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum)’un sebep oldugu
vajinal enfeksiyonlarin preterm dogum icin risk faktorii olabilecegi agiklanmistir. M.
hominis ilk defa 1937°de Bartholin bezi absesinden izole edilmis ilk insan mikoplazma
izolatidir. U. urealyticum 1954°de bir erkek genital sisteminden izole edilmistir (1-3).

Mikoplazmalar serbest yasayan en kii¢iik prokaryot canlilardir ve rijid bir hiicre
duvar1 yerine li¢ tabakali bir eksternal membrana sahiptirler, bu durum onlar1 hiicre
duvarini hedef alan antibiyotiklere kars1 direngli hale getirmektedir. Primer olarak insan
tirogenital bolgesine yerlesen M. hominis ve U. urealyticum hem kadin hem de
erkeklerde patojenite  gOsterirken, saglikli  bireylerin  iirogenital sisteminde
asemptomatik olarak da yliksek prevalansa sahiptir (2,4,5). Bu bakteriler vajinal
floranin en yaygmn tiyelerindendir, genel olarak zararsiz olarak goriilmelerine ragmen,
gebelerde inflamasyon ile seyreden intraamniotik enfeksiyon, erken membran riiptiirii
ve spontan preterm abortus etkeni olarak bilinmektedir. M. hominis fetiis ve yenidogana
vertikal gegis gostermekte solunum, norolojik ve septik tablolar1 da igine alan diger
sistemik enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Her {i¢ preterm dogumdan birisi amniotik ve
diger etkenlere nazaran erken dogum i¢in en yiiksek riski M. hominis’in olusturdugu
gosterilmistir (1-6).

Cinsel yolla bulasan hastaliklar (CYBH) 1n en yaygin bakteriyel etkenlerinden ilk
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) ve ikinci sirada Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae) gelmektedir. Diinyada, her yil yaklasik 131 milyon yeni C. trachomatis
ve 78 milyon N. gonorrhoeae enfeksiyonu vakasi ortaya ¢ikmaktadir. C. trachomatis
enfeksiyonlarmin {gte ikiden fazlasi gelismekte olan iilkelerdedir. Kadinlarda pelvik
inflamatuvar hastalik (PID), kronik pelvik agri, ektopik gebelik, maternal bulagsma ve
kisirlik, erkeklerde epididimit, prostatit ve iiretral darlik olusturabilirler (2,7,8).

Vajinal ve intrauterin Orneklerde bakterinin 16S ribozomal riboniikleik asit
(rRNA)’i hedef alan incelemelerle M. hominis’in erken dogum ve bakteriyel vajinoz ile
iligkili oldugu da dogrulanmistir. Virulans genlerindeki farkliliklar mikroorganizmanin

belirli bir bolgeye yerlesme ve enfeksiyon olusturma potansiyelini belirlemektedir. M.



hominis suslarin karsilastirmali genom sekans analizleri ile incelenmesi sonucunda M.
hominis’in baz1 suslarinin amniyotik kaviteden c¢ikisini kolaylastiran genetik virulans
faktorlerine sahip oldugu ve bdylece erken dogumu tetikledigi Allen-Daniels et al.
tarafindan gosterilmistir. Bu calismada ilk defa arl (alanine racemase), goiB ve goiC
(gene of interest B ve C) hedef bolgelerinin 6nemi arastirilmis, arl ve goiB istatistiki
olarak preterm dogum ile iliskili bulunmazken, 6zellikle goiC’nin erken membran
riiptiirii goriilen tiim gebe izolatlarinda bulundugu ve istatistiki olarak anlamli oldugu
belirtilmistir. goiC geninin vajinal slriintii Orneklerine nazaran amtiyotik sivi ve
plasentadan iretilen suglarda bulunmasi, bu genin M. hominis’in plasentaya
kolonizasyondan sorumlu olabilecegini, amniyotik sivi ve plasentaya kolonizasyonda
diger bakterilerle kars1 avantaj kazandirdig1 diistindiirmiistiir (6).

Membran riiptiirii goriilen hastalarin amniyotik sivi/plasentasindan izole edilen
M. hominis izolatlarinda bulunan genler, referans PG21 susunun genleri ile
karsilastirilmis ve bu suslarda farkli olarak arl, goiB ve goiC olmak iizere 3 genin
bulundugu belirlenmistir. arl’nin  kodladigi alanin rasemaz enzimi L-alanini
peptidoglikanin bir bileseni olan D-alanine déniistiiriir. Mikoplazmalarda peptidoglikan
tabakas1 yoktur, ancak bazi tiirlerde kodlandig1 gosterilmistir. Bununla birlikte alanin
rasemaz enziminin mikoplazmalardaki fonksiyonu heniliz agik degildir (6). Diger
genlerden goiB ve goiC ilk defa Allen-Daniels et al. (6) tarafindan mikoplazmalarda
gosterilmistir. goiB fonksiyonu tam olarak bilinmeyen 379 aminoasitlik bir sekrete
proteini kodlamaktadir ve bir sinyal peptidine sahip oldugu gosterilmistir. goiC’nin
kodladig1 proteinin herhangi bilinen bir proteine benzerligi bulunamamistir. Amniyotik
stvi/plasenta izolatlart ¢oklu direkt repeatlere sahiptir. Bu {i¢ genin gorildigi
izolatlarda nt 547 ve 1884 nt tekrarlar1 sergilenmektedir.

Caligmamizda erken dogum siiphesi bulunan gebelerin amniyon sivist ve vajinal
sirlintli orneklerinde M. hominis, M. genitalium, M. hyorhinis, U. urealyticum, C.
trachomatis ve N. gonorrhoae varligmin sorgulanmasi ve bu hastalarin idrar
orneklerinde C. trachomatis ve N. gonorrhoae arastirilmasi ve izole edilen M. hominis
suslarinda erken membran riiptiirinden sorumlu oldugu diisliniilen arl, goiB ve
2oiC’nin arastirilmas1 amaglandi. Calismamiz ile M. hominis’in bu 6zel popiilasyondaki
insidansi ve iilkemizde ilk defa amniyona invazyonda etkili olarak erken doguma neden

olan virulans genleri arastirilmig oldu.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. Mikoplazmalarin Tanim ve Taksonomisi

Mycoplasma (Yunanca mykes; mantar ve plazma; olusmus) terimi, ilk olarak
ploropndmoni  benzeri hastalik yapan mikroorganizmalari tanimlamak ig¢in
kullanilmistir. Mycoplasmataceae ailesinde bulunan Mycoplasma cinsine ait olan ilk
bakteri, 1898 yilinda Nocard ve Roux isimli Fransiz arastirmacilar tarafindan
ploropndmoni hastaligina sahip olan sigirlarin plevra boslugundan alinan serdz
stvilardan izole edilmistir. Sigirlarda Oliimle sonucglanabilen bu hastalik etkenini
arastirmacilar zenginlestirici besiyerinde liretmeyi basarmiglardir. Daha sonra saglikl
veya hasta hayvanlardan, toprak, su gibi dogal ortamlardan saprofit ya da patojen
olarak, benzer mikroorganizmalar izole edilmistir. Fakat bulunan ilk bakteriye
benzerliklerinden dolayr Pleuro Pneumoniae Like Organism (PPLO) olarak
adlandirilmislardir (2,4,9).

M. hominis direkt olarak insandan ilk defa 1937 yilinda Bartholin bezlerindeki
apseden izole edilmistir. Penisilin ve siilfonamidlerin 1940’larda kullanilmasindan
sonra, bu antibiyotiklere cevap vermeyen pnomoniler goriilmeye baslanmistir. Eaton et
al. 1944 yilinda solunum yolu numunelerinde bulunan ve bakteriyel filtrelerden
gecebilen bir etkeni primer atipik pnomoni etkeni olarak bildirmislerdir. Eaton ajanm
adin1 verdikleri bu etken, 1961 yilinda Mycoplasma olarak tanimlanmistir (3,10,11).

Shepard 1954 yilinda erkek genital sisteminden ureaplazmalar1 izole etmistir. U.
urealyticum’n mikoplazmalarin T-susu (Tiny-strain; c¢ok kiiciik sus) olarak
isimlendirmistir. Bu bakteri 1960’11 yillara kadar bakterilerin L formlarindan ayirt
edilememistir. Ribozomal RNA analiz sonuglart Mollicuteslerin Basillus, Laktobasillus,
Clostridium, Erysiphelotrix ve Streptococcus bakterileriyle yakin akraba olduklarini
gostermistir. Hiicre duvarlart olmamasina ragmen, canli hiicrelerin diginda hayatlarini
siirdiirebilen en kiiciik bakterilerdir. Memelilerde, kuslarda, boceklerde ve bitkilerde
hastalik olusturabilmektedirler. Deoksiriboniikleik asit (DNA) yapilari, besin ihtiyaclari,
metabolik olaylari, antijenik yapilar1 ve konak cinsleri arasinda farklar bulunmaktadir.
Buna gore Mollicutes sinifi 4 takim, 5 aile, 8 cins ve 16 tiirli insanlardan izole edilmis

olan toplamda 200’den fazla tiirden meydana gelmektedir (Tablo 2.1) (2,3,4,9,12).



Hiicre duvarlari olmadigindan dolay1 diger bakterilerden kesin olarak
ayrilmaktadirlar. Kendi aralarinda zorunlu anaerop ya da fakiiltatif anaerop tiremelerine
ve sterol ihtiyaglara gore simiflandirilirlar. Bu siniflandirmaya gore, fakiiltatif anaerop
ya da mikroaerofilik iireyen bakterilerden Mycoplasma, Ureaplasma ve Spiroplasma
cinsleri sterole ihtiyag duyarken, Acholeplasma’lar sterolsiiz ortamda fireyebilirler.
Zorunlu anaerop grupta bulunan Anaeroplasma’lar sterollii ortamda iirerken,
Asteroplasma’lar sterole ihtiya¢ duymazlar. Mikoplazmalar, iireme ortamindaki

kompleks lipid kolesterol ihtiyaglarina gore siiflandirilabilmektedir (Tablo 2.1) (2,3,9).

Tablo 2.1. Mikoplazmalarin taksonomisi (2)

Takim Aile Cins Sterol Habitat Optimal
ihtiyac Ureme
15181 (°C)
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae Mycoplasma + Insan, hayvan | 35-37
Ureaplasma + Insan, hayvan | 35-37
Entomoplasmatales | Entomoplasmataceae | Entomoplasma | + Insekt, bitki 30
Mesoplasma - Insekt, bitki 30
Spiroplasmataceae Spiroplasma + Insekt, bitki 30-37
Acholesplasmatales | Acholeplasmataceae | Acholeplasma | - Hayvan, 30-37
insekt, bitki
Anaeroplasmatales | Anaeroplasmataceae | Anaeroplasma | + Sig1r, koyun anaerop
Asteroplasma | - Sig1r, koyun anaerop

Mikoplazmalarin bazi tiirleri ve ureaplazmalardan U. urealyticum ve U. parvum
insanlarin klinik orneklerinde bulunur. M. pneumoniae trakea-bronsit, pndmoni gibi
solunum yolu hastaliklarina neden olur. M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum
ise ¢ogunlukla genital sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Bu tiirler ve insanda
kolonize olan diger mikoplazma tiirleri bir¢ok hastalikla iliskilidir, fakat g¢ogu
hastaliktaki etyolojik rolleri heniiz tam agikliga kavusmamistir (Tablo 2.2) (2,4,9,13).

Tiim mikoplazma tiirleri glikolitik yolu kullanarak, substrat seviyesindeki
fosforilasyonla ve burada gorev alan iki enzimi; fosfogliserik asit kinaz ve piruvat kinaz
ile glikozu piruvata doniistiirerek adenozintrifosfat (ATP) diretirler. Bu iki enzim

Mollicutes sinifi igin ATP sentezinin en 6nemli kaynaklaridir (2,9,13).



2.2.  Morfolojisi, Yapisi ve Fizyolojisi

Pleomorfik o6zellige sahip bu bakteriler; yuvarlak, yildiz, armut seklinde
dallanmalar yapan filament6z yapiya kadar ¢esitlilik gosterebilirler. Beslenme ortaminin
Ozelligine ve osmotik basinca gore sekilleri farklilik gosterdiginden 450 nm capindaki
membran filtrelerden gecebilirler. Flagella ya da pilileri yoktur. Hiicre duvarlar
olmadigindan dolayr Gram boyama yontemi ile de boyanmazlar (2,4,9,13).

Mikoplazma ve ureaplazmalar, serbest olarak yasayan en kiiciik bakterilerdir.
Diger bakterilerden, hiicre duvarlarinin olmamasi ve hiicre membranlarinin 8-10 nm
kalinliginda ii¢ tabakali sterol bulundurmasi nedeniyle farklidirlar. L formundaki
bakteriler, mikoplazmalardan farkli olarak hiicre membranlarinda sterol igermezler ve
uygun tiireme kosullart olustugunda hiicre duvarlarini yeniden olustururlar. Hiicre
duvarlarinin olmamasindan dolayi; penisilin, sefalosporin, vankomisin ve diger hiicre
duvar sentezini inhibe eden antibiyotiklere kars1 direnglidirler (2,9,13).

Ikiye boliinerek ¢ogalirlar ve bu asamada, genetik ¢ogalma ile sitoplazmanin
boliinmesi es zamanli olmadigi i¢in, sitoplazmada tomurcuklanma ya da boncuk dizisi
gibi goriiniim olusturan membrandz organeller ve ribozomlar igerirler. Mikoplazma
genomu yuvarlaktir ve ¢ift iplik¢ikli DNA molekiiliine sahiptir. Bilinen kendini
esleyebilen en kiiclik hiicredir. Siki sarmala sahip ¢embersel kromozomlar1 vardir.
mRNA ve tRNA da vardir. Genomlar1 oldukega kiigliktiir, mol agirligi, 500 MDa’dur.
Diisik G + C oranina sahip olmasi nedeni ile diger prokaryotlardan ayrilirlar.
Mikoplazmalarin genetik bakimdan diisik G + C igeren, Gram pozitif bakterilerin
soyundan geldigi diisiiniilmektedir. Ribozomal RNA (rRNA) analizleri sonucunda,
Clostridium cinsi bakteriler ile benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir. Duvar sentezi ve
pilirin sentezi gibi bir¢cok metabolik fonksiyonlara sahip degillerdir. Bu o6zellik
biyosentez yetene8inin sinirli oldugunu ve iireyebilmek icin zenginlestirilmis
besiyerlerine ihtiya¢ duyduklarini gostermektedir. Laboratuvarda iiretilebilmeleri i¢in
serum proteinleri, sterol ve lipoprotein ile zenginlestirilmis besiyerleri gerekir
(2,4,9,13).

Zorunlu aerob olan M. pneumoniae harig, mikoplazmalar fakiiltatif anaerop
bakterilerdir. Hiicre membranlarinda %65 oraninda bulunan sterolii olusturabilmeleri
i¢in, ortamda hayvan serumundan saglanan sterole gereksinim duyarlar. Mikoplazmalar

yavas lireme gosterirler, jenerasyon siireleri 1 — 6 saat kadardir. Koloni merkezde daha



yogun ve agarin derinligine dogru, periferde ise agarin yilizeyinde iiremesinden dolay1
cogu kiiciik koloniler sahanda yumurta goriiniimiindedir. Ureaplazmalarin kolonileri ise
10 — 25 um ¢apinda oldukga kiiciik kolonilerdir ve kolonilerinin kii¢iikliigii nedeniyle T-
suslar1 olarak da adlandirilirlar (2,4,9,13).

2.3. Patogenezi, Antijenik Yapisi ve Virulans Faktorleri

Mollicutes’ler genellikle memeliler ile kuslardan izole edilmekle birlikte bitki ve
boceklerde de bulunurlar (Spiroplasma). Memelilerin mukoz membranlarinda kolonize
olurlar. Bu tiir membranlar, Ozellikle genitoiiriner ve ororespiratuvar yollarda
bulunmaktadir. Cogunlukla saprofit mikroorganizmalardir. Konjunktiva, salgt bezleri ve
dis kulak yolunda bulunurlar. Mycoplasmataceae ailesi hiicre duvarina sahip
olmadigindan dolay1 6nemli antijenik determinantlarini membran glikolipidleri ve
proteinleri olusturur. Bu antijenler diger bakterilerle ve insan dokulariyla capraz
reaksiyon verir (2,4,9,13).

Mikoplazmalar ylizeysel infeksiyonlar olusturup, ¢cok az kan ve dokulara karistigi
icin, hiicre yiizeyine yapisma Ozelligine (adhere) sahip olduklar1 diistiniilmiistiir.
Siklikla mukoz membrana yapigmaktadirlar ve 6zgiil reseptor proteinleri tanimlanmaigtir.
Tiirlere gore dokuda hastalik meydana getirmeleri degisir. Ornegin M. neurolyticum
norotoksin salgilarken, M. mycoides galaktan salgilamakta ve hiicrenin dis ylizeyini
cokerterek hiicreye girmektedir. Ayrica bazi mikoplazma ve Acheoplasma tiirleri de
endotoksin aktivitesine yol acabilen molekiiller olusturabilirler ve hastaliklarda
patogenezi yonlendirebilirler. Mikoplazmalara ait metabolitler de (hidrojen peroksit,
stiperoksit radikalleri ve enzimler) doku hasar1 olusturmaktadirlar (2,4,9,13).

Mikoplazma ve ureaplazma esas olarak epitel hiicreleri ile yakin bir iliski i¢inde
olan, konak¢1 solunum ve iirogenital yolunda bulunan mukozayla iliskili bakterilerdir,
ancak ekstraseliilerdir. Insan patojeni mikoplazmalarin kesfedilmis olan bazi potansiyel
virulans faktorleri ve patojenitesini aciklayan bazi mekanizmalar bildirilmistir. Bunlar
arasinda kompetitif inhibisyon, hiicrelere yapisma, hiicre membranlarina fiizyon, hiicre
isgali ve sitotoksisite yer alir. Kolonizasyonun ve enfeksiyonun baglatilmasindan
sorumlu sitoadherens proteinleri olan P50 ve P100 M. hominis’de goOsterilmistir ve bu
iki yiizey polipeptidi bu tiirlerin 6karyerik hiicrelere yapismasi islevini goriirler. M.

hominis ayrica siilfatlanmis glikolipidleri, organizmalarin yiiksek molekiil agirlikli



dekstran siilfat ile 6n inkiibasyonuyla inhibe edilebilen, zaman, sicaklik ve doza bagimli
bir sekilde baglar. Rekombinant P50 proteininin HeLa hiicrelerine baglanmasi da
yiiksek molekiil agirlikli dekstranlar tarafindan engellenir, bu da P50 sitoadherens
proteininin konak hiicre zarindaki siilfatidlere baglandigimni gdsterir. Siilfatlanmis
glikolipidler ve diger glikokonjugatlar, erkek ve kadin iirogenital yollarinda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve M. hominis’in bu molekiillerle spesifik etkilesimi, M.
hominis’in iirogenital doku tropizmini agiklamaya yardimei olabilir. M. hominis’in P100
sitoadherens lipoproteini ayrica hiicre zar1 boyunca peptit tasinmasi i¢in bir substrat
baglama alanina sahiptir. M. hominis ayrica, alt1 ayr1 degisken adherans-iliskili (vaa)
gen tipi tarafindan kodlanan Vaa antijen olarak adlandirilan, baska bir ylizey adhere
proteine daha sahiptirler. Bu genlerin ekspresyonu acilip kapatilabilir; bu yetenegi
organizmalarin hiicreden hiicreye yayilmasini tesvik ettigi diisiiniilmektedir (2,14-16).
U. urealyticum’da cesitli viriilansla iligkili faktorler tretir. U. wurealyticum
izolatlar1 plazma zarinda lokalize olan ii¢ fosfolipaz enzimi (A1, A2 ve C) iiretirler. Bu
enzimler arasidonik asidin serbest birakilmasi ile fosfolipidleri hidrolize eder. U.
urealyticum amnionitis ve perinatal morbidite ve mortalite ile iliskili oldugu i¢in (yani,
spontan diisiikler, prematiirite, 6lii dogum), patolojik olaylarin fosfolipaz iiretimi ile
iligkili oldugu ileri stirtilmiistiir. Amniyotik membranlardan arasidonik asitlerin serbest
birakilmasi, erken dogum eylemini tetikleyebilecek prostaglandinlerin iiretimine neden
olabilir. U. urealyticum’un hem insan hem de sican makrofaj hiicrelerinde inflamatuvar
sitokinlerin tiimor nekroz faktor (TNF)-a, interleukin (IL)-6 liretimine neden oldugu ve
kiltlirii yapilmis alveoler makrofajin nitrik oksit salinimini stimiile ettigi gosterilmistir.
Bu sitokinlerin yaygin olarak salinmasi, ¢ok diisiik dogum agirlikli prematiire
bebeklerde goriilen inflamatuvar yanita ve kronik akciger hastalifinin patolojisine
katkida bulunabilir. U. wurealyticum’un insan akciger epitel hiicrelerinde apoptozisi
tesvik ettigi gosterilmis ve makrofajlar hiicre Oliimleri anti-TNF-o monoklonal
antikorlar tarafindan onlenmistir. Bu veriler, bu yenidoganlarda U. urealyticum akciger
enfeksiyonunun prematiire bebeklerin kronik akciger hastaliklarinda rol oynadigi
bilinen inflamatuvar sitokinlerin iiretilmesiyle dogrudan ve dolayli olarak akciger
dokularinin kronik bozulmasina karigabilecegini diisiindiirmektedir. Yukarida agiklanan

tic fosfolipaz da U. urealyticum ile solunum yolu enfeksiyonuna bagh fetal akciger



hastaligina katkida bulunabilir. Hem M. hominis hem de U. urealyticum, mukozal

IgA’nin hidrolize edilerek mukozal istilay1 kolaylastirabilen IgA proteazlari iiretir (2,9).

Tablo 2.2. insanlardan izole edilen mikoplazmalar ve ureaplazmalar (2)

Tiir Yaygin izolasyon Hastaliklarla iliskisi
Bolgesi
M. pneumoniae Solunum yolu Pnomoni, bronsit, brongiolit
M. orale Orofarinks, nazofarinks -
M. salivarum Orofarinks, nazofarinks -
M. buccale Orofarinks, nazofarinks -
M. faucium Orofarinks, nazofarinks | -
M. lipophilum Orofarinks, nazofarinks | -

M. spermatophium | Serviks, sperm -

M. primatum Orofarinks, nazofarinks -
M. hominis Genitotiriner sistem, | Pospartum septisemi, bakteriyel vajinozis, akciger
orofarinks plevra enfeksiyonlari, transplantlarda cerrahi yara
enfeksiyonlari,  neonatal  enfeksiyonlar ve
amniyotis.
M. genitalium Genitoiiriner sistem, | Nongnokokkal ve nonklamidyal {iretritler.
orofarinks
M. fermentas Genitoliriner sistem, | Human  Immunodeficiency = Virus  (HIV)’li
solunum yolu hastalarda.
M. penetrans Genitotiriner sistem, | HIV’li hastalarda.
idrar
M. pirum kanda HIV’li hastalarda.
U. urealyticum Genitotiriner sistem, | Alt solunum yolu, neonatal sepsis ve

orofarinks, alt solunum | enfeksiyonlar, nongonokoksik iiretrit.

yolu, plasental dokular

U. parvum Genitotiriner sistem Genital yolu enfeksiyonlari.

Mikoplazmalarin konak¢1 hiicrelere yapismasi patojenite ig¢in bir On sarttir ve
bunu saglamak i¢in mikoplazmik membran adezin proteini veya lipoprotein bilesenleri
gerekmektedir. M. genitalium’un 140-kDa’lik adezini en yaygin sekilde karakterize
edilmistir. Yapigsma, mikoplazmanin ¢esitli metabolitleri i¢in hiicre hasarina neden olan
veya bagka sekilde konak¢it metabolizmasina miidahale etme olanagi saglar. Buna ek

olarak, mikoplazma membranlarindaki lipit modifiye proteinlerdeki antijenik



varyasyon, mikoplazmanin konak¢i bagisiklik cevabindan kagmasma neden olur.
Ayrica, ¢esitli mikoplazmalar, zarlar1 veya ekstraktlarinin, makrofajlari ve monositleri
aktive ettigi, bunun da major proenflamatuar sitokinlerin salgilanmasina yol agtigi
gosterilmistir. Spesifik olarak, TNF-o, IL-1, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-12, IL-16 ve
interferon-y sistemik enfeksiyonun yanisira lokal inflamasyon ve enfeksiyon da,
anormal gebelik sonuglarinin olusmasinda 6nemlidir. Bunun gerceklestigi varsayilan
kaskat mekanizmasi, yukarida sézii edilen sitokinlerin bir kismini veya tamamini
iiretmek i¢in fetal zarlar1 ve desiduyu aktive eden bakteri endotoksinleri ve mikoplazma
membran lipoproteinlerini igerir. Endotoksinler ve sitokinler prostaglandinlerin
sentezini ve salinmasini uyarir ve proteazlarin ve diger biyoaktif maddelerin

tiretilmesine neden olur ki bu da gebeligin olumsuz sonuglarina neden olabilir (2-4,9).

2.4. Yaptign Hastahklar

Mikoplazmalar basglica genitoliriner sistem ve solunum yolu infeksiyonlarindan
sorumludurlar. M. pneumoniae disindaki mikoplazmalar ¢cogunlukla iirogenital kanal ya
da orofarinksten izole edilirler. M. hominis ve U. urealyticum asemptomatik erkek ve
kadinlardan izole edilebilir. Her iki mikroorganizma klinik olarak alt ve {iist genital
sistem infeksiyonlari ile iligkili bulunmustur. Korioamniyonit, spontan diisiikler, pelvik
inflamatuvar hastalik, nongonokokkal {iretrit (NGU), lohusalik atesi, prostatit,
epididimit, sistemik lupus eritematosus, piyelonefrit, infertilite, yeni doganda pndmoni
gibi yaygin dagilim gdsteren hastaliklar olustururlar (2,4,9,13).

M. hominis tiirleri siklikla irogenital sistemi kolonize eder. Erkekler ve kadinlarda
genitotliriner sistemde ¢esitli enfeksiyonlarla iligkilendirilir. Erkekler i¢cin % 10-20,
kadinlarda % 20-40 arasinda M. hominis yayginlig1 vardir. Bu patojenin artisinda hem
sosyoekonomik kosullar hem de cinsel aktivite onemli 6lciide etkilidir. M. hominis
genital sistemdeki mukozal epitel iltihapiyla iligkili genitoiiriner patojenidir. M.
hominis, siklikla NGU, servisit, sistit, salpingit, koryoamniyonit veya bakteriyel vajinoz
olgularindan  izole  edilmistir. Gebelerde  inflamatuar  siiregler,  gebelik
komplikasyonlarona yol agabilecek ve erken spontan doguma yol agabilecek etkiler
olusturabilir. Genital sistemin M. hominis tarafindan kolonizasyonu, 6lii dogum, diisiik

dogum agirlig1 veya perinatal mortalite gibi komplikasyonlara neden olabilir (17,18).



Bu mikoplazmalar, birkac¢ aciklanamayan infertilite vakasi ile iliskilendirilmistir.
M. hominis’in spermden izole edilmesi ve erkeklerde diisiik sperm kalitesi arasinda bir
iliski oldugunu belirtilmistir. M. hominis’in esasen semen konsantrasyonu ve anormal
sperm morfolojisi lizerindeki olumsuz etkilerini bildiren bir¢cok ¢alisma vardir. Semen
parametreleri ve erkek infertilitesine olan etkisi hala belli degildir (2,19).

M. hominis’in, Ozellikle yenidoganlarda, bagisikligi baskilanmis veya
predispozisyonlu bireylerde nadiren ekstragenitiiriner komplikasyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Santral sinir sisteminde (beyin apseleri, menenjit) veya solunum
yollarindaki (pnémoni) hastaliklarin nedensel ajani olarak tanimlanmistir (2,18,20,21).

Prostat kanseri tespit edilemeyen 27 erkegin prostatlarinda M. hominis
saptanmamustir. Buna ek olarak, prostat kanseri pozitif erkeklerin M. hominis'e karsi
antikor titreleri daha yiiksek oldugu ve M. hominis pozitif erkeklerde ortalama prostat
spesifik antijen seviyelerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu veriler, mikoplazma
enfeksiyonunu hiicre donisiimii, genetik istikrarsizlik ve apopitoza direngle
bagdastirilan onceki gozlemler ile birlikte M. hominis enfeksiyonunun prostat kanseri
gelisiminde rol oynayabilecegini ve bu nedenle potansiyel bir prostat kanseri
belirleyicisinin ve / veya iyilesmeyi 6nleme hedefinin olabilecegi bildirilmistir (22).

M. genitalium, mikoplazma cinsinden cinsel yolla bulagsan baska bir patojendir.
Ik olarak 1981°de iiretritli bir erkek hastanin iiretral érneginden izole edilmistir. Son
zamanlarda servikal 6rneklerden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak tespit
edilmistir. Genellikle tlirogenital enfeksiyonlarla iligkilidir. Bununla birlikte, bu tiir
solunum yolu veya rektal drneklerde de tespit edilmistir. Kadinlarda M. genitalium
enfeksiyonlarinin klinik bulgular tiretrit veya salpingittir. M. genitalium siklikla PID’in
muhtemel bir etiyolojik ajan1 olarak gosterilmis ve gebelerde spontan preterm
dogumunla iligkili oldugu bildirilmistir. Bu tiirlin akut endometritise ve mukopiiriilan
servitise neden oldugunu bildirilmistir (2,23-26).

Erkeklerde, M. genitalium, NGU’in etken ajani olarak rapor edilmistir. NGU
vakalarmin yaklagik % 10-35’inde tespit edilir ve ayn1 zamanda balanopostite (glans
penis ve prepusiumun iltihaplanmasi) neden olur. Bir¢ok calisma, kronik 1srarci
prostatitte ve 6zellikle de kronik enfeksiyonlar sirasinda benign insan epitel hiicrelerinin

habis bir transformasyonunda M. genitalium’un rolii oldugunu gostermistir (2,18,26,27).
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M. genitalium bircok saglikli yetiskinin alt {irogenital yolunda ortak olarak
oldukca yaygin olan diger genital mikoplazmalarin aksine, klinik enfeksiyon
yoklugunda daha az goriiliir. M. genitalium, epitel hiicrelerine yapismasini
kolaylastiran, spermlere ve eritrositlere baglanan ve niikleer lokalizasyon bulgular ile
epitel hiicrelerini istila eden bir terminal yapisina (MgPa adezin) sahiptir. MgPa adezin
geni ile homolog tekrarlayan DNA elementleri ailesinin, MgPa adezin geninin
proteinindeki varyasyona katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Suslar1 arasindaki dizi
farkliligi ve antijenik varyasyon, konak immiin tepkisini Onlemeye ve yapismayi
optimize etmeye yardimci olabilecegi bildirilmistir. M. genitalium’un 580-kbp genomu
sadece 485 protein kodlayict gen icerdiginden bilinen en kiiglik serbest yasayan
mikroorganizma haline gelmistir (2,28).

Baz1 calismalar, tiimor dokularinin bazi mikoplazma tiirleriyle (¢ogunlukla M.
hyorhinis) tercihli kolonizasyonunu bildirmektedir. Bu prokaryotlar ayn1 zamanda hiicre
kiiltiiri kontaminasyonunun ortak kaynagidir ve niikleozid katabolize enzimlerin
ekspresyonundan dolay1 bazi niikleozid analoglarinin (NA) sitostatik aktivitesini in vitro
degistirirler (29).

Diger patojenik bazi mikoplazma tiirleri immiin baskilamig hastalardan veya HIV
enfeksiyonlu hastalardan siklikla izole edilir. Bir¢cok calismada, M. penetrans ve M.
fermentans’n, insanlardaki ek mikoplazma patojenik tiirleri oldugu ve bunun lirogenital
veya solunum yollarinin enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir (2,4,9,18,29).

HIV ile enfekte kisilerin T lenfositleri iizerinde M. penetrans’in gii¢lii uyarici
etkisi, bagisiklik aktivasyonunun HIV replikasyonuna ve hastaliin ilerlemesine katkisi
oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte M. penetrans aym zamanda primer
antifosfolipid sendromu olan, HIV ile infekte olmayan bir hastanin kanindan ve
bogazindan izole edilmistir. M. fermentans, snovial sivi ve artrit hastalarindan izole
edilmis ve bu tiir hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli oldugu bildirilmistir. M. fermentans
ve M. penetrans’in neden oldugu kronik enfeksiyonlar, goriiniiste memeli hiicrelerinin
kromozomal instabilitesini ve malign transformasyonunu indiikleyebilecegi
belirtilmistir (2,18).

Ureaplazma eriskin kadin genital yolunda bir kommensal oldugundan diisiik
viriilans etkili olarak distinlilmiistiir. Bununla birlikte, ureaplazma {irojenital yol

kolonizasyonu olarak infertiliteye, erken gebelik kaybi, 6lii dogum ve preterm dogum
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ile iliskilendirilmistir. Intrauterin enfeksiyon preterm dogumun baslica nedeni olarak,
Ozellikle <30 haftadan kiiciik gebeliklerde rol oynamaktadir. Ureaplazmalar intakt
membranlar, preterm prematiire membran riiptiiri (PPROM) ve amniotik boslugun
mikrobiyal istilasina bagli kisa serviks, enfekte plasenta ve preterm dogum olusan
kadinlardan elde edilen en yaygin organizmalardir. U. urealyticum iireaz enzimi liretir
ve kristalizasyonu arttirarak kalsiyum fosfat taslarinin olusumuna neden olur. Bébrek
tasina bagli enfeksiyonlarda ureaplazma siklikla izole edilir (2,9,30).

Genellikle genital mikoplazmalar C. trachomatis, N. gonorrhoeae ve B grubu
streptokoklar gibi genital sistem patojenleri ile beraber bulunmaktadir. M. hominis ve U.
urealyticum Dbakteriyel vajinoz ile iligkili bakterilerdir ve bakteriyel vajinozlu
hastalardan izole edilebilmektedir. Bununla birlikte bakteriyel vajinozda genital

mikoplazmalarin rolii heniiz tam olarak ac¢ikliga kavusmamistir (2,9,31).

2.5. Laboratuvar Tanis1

Genital bolgede bulunan mikoplazmalar vajinal, iiretral ve servikal siiriintiiler,
prostat sekresyonlari, idrar, kan, g¢esitli viicut sivilari (solunum yolu sekresyonlari,
amniyotik siv1, sinoviyal ve perikardiyal sivi), dokular (biyopsiler, endometriyal yikama
ornekleri, plasental veya amniyotik dokular, fetal veya abortus dokulari, fallop tiipii
veya uterus biyopsileri, yara biyopsileri) gibi birgok numuneden izole edilebilir
(2,9,13).

Stirlintli 6rnekleri aliiminyum veya plastik sapli dakron, kalsiyum aljinat veya
polyester ekiivyonlarla alinmalidir. Tahta sapli ekiivyonlar ureaplazmalar i¢in toksik
olabileceginden dolayr kullanilmamalidir. Siriintii alinan ekiivyonlar, mikoplazmaya
0zel transport besiyerine ya da rutin transport besiyerlerine konmali, kurumasina izin
verilmemelidir. Transport besiyerleri, % 10-20 fetal sigir serumu, maya ekstresi gibi
mikoplazma tarafindan metabolize edilen substratlar icermelidir (2,9,13).

Hiicre duvarlar1 olmadigindan dolayr Gram boyama metodu ile boyanmazlar.
Anilin boyalar ile zayif boyanirlar. Bundan dolayr inceleme i¢in ¢esitli boyama
yontemleri kullanilir (karanlik alan mikroskobisi, Giemsa boyama, agar fiksasyon
metodu (Dienes boyasi) gibi). Agar fiksasyon yontemiyle iireme olan besiyeri
boyanmaktadir. Bakterisidal 6zellie sahip olmalarindan dolayr tiim kolonilerin

canliligin1 kaybedecegi unutulmamalidir ( 2,9,13).
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2.5.1. Kiiltiir

Mikoplazma tespiti i¢in en iyi testler liretral siiriintli ve sabah idraridir; kadinlarda
vajinal ve servikal siirlintiiler daha uygundur. Numuneler 24 saat i¢inde ve sogukta
taginmalidir. Mikoplazmalar i¢in, doymus ve doymamis yag asitlerinin yani sira,
membran sentezi i¢in gerekli olan kolestroliin kaynagi olarak at veya fetal sigir serumu
kullanilir. PH gostergesi olarak fenol kirmizisi kullanilir. Ticari agarlar da mevcuttur.
Uremeleri i¢in optimal 1s1 37 °C ve % 5-10 CO2’li ortam gerekir. Arginin veya iire
ilavesi M. hominis ve ureaplazmanin biiylimesini saglar. Seri diliisyonlarin kullanilmasi
kantitatif analizlere izin verir. Ureaplazmalar {ireyi, saridan pembe renge doniistiirecek
sekilde, iireyi CO2 ve amonyaZa metabolize edebilen iireaz enzimi igerir. M. hominis,
ayni renk degisikligi ile amonyagi serbest birakan arginini metabolize eder. U.
urealyticum’un biiylimesi i¢in pH= 6.4 ve M. hominis i¢in pH= 7’dir. Ureaplazma igin
renk degisikligi 48 saatte belirir, ancak mikoplazmalar i¢in bir hafta siirebilir (2,4,9,13).

Mikoplazmalar agarin yiizeyine niifuz ederek biiyiirler. Kolonilerde tipik bir
‘‘sahanda yumurta’’ goriinlimii vardir (200-400 um boyutunda); yogun, koyu, graniile
cekirdek, ince ve hafif bir bolge ile g¢evrelenmistir. Ureaplazmalar 15-60 pm c¢apinda
daha kii¢iik koloniler iiretir ve bunlar tipik bir goriiniime sahip degildir (2,3,9,18).

Ureaplazma tiirleri 1 ila 3 giin i¢inde bir stereomikroskop ile goriilebilen koloniler
treten 10B broth ve A8 agar gibi iire iceren ortamlarda hizla biiyiir. A8 agarda
kahverengi taneli kolonilerin goriiniimii ureaplazma tiirlerinin teshisi igin yeterlidir,
ancak tek basia kiiltiir, iki tiir arasinda ayirt edilemez. M. hominis, arjinin ile takviye
edilen SP4 et suyu veya SP4 agarinda iyi yetisir, ancak ayn1 zamanda A8 agardan ve
10B et suyunda da yetisir. Koloniler, stereomikroskop ile goriilebilen, 2-3 giin i¢inde
agarda goriinilir. Agar {izerinde biiyliyen mikoplazmalarin tiirlinii teyit etmek i¢in, ayirt

edebilecek fenotipik testler olmadigi i¢in, PCR testi yapilmalidir (2,9,13,28).

2.5.2. Kiiltiir Dis1 Tanm1 Yontemleri
Genital mikoplazmalar igin kiiltir dist ydntemler de kullanilabilir. Indirekt
Floresan Antikor (IFA) testi genital drneklerden M. hominis’in identifikasyonu igin

gelistirilmistir. M. hominis igin spesifik IFA prosediirleri uygulanarak M. orale, M.
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salivarium, M. fermentans gibi diger mikoplazma tiirleri ile infekte edilen Vero
hiicreleri boyanarak tespit edilmistir (2,4,13,28).

PCR, nispeten kolay ve hizli bir sekilde kiiltiiri yapilan M. hominis ve ureaplazma
tiirleri gibi organizmalar i¢in dahi, tanisal amagh kiiltirden daha duyarlidir. Kiiltiir,
referans metot olarak diisiinlilse de, PCR teorik olarak daha az organizmay: tespit
edebilir; bu nedenle, PCR-pozitif, kiiltiir negatif 6rnekler muhtemelen gercek pozitifleri
temsil eder. PCR, M. hominis ve ureaplazma tiirlerinin tespit edilmesi i¢in daha duyarh
olmasina ragmen, kiiltiir, cogu laboratuvarlar i¢in bu organizmalarin tespit edilmesi i¢in
en diisik ve en ilimli test hacmi i¢in en ekonomik ve pratik yol olmaya devam
etmektedir. Duyarlilik ve 6zgiillik, materyalin alindig1 bolgeye gore degismektedir.
Niikleik asit temelli testler, normalde kolonize edilmeyen bdlgelerdeki materyallerin
(6rnegin, eklem sivisi veya doku, kalp kapak dokusu, beyin omurilik sivisi) test
edilmesi gerektiginde etkenin tayininde daha iyi yardimei olmaktadir. Teshis amaclh
kiiltiirel veya kiiltiirel olmayan tespit yontemlerinin kullanilmas1 gerekip gerekmedigi,
bireysel laboratuvarlarda ve aranan tiire ait kaynak ve imkanlara baghdir (2,28, 32).

Kiiltiirler birer birer ayarlanabilirken, PCR’1n en verimli ve uygun maliyetli
kullanimi, birka¢ numunenin toplu halde yapilmasina imkan verir. Nikleik asit
amplifikasyon testleri (NAAT) ile teshis yapmak i¢in, yeni hassas ve diisiik maliyetli
multipleks PCR yontemleri daha maliyet etkin hale getirilmektedir. Bununla birlikte,
toplu islem, raporlama sonugclari i¢in doniis siiresini uzatir. Kiiltlir ayrica, antimikrobik
duyarhilik testinin yapilabilecegi bir izolat saglamasi agisindan ek avantajlara sahiptir.
Yiiksek hassasiyette PCR testleri, doniis siiresi ¢ok kritik olmadiginda ve numunelerin
maliyet etkinligi i¢in toplu olarak test edilebildigi arastirma calismalarinda yararhidir.
Kiiltirde M. genitalium bulma yetenegini arttirmak i¢in g¢esitli yontemler gelistirilmis
olmakla birlikte, yiiksek basarisizlik orani ve son derece yavag biiyiime, kiiltiirli pratik
yapmaz ve molekiiler tabanli testler kullanilir (2,28, 32).

M. hominis i¢in konvansiyonel PCR testlerinde esas olarak bir gen hedefi olarak
16S rRNA kullanmistir. Ancak M. hominis’in 16S rRNA geninde bazi heterojenlik
bildirildiginden gap, fstY ve yidC gibi ek hedef genleri gelistirilmistir. M. hominis,
kadin serviks ve vajinada ve erkek iiretrada yaygin bir komenmensaldir. Dolayisiyla, bu
organizmalarla iligkili oldugu bilinen klinik belirtilerin yoklugunda, bu bolgelerden

alinan 6rneklerde PCR sonucu pozitif ¢ikmayabilir. Bununla beraber, M. hominis yiikii
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>10 4 CFU / mL'ye ulasirsa, bu kadinlardaki {irogenital enfeksiyonlar i¢in kritik bir
kriter olabilir. Yetiskinlerde veya yenidoganlarda ekstragenital drneklerde pozitif M.
hominis PCR testi veya kiiltiir sonucu klinik olarak anlamli kabul edilmelidir (28).

M. pneumoniae ve M. genitalium yapisal ve antijenik olarak iligkili olsalar da,
genomik olarak farklidirlar. Erken PCR deneylerinin ¢ogu, MgPa operonunun gesitli
bolgelerini hedef almig, ancak bazilart 16S rRNA genini kullanmistir. Transkripsiyon
aracili amplifikasyon da dahil olmak {izere ek molekiiler tabanli tahliller epidemiyolojik
amagclar i¢in de kullanmilmistir. Kantitatif, hizl1 gercek zamanli PCR testlerinde, MgPa
operonu, 16S rRNA, 115-kDa geni ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz kodlayan gen
hedefleri  kullanilmigtir. Bu  veriler, konak¢i savunmalarinin  kaginilmasini
kolaylastiracak c¢esitli varyantlarin {iretilmesine olanak taniyan etkili bir rekombinasyon
sisteminin oldugunu ve teshis testleri i¢in en uygun PCR primerlerinin belirlenmesi ve
dogrulanmasi i¢in ilave arastirma ve gelistirme gelistirilmesi gerektigini gostermektedir.
M. genitalium’da fluorokinolon direncine aracilik eden DNA giraz1 ve / veya
topoizomeraz [V'deki mutasyonlar1 tespit etmek icin PCR tabanli tahliller de
gelistirilmistir ve bdylece bu mikroorganizmalara antimikrobiyal duyarliliklar:
belirlemek i¢in in vitro kiiltiir gereksinimini ortadan kaldirmistir (2,28).

Ureaplazma tiiriiniin tespit edilmesi ve tanimlanmasi i¢in jel bazli konvansiyonel
PCR testleri, 16S rRNA ve 16S -23S rRNA intergenik bolgeleri, {ireaz genini ve mba’y1
hedef almisken, gergek zamanli PCR deneyleri esas olarak tlireaz genlerini ve onlarin alt
tinitelerini veya mba’y1 hedef almistir Ureaplazmalarin tespit edilmesi i¢in PCR analizi,
iireaz1 veya 16S-rDNA'y1 tespit edebilir ve U. urealyticum ile U. parvum (eski adiyla U.
urealyticum, biovar 2) arasinda ayrim yapabilir (2,4,28).

Mikoplazma antikorlarinin tespit edilmesi, Onceden kolonizasyon ve ¢apraz
reaksiyon olasilig1 nedeniyle 6zgiilliik g6z Oniine alindiginda serolojik testler yeterli
degildir. Artan titre seviyeleri, akut enfeksiyon belirtileri olabilir. Antikorlar i¢in ¢esitli
ticari testler mevcuttur (hemaglutinasyon, immiinofloresan). Farkli mikoplazma suslari,
ornegin klonlanmis MgPa adezin genleri (M. genitalium) ile Western blot analizi ile

ayirt edilebilir (2,4,9,13,28).
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2.6. Gebelikte Tedavi

Gebelik sirasinda, kontrendike olmamakla birlikte iirogenital mikoplazmalara
karst etkili antibiyotiklerin sayis1 azalmaktadir. Makrolidler ve klindamisinin
kullanilmasina izin verilir. Gebelerin tedavisinde en sik kullanilan antibakteriyel olan
eritromisin sadece orta derecede bir aktivite gostermektedir. Hem ureaplazma hem de
M. hominis’e kars1 tutarli etkinlik gosteren tek makrolid josamisindir ve gebelik
sirasinda  kullanilmasina  izin  verilmektedir. Josamisin  molekiiliiniin  farkli
konfigiirasyonu, bakterilerin sahip olabilecegi onemli bir diren¢ mekanizmasi olan
efflux pompasina direngli olmasini saglar. M. genitalium enfeksiyonlar1 azitromisin ve
josamisin ile tedavi edilebilir, ancak direng bir sorun teskil edebilir (2,28,32).

Amniyosentezle alinan amniyotik sivida genital mikoplazmalarin herhangi birinin
bulunmasi durumunda, tedavi olarak florokinolonlar ve / veya klindamisin 6nerilmistir.
Tetrasiklinler, M. hominis’in bir¢cok susuna karsi etkilidir, ancak bazilari tetrasikline
direng gosterir. Gebelikte bu antibiyotiklerin verilmemesine bagli olarak, klindamisin
kabul edilebilir alternatif bir tedavi segcenegi olusturmaktadir. Bununla birlikte, 22
haftalik gebelik oncesi klindamisin, anormal vajinal floraya sahip kadinlara verildiginde
erken dogum ve diisiik dogum agirligr oraninda belirgin bir diisiis oldugunu ortaya
koymustur. Ureaplazmalar i¢in eritromisin tedavi basarisizligi, erken dogum
etyolojisinde eritrominin potansiyel etkinligi de diisiirmektedir. Ureaplazmalarin en az
%10’u tetrasiklinlere direnglidir ve bu suslarin biiyiik bir kismi, M. hominis’in direngli
oldugu eritromisine capraz direng gosterir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC) tarafindan onerilen bir PID tedavi rejimi olan sefoksitin ve doksisiklinin bir
kombinasyonu, M. genitalium tarafindan iist genital bolge enfeksiyonunun tedavisinde
etkisizdir. Azitromisin, M. hominis hari¢ M. genitalium’a ve diger mikoplazmalara kars1
daha aktiftir. Ureaplazmalar zayif etkilenir ve M. genitalium’dan daha az duyarhdir.
Eritromisin, roksitromisin ve azitromisinin transplasental gecisi kotiidiir, ancak M.
hominis’in hassas olmadigi klaritromisin ge¢isi, M. genitalium ve ureaplazmalara etkisi
diger makrolid antibiyotiklerininkinden daha fazladir (3,32-34).

M. hominis velveya ureaplazmaya bagli dogum sonras1 ya da postabortal ates
genellikle tedavi yapilmamas: sonucu yerlesir. Ates siddetli veya siirekli ise,
antibiyotiklerin uygulanmasi gereklidir. M. hominis’e kars1 da aktif olan klindamisin ve

ureaplazma i¢in oldukca aktif olan klaritromisin gibi, bakteriyel vajinozisde bulunan
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bakterilere kars1 aktif olan genis spektrumlu antibiyotikleri kullanarak, kan kiiltiirlerinin
sonuglarina gore yonlendirilmelidir. Yenidogan i¢in gebelikte profilaktik antibiyotikler
daha oOnce verilmezse, kan kiiltlirlerinin sonuglarina gore yukarida belirtilen

antibiyotiklerle solunum yolu hastalig1 veya menenjit tedavisi gerekebilir (3,35).

2.7. Antibiyotik Duyarhlik Test Yontemleri

Mikoplazmalar i¢in ¢esitli antibiyogram testleri mevcuttur. Agar disk difiizyonu,
mikoplazmalarin in vitro duyarhilik testi icin kabul edilebilir bir yontem degildir.
Mikoplazmalarin antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in hem agar dilusyonu hem de
broth diliisyon yontemlerinin yanisira E-test yontemleri de tanimlanmistir. Bununla
birlikte, hassasiyet testleri i¢in tek bicimli standartlar bulunmamaktadir.
Mikoplazmalarin duyarlilik testi i¢in kullanilabilen ¢esitli ticari iiriinler de vardir. Biitiin
bu duyarlilik prosediirlerinde, organizmalarin biyolojik 6zelliklerine ve yonteme iliskin

cesitli problemler ile karsilagilabilir (2,4,9,13).

2.8. Epidemiyoloji

Ureaplazma ve M. hominis firsatg1 patojenler olarak kabul edilir, ¢iinkii saglikli
kadinlarin alt irogenital yollarindan ve hastalikli bireylerden izole edilebilirler (2,9,28,).

M. hominis ve / veya ureaplazma ile infekte uterus enfeksiyonu, saglam
membranlara gére daha yaygindir. Bebegin kolonizasyonu genellikle dogumda, enfekte
serviks / vajina ile temastan kaynaklanir ve bu nedenle sezaryenle dogan bebekler daha
az kolonize olmaktadir. Yenidogan kolonizasyonun sikligi, belirli bir popiilasyonda
vajinal kolonizasyona gore degisir. Anneden bebege dikey olarak M. genitalium iletimi
nadirdir, bu mikoplazmanin endometrium, serviks ve vajinada tespit edilmesine ragmen
sadece bir vakada bildirilmistir. M. hominis ve ureaplazma ile yenidogan kolonizasyonu
yenidogan doneminin Otesinde 1srarci olmamakla birlikte ureaplazma ve M. hominis
prepubertal kizlarin beste birinde ve altida birinde bulunmustur. Ergenlik ve cinsel
aktiviteden sonra, M. hominis ile kolonizasyon ve daha ¢ok ureaplazma goriiliir ve farkli
cinsel partnerlerin sayisina gore artar. Cinsel iliski disinda, bir popiilasyondaki genital
mikoplazmalarin prevalanst yas, 1k, sosyo-ekonomik durum, Kkontrasepsiyon,
menstruasyon, menopozal degisiklikler ve gebelikten etkilenmektedir. Gebelikte

immiinolojik ve hormonal degisiklikler kolonizasyonu etkileme egilimindedir. Ostrojen
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ve progesteronun, M. hominis, ureaplazma ve M. genitalium dahil olmak {izere, farkl
mikoplazmalarla disi farelerin genital yolunun kolonizasyonuna giiclii bir etkisi oldugu
gosterilmistir. Buna gore, genital mikoplazmalarin, gebe ve gebe olmayan kadinlarda
kesin prevalansinin belirlenmesinde, yukarida listelenen tiim faktorlerin goz oOniine
alinmasi gerekmektedir (3,4,9,28,32).

2.9. Mikoplazma Enfeksiyonlarmin Onlenmesi ve Asilar

M. pneumoniae enfesiyonlarini onlemek igin inaktive asi ¢alismalar1 girisimleri
olmustur. M. pneumoniae enfesiyonlarmi yaklasik % 40 oraninda azalttigi ve bu
caligmalarin gelistirilmesi ile yiiksek riskli gruplarin agilanabilecegi bildirilmistir. Bir
P1-C DNA asis1 Esherichia coli’'nin 1si-labil enterotoksininin B-subiiniti ile
birlestirilerek olusturulmus ve farelerdeki M. pneumoniae enfenksiyonlarinda ytiksek
etkinlikte koruyucu bulunmustur. As1 gelistirilmesi i¢in M. pneumoniae’nin fonksiyonel
adezin bolgelerinden tiiretilmis kimerik proteinlerin serolojik olarak olusturulmasina

yonelik stratejiler hayvan modellerinde de etkinlik gostermistir (2).

2.10. Chlamydia trachomatis

C. trachomatis karakteristik bifazik gelisim dongiisii olan nonmotile, zorunlu
hiicre i¢1 bir bakteridir. Elementer cisim, hiicre disi, enfeksiyoz, metabolik olarak aktif
olmayan formdadir. Konak i¢ine alimmasini takiben, temel organlar vakuolar
inkliizyonlarda kalirlar ve burada retikiillii cisim olarak adlandirilan hiicre i¢i forma
doniistirler. Retikiillii cisimler bulasici degildir, metabolik olarak aktiftir ve ikiye
boliinerek ¢ogalirlar. Retikiillii cisimler, egzositoz veya konake1 hiicre lizisi ile salinan
temel cisimlere geri doner (2,9,13).

Su anda cinsel yolla bulasan en yaygin patojenlerden biri olarak taninmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 verilerinde, her giin 1 milyondan fazla kisinin CYBH
kazandigin1 bildirmistir. Her y1l yaklasik klamidya (131 milyon), gonore (78 milyon),
sifiliz (5.6 milyon) ve trikomonaz (143 milyon) olmak tizere 4 CYBH’den 1’1 ile
olmakla beraber 357 milyon yeni kisi enfeksiyon kazanmaktadir. Ulkemizde de 2005
yilindan itibaren C. trachomatis, CYBH etkeni olarak grup D bildirimi zorunlu
hastaliklar kapsamina alinmistir (7,36).

C. trachomatis major dis membran proteininin (MOMP) antijenik farkliliklarina

gore 18 serovara ayrilmaktadir. C. trachomatis serovar A, B, Ba ve C trahom
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hastaligina neden olur. C. trachomatis serovar D-K, genital sistem ile iliskili
enfeksiyonlara neden olur ve Ozellikle gelismis iilkelerde en sik goriilen bakteriyel
CYBH etkenidir. Tipik olarak erkeklerde NGU ve kadinlarda servisite neden olurlar.
Hastalik genelde klinik belirti vermeden seyreder. Uretra ve alt genital sistem
enfeksiyonu olarak; diziiri, beyazimsi/renksiz/mukopiiriilan vajinal akintt ve iligki
sonrasinda kanamaya neden olabilir. Uretrit ve daha seyrek olarak proktit ile
konjonktivit, kadin ve erkek hastalarda ortak goriilebilen klinik belirtilerdir. C.
trachomatis’in neden oldugu CYBH genellikle belirtisiz seyrettikleri icin tespit
edilememekte ve bu nedenle tedavi edilememektedirler. Tedavi edilmeyen olgularda {ist
bolgere yayilim ile erkeklerde epididimit ve kadinlarda endometrit, salpenjit ve PID
gelisebilir. Kadin hastalarda {ist genital sistem enfeksiyonu olarak; diizensiz kanama,
pelvik rahatsizlik hissi ve kronik karin agrisina neden olabilir. PIH’e bagli yapisikliklar
sonucunda infertilite ve ektopik gebelik gelisebilmektedir. C. trachomatis, enfeksiyona
bagli infertilitenin en fazla goriilen nedenidir (2,9,13,37,38).

C. trachomatis serovar L1, L2 ve L3, lenfogranuloma venereumun (LGV)
etkenidir. LGV’de primer lezyon bulas bolgesindeki kiiciik, iilsere olmaya meyilli
agrisiz papiildiir ve genellikle dikkatten kacar. LGV’ nin en sik goriilen klinik tablosu;
tipik olarak tek tarafli, hassas inguinal ve/veya femoral lenfadenopatidir. Lenf bezleri
birleserek fluktuasyon veren kitleye dontisebilir, komsu bolgelere drene olabilir. Tedavi
edilmeyen olgularda fibrozise bagli yapisiklik ve lenfatik kanallarda tikanmiklik
gelisebilir (2,9,13,38).

Kadinlarda genital sistem enfeksiyonlarimin hedef hiicreleri, endoserviks ve tist
genital sistemin squamo-kolumnar epitel hiicreleridir. Ureme sistemi epitelinin
enfeksiyonu, IL-1, TNF, IL-8, biiytime ile iliskili onkojen (GRO)-a, graniilosit-makrofaj
koloni uyarici1 faktér (GMCSF) ve IL-6, bagisiklik hiicrelerinin ¢ekilmesine yardimci
olan endotelyal yapisma molekiillerinin artmis ekspresyonunu indiiklemektedir.
Yerlesik doku makrofajlar, sitokinlerin ve kemokinlerin erken birakilmasina da katkida
bulunur. Enfekte epitel hiicreleri, doku proteolizisine ve yeniden bi¢imlenmesine
katkida bulunan matris metaloproteazlar1 (MMP) serbest birakir. Yeniden enfeksiyon
sirasinda, konake1 hiicrelerin kemokinleri salmasi, yaniti hizla artiran klamidyaya 6zgii
immiin hiicrelerin toplanmasina neden olur. Klamidyanin neden oldugu endometrit ve

salpingit, 1s1 soku proteinlerine (hsps), 6zellikle hsp 60 antikorlara neden olur. Retikiillii
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cisimler bagisiklik sisteminden kagabilir ve siirekli enfeksiyona neden olabilir.
Retikiillii cisimciklerden yeni temel cisimlerin olusmasi, bagisiklik tepkisini ve
enflamatuvar reaksiyonlar1 indiikleyebilir, enfekte dokuya skarlasan siklik bir siirecle
sonuglanir ve fallop tliplerinin kismen veya tamamen obliterasyonu ile sonuglanarak
tubal faktor infertilitesi veya alt infertiliteye yol acar (39,40).

Klamidyanin neden oldugu PID, tubal faktor infertilitesinin ve olumsuz gebelik
sonuglarmin 6nlenebilir en yaygin nedenlerinden biridir. Gelismekte olan {ilkelerde
genital C. trachomatis enfeksiyonu ve sekeli prevelans: ile ilgili kesin veri glivenilir
degildir ¢ilinkii rutin tarama yontemleri olarak pahali ve karmagsiktir. Hamilelikte C.
trachomatis gibi CYBH’ 1n taranmasi ve tedavisinin olusturulmasi kiiresel bir oncelik
olmasi gerektigi bildirilmistir (41,42).

Insan epiteli konakg1 hiicrelerinde dinlenme ve bulasici formlarda bulunma
yetenegi bulunan hiicre i¢i bakteriler olarak C. trachomatis, eradikasyona kars1 essiz bir
yetenege sahiptir. Konagin tespiti ve yok etmesinden kagabilen bu yetenegi, kadinlar
arasinda olumsuz sonuclara yol acmasina katkida bulunur. Kadinlarda siklikla
asemptomatik bir enfeksiyondur. C. trachomatis rahim agz, fallop tiipleri veya komsu
pelvik yapilarin artan bir enfeksiyonu olan servisit, liretrit ve PID veya asemptomatik
olarak endometritis, salpenjit, tuboovarian apse, pelvik peritonit, perihepatit veya
periappendisit yapabilir. Buna ek olarak, C. trachomatis ile enfeksiyon, gebe kadinlar
icin Ozel riskler olusturabilir. C. trachomatis ve diger lireme sistemi enfeksiyonlari,
olumsuz gebelik sonuglart icin risk faktorleri olarak uzun siiredir bildirilmektedir. C.
trachomatis’in disindaki diger klamidya tiirlerinin (C. prneumoniae ve C. abortus) ve
klamidya benzeri ortaya ¢ikan organizmalarinda (Waddlia ve Parachlamydia) 6zellikle
diistik, 6lii dogum gibi olumsuz gebelik sonuglari ile baglantili olmas1 daha fazla destek
kazanmaktadir (42,43).

Hem epidemiyolojik hem de deneysel arastirmalarda, hamilelikte klamidyanin
dogrudan fetal enfeksiyon, plasental hasar ya da siddetli maternal hastalik olusturarak
diisiik, 6lii dogum, ya da preterm dogum gibi olumsuz etkiler i¢in bir risk olusturdugunu
ileri stiriilmiistiir. Klamidyal enfeksiyonun gebelikte istenmeyen sonuclar1 nasil
dogurabileceginin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. C. trachomatis’in, fetusa
bulasabilecegi, muhtemelen insan 60kDa 1s1 sok proteinleri ile klamidyal

homolojisinden dolay1 embriyonik reddine neden olan maternal bir inflamatuvar yanita
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neden olabilecegi ve sitokin salinimiyla zararli bir enflamatuar cevabi tetikleyerek
disilk, erken membran riiptiiri veya preterm dogum ile sonuglanabilecegi
diisiiniilmektedir. Klamidyal 1s1 sok proteinine (CHSP-60) kars1 olusan bu enflamatuvar
yanitlarin tubal infertiliteye ve ektopik gebelige yol acabilecek tubal hasardan da
sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Baz1 arastirmacilar genel olarak enfeksiyonlarin ge¢
diisiiklerin % 10-66 kadarin1 olusturabilecegini ve diislik ve orta gelirli iilkelerdeki gebe
kadinlarda diisiik i¢in bir risk faktorii olabilecegini 6ne siirmiislerdir. C. trachomatis
gibi genital sistem enfeksiyonlari, diisiiklerin potansiyel bir tetikleyicisi olarak

gosterilmistir (40,42-44).

2.10.1. Laboratuvar Tanis1 ve Tedavisi

Seroloji testlerinin komplike olmayan genital C. trachomatis enfeksiyonu testinde
cok az bir tan1 degeri vardir. Gegirilmis klamidya enfeksiyonunun, sistemik bir antikor
tepkisini uyaramayabilecegi veya bulamayabilecegi icin, tarama i¢in kullanilmamalidir.
C. trachomatis’in LGV serovarlarinin neden oldugu enfeksiyonlar, tespit edilebilir lenf
nodlarina girme egilimi gosterir ve bu da tespit edilebilir sistemik antikor yanitinin
olasiligmmi arttirir ve kasik (rektal degil) hastaliin teshisine yardimci olabilir.
Kompleman fiksasyon testi klasik olarak bu amacgla kullanilmig, ancak yerini duyarh
tiire 6zgli mikro-immiinofloresan testi almistir (38,45).

C. trachomatis izolasyonu i¢in doku kiiltiirii yontemleri standartlastirmak, teknik
olarak pahalidir ve nispeten duyarli degildir. Bu nedenle, tani testi iireticileri, kiiltiir dis1
testler gelistirmistir. C. trachomatis ve N. gonorrhoeae’nin ilk kiiltiir dis1 testleri,
spesifik olarak klamidyal veya gonokok antijenlerini tespit eden enzim immiinoassay
(EIA)’leri ve C. trachomatis i¢in direkt floresan antikoru (DFA) testlerini icermektedir.
Bu testler, smearlerdeki bakteri antijenine spesifik olarak baglanan floresein konjuge
monoklonal antikorlar1 kullanmaktadir. Bu antijen arama testlerini, C. trachomatis
spesifik DNA veya RNA dizilerini tespit eden niikleik asit hibridizasyon testleri
izlemistir (45,46).

Mevcut kiiltiir dis1 testlerden rutin kullanim i¢in sadece NAAT oOnerilirken, diger
testler (6rnegin, EIA’lari, niikleik asit testleri ve genetik transformasyon testleri)

onerilmemektedir. Enfeksiyona karsi sistemik bir bagisiklik cevabi tespit eden serolojik
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testler, aktif bir enfeksiyonun tespit edilmesi i¢in yeterli hassasiyeti bulunmamasi
nedeniyle 6nerilmemektedir (36,47).

NAAT, C. trachomatis genital enfeksiyonlarinin tanisinda vulvovajinal siirlintiiler
ve ilk akim idrar da dahil olmak {izere ¢esitli O6rnek tipleri i¢in yiiksek duyarliligi,
Ozgulligi ve uygunlugu nedeniyle tercih edilen testlerdir. NAAT ayrica, kadin
hastalarda asemptomatik C. trachomatis enfeksiyonunun tespiti i¢in daha az invaziv
prosediirlerin kullanilmasin1 kolaylastirmistir. Cesitli ticari NAAT’ler mevcuttur ve
farkli teknolojilerden faydalanirlar; klasik ve kantitatif PCR, iplik¢ik yer degistirme
amplifikasyonu (SDA), transkripsiyon aracilikli amplifikasyon (TMA) ve niikleik asit
dizilisine dayali ¢ogaltma (NASBA). Bu kitlerin yiiksek maliyeti ve uygun altyap1
eksikligi, gelismekte olan lilkelerde biiylik tarama programlari i¢in bu kitleri kullanmay1
engellemektedir (46-50).

Gebeler i¢in ilk secilecek antibiyotik eritromisindir. LGV’da sulfonamidler in
vitro etkili olmalarina ragmen klinik olarak kullanilmazlar. Tetrasiklin, eritromisin ve
rifampisin LGV’un her evresinde etkilidir. Genital enfeksiyonlarda eslerin beraber
tedavi edilmesi gerekir. Aminoglikozidlerin klamidyalara inhibitoér etkisi yoktur.
Klamidyalarin bazi1 enfeksiyonlarinda giimiis nitrat, borik asit ve liigol gibi antiseptikler;
aldehit ve klor gibi dezenfektanlar lokal olarak uygulanmaktadir. Gebelik sirasinda
klamidya enfeksiyonun tani1 ve tedavisi, bu enfeksiyonla iligkili perinatal morbidite ve

mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir (48,49,51).

2.11. Neisseria gonorrhoeae

N. gonorrhoeae, Neisseriaceae familyas: i¢inde yer almaktadir. Aerobik olarak
tirerler. Katalaz ve oksidaz reaksiyonlar1 pozitif olup indol negatiftirler. Niratlar1 nitrite
doniistiiremezler. DNA’daki G+C oran1 % 48-50 mol’dur. Gram negatif koklar olup,
tipik olarak ikili dururlar, diiz veya bir yiizeyleri hafif i¢ biikeydir. Konkav olan bu
yiizeyleriyle karsilikli dururlar (2,9,13).

Gonorenin (bel soguklugu) etkeni olan N. gonorrhoeae CYBH’1n en yaygin ikinci
bakterisidir ve diinya c¢apinda ciddi morbidite ve ekonomik maliyetlerle
sonuclanmaktadir. N. gonorrhoeae ile yaklasik olarak 78 milyon yeni enfeksiyon her yil
diinya capinda goriilmektedir. Zorunlu bir insan patojeni olan N. gonorrhoeae, liretra,

endoserviks, farinks veya rektumun mukoza zarlarmi enfekte eder. Komplikasyonsuz
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gonokok enfeksiyonu genellikle erkeklerde iiretrit olarak kendini gosterir ve kadinlarda
mukopiiriilan servisitise neden olabilir. Hem kadinlarda hem erkeklerde rektal ve
farengeal enfeksiyonlar asemptomatiktir. Gonokoksik enfeksiyonlar genellikle
kadinlarda asemptomatiktir; belirgin semptomlarin olmamasi, PID, kronik pelvik agr1,
maternal bulagsma, ektopik gebelik ve infertilite gibi ciddi komplikasyonlara neden
olabilecek, taninmayan ve tedavi edilmemis enfeksiyon ile sonuglanir. Erkeklerde
tedavi edilmeyen iiretral enfeksiyon, prostatit, epididimit, liretral darlik ve infertiliteye
neden olabilir. Gonokok enfeksiyonu olan annelerin bebekleri, tedavi edilmedigi
takdirde korliige neden olabilecek neonatal konjunktivit ile sonuglanabilir. Bazen, bazi
kisiler sistemik komplikasyonlar1 olan yaygin enfeksiyonlar gelistirebilirken, bazilari
asemptomatik  enfeksiyonlara sahip olabilirler ve bilingsizce gonokoklar
nakledebilirler. Orofarengeal ve anorektal gonokok enfeksiyonlari, alic1 oral veya anal
iligkide bulunan kisiler tarafindan veya servikal sekresyonlardan kontaminasyon yoluyla
edinilebilir. Bazen yetiskinler konjonktivit ile birlikte olabilir. Gonore iilkemizde rutin

izlenen, bildirimi zorunlu bir hastaliktir (2,7,9,13,45,52).

2.11.1. Laboratuvar Tamsi ve Tedavisi

Ornekler Dacron veya rayonlu ¢ubuklarla toplanmalidir, ¢iinkii kalsiyum alginat
gonokoklara toksik olabilir. Yag asitleri gonokoklarin biiylimesini engeller; bu nedenle,
pamuklu gubuklar kullanilmamalidir. Ornekte bilinmeyen maddelerin énleyici etkilerini
en aza indirgemek i¢in, Ornekleri aldiktan hemen sonra, siiriintiiler biiyiitme ortamina
dogrudan inokiile edilmeli veya tasima ortamma konulmalidir. Idrar, erkeklerde ve
bayanlarda N. gonorrhoeae enfeksiyonlarinin teshisi ve niikleik asit testleri i¢in uygun
ornek tiirlerinden biridir. Hastalara idrar numunelerinin toplanmasi i¢in sizdirmaz
kaplar saglanmalidir (2,9,13,45,53).

N. gonorrhoeae’nin 6n teshisi, secici ortamda yetisen iirogenital bélgede bulunan
bir oksidaz-pozitif, Gram-negatif diplokok izolasyonuna dayanmaktadir. Uretra
sizintilarmin veya endoservikal sekresyonlardan bir smearin Gram boyasinda tipik
Gram-negatif intraselliiler diplokoklar goriiliir. Oksidaz testinde, oksidaz reaktifinin
tetrametil tiirevini kullanir (2,9,13,45,53).

Birincil 6rnekler, kommensal bakteri ve mantarlarin biiyiimesini engelleyen segici

antimikrobiyal iceren segici olan ve segici olmayan agarin iizerine inokiile edilmelidir.
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Modifiye Thayer-Martin, Martin Lewis ve New York City’deki antibakteriyel ajanlar;
vankomisin, kolistin, trimetoprim laktat ve antifungal ajanlar; nistatin ve anizomisin
veya amfoterisin B’dir. Arginin, hipoksantin ve urasil isteyen suslar gibi bazi titiz
suslar, secici ortamda kullanilan vankomisin veya trimetoprim konsantrasyonlarina daha
duyarhdir. Inokiile edilen petriler CO> ile zenginlestirilmis (% 3 ile % 7) nemli bir
atmosferde 35 °C ile 37 °C’de inkiibe edilmelidir. Ek testler igin 18 saat ile 24 saat
arasindaki kiiltiirler kullanilmalidir. Petriler, eski kiiltiirlerin saklama kosullarinda canli
kalamayacagi i¢in 48 saatten uzun siire inkiibe edilmemelidir (2,9,13,45,53).

Molekiiler tespit yontemleri, titiz ¢alisma gerektiren ya da kiiltiirii zor yapilan
patojenlere karsi, daha hizli ve spesifik bir teshis koymay1 saglar. Cinsel yolla bulagan
patojenler i¢in gelistirilen niikleik asit yontemleri, hizli, ¢ok duyarlidir ve klinik
orneklerde bu organizmalarin tespit etmek i¢in spesifiktir. Bu yontemler, rahatsizlik
vermeden hastalardan elde edilebilen, idrar ve vajinal stirlintiiler gibi, kiiltiir i¢in uygun
olmayan orneklerin kullanilmasina izin verir. C. trachomatis ve N. gonorrhoeae igin tek
veya ikili analiz testleri piyasada mevcuttur. Niikleik asit metotlar1, uzun tasima siiresi
veya asir1 sicaklik kosullarina maruz kalma nedeniyle canli organizmalar
icermeyebilecek numunelerde N. gonorrhoeae’nin tespiti i¢in uygundur. DNA
amplifikasyon testleri, tedavi testi i¢in uygun olmayabilir, ¢linkii gonokokkal DNA,
basarili bir enfeksiyon tedavisinden sonra haftalarca bulunabilir (2,9,13,45,53,54).

PCR tabanli tespit yontemleri i¢in spesifik primerler literatiirde de tarif edilmistir.
Bu yontemler duyarlidir, ancak 6zgiilliik primerlerin se¢imine baghidir. Bazi 6rnekler
PCR i¢in inhibitér madde igerebilir. Bunu Onlemek i¢in; numune i¢in bir DNA
saflagtirma prosediiriiniin kullanilmas1 (baz1 saflastirma kitleri ticari olarak temin
edilebilir), idrar numunelerinin seyreltilmesi veya baska bir idrar 6rnegi kullanarak
amplifikasyon tekrarlanabilir. Ticari kitler mevcuttur, ancak dogrulama testleri olarak
kullanildiginda daha pahalidir (2,9,13,45,53,54).

Hasta serumlarindaki N. gonorrhoeae’ye 06zgli antikorlar veya antijenler
gosterilmesine ragmen, yakin zamanda gecirilmis gonokok enfeksiyonlarini tespit
etmek i¢in spesifik ve duyarl bir serolojik test bulunmamaktadir (2, 45,53).

Antibiyotik duyarlik testleri; kiiltiirler mevcut oldugunda laboratuvarda N.
gonorrhoea kars1 duyarlilik testleri yapilmali veya bu testlerin yapildigi bir referans

laboratuvara gonderilmelidir. Bu sonuglar, tedavi basarisizligini aragtirmak ve halen
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Onerilen terapilerin etkinligini izlemek icin yararlidir. Bel soguklugunu tedavi etmek
icin Onerilen antibiyotikler, siprofloksasin, spektinomisin ve seftriakson ve sefiksim gibi
ticlincii kusak sefalosporinlerdir. Penisilin ve tetrasiklin antibiyotiklere karsi direng
izlenmelidir, ¢iinkii bunlar hala diinyanin diger bolgelerinde kullanilmaktadir ve bu iki
antibiyotige karsi direncin diinya c¢apinda yaygmhigi yliksek kalmaktadir. Halen C.
trachomatis koenfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan doksisiklin ve azitromisin veya
eritromisin, N. gonorrhoea selektif baski uygulayarak direngli suslarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir. Azitromisin, gonoreyi tedavi etmek icin bazi iilkelerde kullanilmaktadir
ve direngli suslar literatiirde tamimlanmistir (2,53-55).

Komplike olmayan genital (serviks, liretra) ve anorektal gonokoksik enfeksiyonlu
gebe kadinlarda tek tedaviye kiyasla ikili tedavinin faydali ve zararlarinin diisiik
olduguna dair kanitlar bulunmaktadir, ancak bircok bolgede tek tedavilere (sefiksim,
seftriakson ve azitromisin) direng ve yerel calisma verileri bulunmamasi nedeniyle ¢ift
terapi (sefiksim+azitomisin veya seftriakson+azitromisin) tercih edilmektedir. Cift
terapi su anda bazi durumlarda kullanilmaktadir ve kabul edilebilir goriinmektedir.
Etkinlikle karsilastirildiginda c¢ift terapilerin maliyetleri tekli tedaviden daha biiyiik
degildir (54).
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali Poliklinigi’ne, Mart 2016 ve Kasim 2016 tarihleri arasindaki 9
aylik periyotta, amniyotik s1vi gelmesi, endoservikal akinti-kanama, agri-sanci, yanma
gibi sikayetlerle bagvuran ve erken membran riiptiirii siiphesi bulunan 18-43 yaslari
arasindaki < 34 hafta gebeligi olan 61 hamile kadindan servikal, vajinal siiriintii ve idrar
numuneleri ile kontrol grubu olarak 19-39 yaslar1 arasindaki < 34 hafta gebeligi olan 21
saglikli gebeden vajinal siirlintli ve idrar numuneleri alindi. Servikal ve vajinal
orneklerden selektif besiyerlerinde mikoplazmalarin ve ureaplazmalarin kiiltiirleri
yapildi. Direk 6rneklerden ve kiiltiirde iiretilen suglardan DNA ekstraksiyonu yapilarak
PCR c¢alismasi yapildi. PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) yontemi
ile DNA’lan Vspl ve Hindlll enzimleri ile kesilerek mikoplazma suslarinin dogrulamasi
yapildi. M. hominis suslarinda, erken membran riiptiiriinden sorumlu tutulan arl, goiB
ve goiC hedef bolgeleri arastirildi. Servikal, vajinal ve idrar 6rneklerinden DNA

ekstraksiyonu yapilarak PCR ile C. trachomatis ve N. gonorrhoeae arastirildi.

3.1. Kullanilan Soliisyonlar ve Reagenler

3.1.1. Sodyum Fosfat Soliisyonu (PBS)

0.1 M-NaCl: 5,844 gr (Merck, Lot: K20084200)

2.5 mM-KCl: 0,445 gr (Merck, Lot: 2538810)

10 mM-Na2HPO4: 1,411 gr (Merck, Lot:F1485086 722)
1.5 mM-KH2PO4: 0,204 gr (Merck, Lot: A0383573 230)
(pH: 7,4) Ultra pure su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.2. 10x Tris-EDTA (TE) Soliisyonu
Tris-HCI: 1,576gr (Merck, Lot: K35871214 613)
EDTA: 0,372gr (Sigma, Lot: 67H1534)

(Ph: 7,6) Ultra pure su ile 100 ml ’ye tamamlanda.

3.1.3. 10x Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Soliisyonu
Tris-base: 108gr (Sigma, Lot: SLBL6398V)
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Borik Asit: 55gr (Sigma, Lot: BCBM2648V)
EDTA: 7,44gr (Sigma, Lot: 67H1534)
(pH 8,4 ) Ultra pure su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.4. Master Mix Karisimi

PCR Master Mix (Thermo Scientific KO172, Lot: 00290918)
Icindekiler:

Taq DNA polimeraz (0,05 U/ ul)

Reaksiyon buffer

MgCl2 (4 mM)

dATP (0,4 mM)

dCTP (0,4 mM)

dGTP (0,4 mM)

dTTP (0,4 mM)’den olusan (20X1,25mL) ve (20X1,25mL) niikleaz free su,
-20 °C’ de sakland.

3.1.5. Etidyum Bromid
Etidyum bromid: 0,5 g (Amresco, Lot:1252B33)
Distile su: 100 ml 1s1iktan korumak i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi ve +4°C’ de

saklandi.

3.1.6. DNA Marker
Gene Ruler 100bp DNA Ladder (Thermo Scientific SM0321, Lot: 00329169)
Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific SM0371, Lot: 00391647 )

3.2. Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

3.2.1. idrar Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Idrar 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu i¢in cam boncuklarla (glass bead, Sigma)
mekanik lizis prensibine dayali calisan Mickle Ekstraksiyon (The Mickle Lab.
Engeneering Co. Ltda, Gomshall, Surrey, UK) cihaz1 kullanilmistir. Idrar &rnekleri 15
ml’lik steril santrifiij tliplerine aktarildi ve asagidaki basamaklar izlenerek ekstraksiyon

yontemi tamamlandi;
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1-Santriiflij tiiplerinde bulunan idrar 6rnekleri 3.000 X g’de 5 dakika santrifiij
edildi,

2-Siipernatant pipet yardimi ile dikkatle alinarak uzaklastirildi ve altta kalan
pellete yakin kisimdan pipetle 500 pL alinip materyalin numarast yazili ependorf
tiiplerine aktarildi.

3- Pellet iizerine, 500pL 1x TE(10mM TrisHCI, 0.1 mM EDTA, pH7.5) tamponu
eklendi.

4- Daha sonra, ependorf tiipleri 100 °C’de 10 dakika 1s1 blogunda tutuldu.

5- Iginde 500uL bakteri siispansiyonu olan bu ependorflara, yaklasik 150uL
boncuk (Sigma) konuldu.

6- Siispansiyonlar 10 rpm hizda 7 dakika mickle (Mickle Tissue Disintegrator,
Mickle Labratory Engineering Co. Ltd.) cihazinda mekanik lizise ugratildi.

7-Daha sonra, 12000 x g hizda 10 dakika santrifiij edildi.

8- Stipernatanttan 200 pl alinip ve yeni bir ependorfa aktarma yapildiktan sonra,
spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) DNA
kantitasyonu yapildi ve Ornekler, PCR ile amplifikasyon isleminde kalip olarak
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.2. Endoservikal ve Vajinal Siiriintii Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu
ve Numune Hazirlama

Farkl1 klinik 6rnekler ve mikoplazma suslarindan DNA izolasyonu Cadieux et al.
(56) protokoliine uygun olarak asagidaki basamaklar izlenerek elde edildi;

1-Ornek, 14000 rpm'de 20 dakika santrifiije tabi tutuldu,

2-PBS'de (0.1 M-NaCl, 2.5 mM-KCl, 10 mM-Na2HPOs4, 1.5 mM-KH2POs4, pH:
7,4) yikand,

3-Yikandiktan sonra 60 pl distile su i¢inde yeniden siispanse edildi.

4- Ornek daha sonra 10 dakika kaynatildi ve -20 °C'de saklandi.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Transportu
Calisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Poliklinigi’nde Mart 2016 ve Kasim 2016

tarihleri arasindaki 9 aylik periyotta takip edilen, erken membran riiptiirii siiphesi,
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amniyotik sivi gelmesi, endoservikal akinti-kanama, agri-sanci, yanma gibi herhangi
bir semptomatik siipheyle basvuran, 18 - 43 yaslar1 arasindaki ve 34 hafta ve Oncesi
preterm dogum riski bulunan gebelerden alinan amniyotik sivi-servikal ve vajinal
siirintii 6rnekleri alinarak gergeklestirildi. Alman 6rnekler hizla C.U. Tip Fakiiltesi

T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na ulastirilarak ¢alismaya baslandi.

3.3.1. Transport Besiyerleri

Hastalardan alinan ornekler M. hominis ve U. urealyticum selektif besiyerine
ekildi. Bu besiyerleri 18 saat +4 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra buzdolabindan
cikarilan transport vasatlar % 10 COz ve % 9 N2’lu atmosferde 37 °C’de 16-24 saat 6n
inkiibasyona birakildi. Bu siire i¢inde vasatlardaki PH degisikligi iireme icin kriter
kabul edildi.

Ureme olan transport ortamdan steril pipet ile alman &rnekler spesifik kat1 M.
hominis ve U. urealyticum vasatlarina ekildi. Yine ayni atmosferik sartlarda 48-72
saatlik inkiibasyondan sonra tani, kolonilerin X10 biiylitme ile direk veya Dienes

metodu ile boyanarak mikroskobik muayenesi ile konuldu.

3.3.1.1. M. hominis Selektif Transport Besiyeri

BHIBroth........ccooviiiiiiiiii, 6gr  (Merck, Lot: VM313793 132)
Inaktif at serumu.............cooevvennn... 40cc (GE Healthcare, Lot: B12211 2820)
Cycloheximide (%0,1) ................... 0,2cc (Sigma, Lot: BCBK3284V)
Penisilin (500x10° U/cc).................. Icc  (Sigma, Lot: 115H1248)

Maya ektresi (%25)......ccevieiiiiininnnn. 10cc (LabM, Lot: Q38227/101)

Fenol kirmizist (%0,2) .................... Scc (Merck, Lot: 9709585)

Talyum asetat (1/80) ...................... Icc  (Sigma, Lot: SLBC3990V)

Arginin monohidrokloriir(%20)......... Scc (Merck, Lot: K13216442)

Distile Su......cocoviiiiiiiiii 144cc

BHI broth pH 7.8 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
40 °C’defiltrasyon ile sterilize edilen diger soliisyon ve penisilin ilave edilerek 3’er

cc’lik miktarlarda kiigiik tiiplere dagitildi.

29



3.3.1.2. U. urealyticum Selektif Transport Besiyeri

Triptik soy broth....................... 4,5gr  (Merck, Lot: VMO058759 912)
Inaktif at serumu............cccoeun... 40ml (GE Healthcare, Lot: B12211 2820)
Cycloheximide (%0,1)............... 0,2cc (Sigma, Lot: BCBK3284V)
Penisilin (500.000 U)................. lee (Sigma, Lot: 115H1248)

Maya ekstresi (%25).........cenn.... 10cc (LabM, Lot: Q38227/101)

Ure (% 20)....ueeiieieiieei lcc (Sigma, Lot: 72560)

Fenol kirmizisi (%0,2).................4cc (Merck, Lot: 9709585)

Distile Su.......ccoeieiiiiiiiiin. 144cc

BHI broth pH 7.8 + 0.2’ye ayarlandktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi.
40 °C’de filtrasyon ile sterilize edilen diger soliisyon ve penisilin ilave edilerek 3’er

cc’lik miktarlarda kiigiik tiiplere dagitildi.

3.3.2. izolasyon Besiyerleri

3.3.2.1. M. hominis Selektif izolasyon Besiyeri

BHIBroth...........ooooiiiiii, 6gr  (Merck, Lot: VM313793 132)
Nobel agar.........cccovvvvviiiiiiniinnnnn.. 1,5 gr (BD Difco, Lot: 5106959)

Inaktif at serumu.................cceen... 40 cc (GE Healthcare, Lot: B12211 2820)
Cycloheximide (% 0,1).................... 0,2 cc (Sigma, Lot: BCBK3284V)
Penisilin (500x10° U/cc)................... 1 cc (Sigma, Lot: 115H1248)

Maya ekstresi (%25)......cccovevvennn.n. 10 cc (LabM, Lot: Q38227/101)

Fenol kirmizist (%0,1)..................... 1 cc (Merck, Lot: 9709585)

Talyum asetat (1/80) ..................... 2cc  (Sigma, Lot: SLBC3990V)
Argininmonohidrokloriir (%20)........... S5cc (Merck, Lot: K13216442)

Distile su......c.cooiiiiiii 144cc

BHI broth ve Nobel agar karisim1 pH 7.8 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de
15 dakika otoklavlandi. 40 °C’de filtrasyon ile sterilize edilen diger soliisyon ve
penisilin ilave edilerek 6 cm c¢apindaki petri kutularina steril sartlarda hava kabarcigi

olusturmamak i¢in pipetle dokiildii.

3.3.2.2. U. urealyticum Selektif izolasyon Besiyeri
Triptik Soy Broth........................ 4.5 gr (Merck, Lot: VMO058759 912)
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Nobel agar...........coooveiiiiiiiiiinn, 1,3 gr (BD Difco, Lot: 5106959)

Inaktif at serumu..............coeeuenn.. 40 cc  (GE Healthcare, Lot: B12211 2820)
Cycloheximide (%0,1).................. 0,2 cc (Sigma, Lot: BCBK3284V)
Penisilin (500.000U)...................... 1 cc (Sigma, Lot: 115H1248)

Maya ektresi (%25)....cccoieiiiininn. o 6 cc (LabM, Lot: Q38227/101)

Fenol kirmizis1(%0.1)..................... 4 cc  (Merck, Lot: 9709585)

Ure (%20) ... 1 cc (Sigma, Lot: 72560)

Distile sU.....ooveiiiiii 144 cc

Distile suya broth ve agar ilave edildikten sonra pH 6 + 2’ye ayarlanip otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 40 °C’ye kadar sogutup diger maddeler ilave
edilerek ve 6 cm ¢apindaki petri kutularina steril sartlarda hava kabarcig1 olugturmamak

icin pipetle dokiildii.

3.3.3. Dienes Boyama Metodu

Stok Dienes boyas1 hazirlama

Metilen mavisi............. 2,5gr (Merck, Lot: 4186570)
AzurIl..............o. 1,25 (Merck, Lot: 109211)
Maltoz..................... 10gr (BD Difco, Lot: 0168 17)
Na2COs.ovvevveeeeeeeeeenann. 0,25 gr  (Merck, Lot: A774298)
Benzoik asit............... 0,20gr  (Merck, Lot: K1431030)
Deiyonize su............. 1000cc

Boya, stoktan 1/10 oraninda sulandirilarak filtre edildikten sonra pipet ile agar
plagina damlatarak koloniler incelendi. Bu boya ile mikoplazma kolonileri, merkezi

kismi koyu, periferik kismi agik olmak tizere iki belirgin zon halinde goriildii.

3.4. Fenotipik identifikasyon:

Amniyotik sivi-servikal ve vajinal siiriintii 6rnekleri mikoplazma ve ureaplazma
orneklerinin tasmabilmesi ve kiiltliriiniin gergeklestirilebilmesi i¢in 6zel olarak
hazirlanan mikoplazma ve ureaplazma transport besiyerlerine alinarak hizla
mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi.

Transportu saglanan ornekler 18 saat +4 °C’de inkiibe edilerek sogukta

zenginlestirme islemi gergeklestirilmistir. Ayni Ornekler % 10 CO2 ve % 9 N2’lu

31



atmosferde 37 °C’de 16-24 saat on inkiibasyona birakildi. Bu siire iginde vasatlardaki
pH degisikligi lireme icin kriter kabul edildi. Transport besiyerinden steril pipet ile
alman ornekler spesifik M. hominis ve U. urealyticum vasatlarina ekilmis ve yine ayni
atmosferik sartlarda 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra tani, kolonilerin X10 biiyiitme
ile direk veya Dienes metodu ile boyanarak mikroskobik muayenesi ile konuldu.
Inkiibasyon sonunda mikroorganizmanin tanisinda tipik olan sahanda yumurta
seklinde goriilen koloniler dogrudan mikroskop altinda incelendi. Az sayidaki
mikroorganizmanin ¢ogaltilmas1 amaci ile arjinin broth (Thermo, USA)’a inokiilasyon
yapilmis ve cogaltilan 6rneklerden molekiiler testlerin gergeklestirilmesi igcin DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Calismada kullanilan besiyerlerindeki tireme M. hominis

ATCC susu 15488 ile kontrol edildi.

Tablo 3.1. In-House PCR yonteminde kullanilan primerler

Bakteri ad1 Primer ad1 Primerler (F/R) Primer | Kaynak
(bp)
M. hominis 16S 5’-ATGAGGGTGCGGAACATTAG-3’ 336 Allen-Daniels et al.(6)
16S 5’-TAATTCCGGATAACGCTTGC-3’
M. hominis arl 5’-CTGGCGGAAATTCACTAAGC-3’ 307 Allen-Daniels et al.(6)
5’-ATCGCATCAAACATCGTGTC-3’
M. hominis goiB 5’-CGCCAAAACTATGCACGCATTTAT-3’ 173 Allen-Daniels et al.(6)
5’-GGTTATCCTTTGGCCTCATAGTA-3)
M. hominis goiC 5’-CCTTACGGATATATGGTTGTTTCG-3’ - Allen-Daniels et al.(6)
5’-CTAACTTAAATCATCAAGAGTACGG-3’
M. genitalium MG16-45F 5’-TAC ATG CAA GTC GAT CGG AAG TAG C-3’ 427 Jensen et al.(57)
168 MG16-447R 5’-AAA CTC CAG CCA TTG CCT GCT AG-3’
U. urealyticum | URIL 5’-GAGTGTAGTAGGGAGTTGGGGAACTC-3’ 247 Aaltonen et al.(58)
16S UR2 5’-TCTTGCGAATGTACTACCCAGGCACA-3’
M. hyorhinis Fl1 5’-ACACCATGGGAG(C/T)TGGTAAT-3’ - Tang et al.(59)
168-238 R1 5’-CTTC(A/T)TCGACTT(C/T)CAGACCCAAGGCAT-
30
M. hyorhinis F2 5’-GTG(C/G)GG(A/C)TGGATCACCTCCT -3’ 315 Tang et al.(59)
165-23S R2 5’-GCATCCACCA(A/T)A(A/T)AC(C/T)CTT-3’
C. trachomatis | KLI1 5’-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3’ 241 Ghosh et al.(60)
16S KL2 5’-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’
N. gonorrhoeae | SL67 5’-TAT CGG AAC GTA CCG GGT AGC-3’ 414 Farrell et al.(61)
16S SL59 5’-GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA-3’

3.5. Molekiiler identifikasyon
Hastalara ait 6rneklerdeki mikroorganizmalara ait DNA ekstraktlarinda 16S rRNA

gen bolgesinin tespitinde, Vspl ve HindlIll enzimleri ile kesilerek mikoplazma suslarinin
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dogrulanmasinda, 16S rRNA pozitifligi tespit edilen M. hominis DNA ekstraktlarinda
membran riiptiiriinden sorumlu oldugu diisiiniilen arl, goiB ve goiC hedef bolgelerinin
tesbiti i¢in Tablo 3.1’de belirlenen primerler kullanilarak in-House PCR islemi

gergeklestirilmistir.

3.5.1. Kiiltiir Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Mycoplasma spp ve Ureaplasma spp oldugu belirlenen koloniler ile selektif kati
besiyerlerinin tamaminda yiizeyin 500ul 1X TE ile yikanmasi sonucunda toplanan
koloniler ile M. hominis ATCC 15488 susunun selektif agardaki kolonileri PCR ile
amplifiye edilmek iizere kalip DNA extraksiyonu i¢in Cadieux et al. (56) yontemine
uygun olarak ve N. gonorrhoeae ATCC 49226 susunun da gukolata agardaki kolonileri
TE buffer i¢ine alinarak mickle yontemi ile DNA ekstraksiyonu yapildi.

DNA o6rnekleri ekstrakte edildikten sonra, amplifikasyon reaksiyonu i¢in her bir
kalip DNA’dan 5 pl ilave edildi ve 25 pl reaksiyon karigimi icerisinde gerceklestirildi.

Mastermix.................... 12,5 ul

Primer (Her birinden)........ 0.25 ul

Distile su .......cccoevnenne.n. 7 ul

Reaksiyon karisimi igeren ependorf tiipleri vortekslenerek karistirildiktan sonra
amplifikasyon agsamalar1 termal dongii cihazinda (Applied Biosystems 2720 Termal
Cycler) herbir bakteri grubu ornekleri i¢in asagidaki dongii siralarina gore yapilarak

tamamlanmustir.

3.5.2. In-House PCR ile M. hominis 16S rRNA Varhgimin Arastirilmasi

M. hominis’in 16S rRNA gen bolgesinin tespitinde ve 16S rRNA pozitifligi tespit
edilen ve PCR-RFLP yontemi ile dogrulamasi yapilan M. hominis DNA ekstraktlarinda,
membran riiptliriinden sorumlu oldugu diisiiniilen arl, goiB ve goiC hedef bolgelerinin
arastirtlmasi i¢in Tablo 3.1.’de belirlenen primerler kullanilarak PCR islemi
gerceklestirilmistir.

Reaksiyon mixi

125ul............ 2XPCR mastermix (Thermo),
0,25 pl............ (10pco/mol) forward- revers primerler,
Tulooo niikleaz free su
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Sl hedef DNA oOrnegi kullanilarak toplam hacim 25 pl olacak

sekilde hazirlanmustir.

PCR yontemi

[k denatiirasyon 95°C’de 5 dakika

Denatiirasyon 94°C’de 1 dakika

Annealing (Baglanma) 58°C’de 45 saniye 40 siklus
Extention (Uzama) 72 °C’de 1 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C’de 10 dakika
Elde edilen amplikonlar % 2’lik Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek marker

bantlart ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.5.3. In-House PCR ile M. genitalium 16S rRNA Varh@inin Arastirilmasi
M. genitalium 16S rRNA gen bolgesinin tespitinde Tablo 3.1.’de belirlenen
primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir.

Reaksiyon mixi

1225ul.ooaii. 2XPCR mastermix (Thermo),

0,25 pl............. (10pco/mol) forward- revers primerler,

Tl niikleaz free su

5oule hedef DNA o6rnegi kullanilarak toplam hacim 25 pl olacak
sekilde hazirlanmistir.

PCR yontemi

[k denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye

Denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye

Annealing (Baglanma) 60 °C’de 60 saniye 45 siklus

Extention (Uzama) 72 °C’de 1 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C’de 5 dakika

Elde edilen amplikonlar % 2’lik Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek marker
bantlari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.5.4. In-House PCR ile U. urealyticum 16S rRNA Varhginin Arastirilmasi

U. urealyticum 16S rRNA gen bolgesinin tespitinde Tablo 3.1.’de belirlenen

primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir.
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Reaksiyon mixi

12.5 pl.............2XPCR mastermix (Thermo),

0,25 pl............ (10pco/mol) forward- revers primerler,

Tl niikleaz free su

Sopleo. hedef DNA o6rnegi kullanilarak toplam hacim 25 pl olacak

sekilde hazirlanmstir.

PCR yontemi

[k denatiirasyon 94°C’de 1 dakika

Denatiirasyon 94°C’de 30 saniye

Annealing (Baglanma)  60°C’de 30 saniye 45 siklus
Extention (Uzama) 72 °C’de 1 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C’de 5 dakika

Elde edilen amplikonlar % 2’lik Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek marker

bantlart ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.5.5.In-House PCR ile M. hyorhinis 16S-23S rRNA Varhginin Arastirilmasi
PCR-RFLP ile mikoplazmalarin 16S-23S rRNA spacer bolgesi sekanslarim

giiclendiren iki asamali PCR’da Tablo 3.1.’de belirlenen primerler kullanilmistir.

Reaksiyon mixi

125pl....ooeai. 2XPCR mastermix (Thermo),

0,25 ul.............. (10pco/mol) forward- revers primerler,

Tl niikleaz free su

Splcc hedef DNA 0Ornegi kullanilarak toplam hacim 25 pl olacak

sekilde hazirlanmistir.

iki asamali PCR reaksiyonu
Birinci agsama PCR ig¢in, 5 pul numune, iki dis primer ¢ifti olan 45 pl reaksiyon
karisimina ilave edilmistir. Ikinci asama PCR, birinci asama PCR f{iriiniiniin 1 pl’sini,

iki i¢ primerli 49 pl reaksiyon karisimina ekleyerek gerceklestirilmistir.
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PCR yontemi (1.ve 2. asama)

[k denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye

Denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye

Annealing (Baglanma) 55 °C’de 2 dakika 45 siklus
Extention (Uzama) 72 °C’de 2 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C’de 5 dakika

PCR iiriin tanémmlamasi

Ikinci asama PCR amplikonlarinin ebatlari, % 2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiritilerek marker bantlart ile karsilagtirillarak degerlendirilmistir. Mikoplazma
tirlerinin farklilasmasi, Vspl (Asel R0526S Lot:0131509 BioLabs) ve / veya HindIIl
(RO104S Lot: 0711510 BioLabs) ile sindirim yoluyla gergeklestirilmis ve sindirim

sekilleri % 2°lik agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir.

3.5.6. In-House PCR ile C. trachomatis Cryptic Plasmid 16S rRNA Varhginin

Arastirilmasi

C. trachomatis Cryptic Plasmid 16S rRNA gen bolgesinin tespitinde Tablo 3.1.’de

belirlenen primerler kullanilarak PCR iglemi ger¢eklestirilmistir.

PCR yontemi

[k denatiirasyon 94 °C 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C 45 saniye

Annealing (Baglanma) 55 °C 45 saniye 42siklus
Extention (Uzama) 72 °C 1 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C 5 dakika
Elde edilen amplikonlar % 2’lik Agaroz jel elektroforezinde yliriitiilerek marker

bantlart ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.5.7. In-House PCR ile N. gonorhoeae 16S rRNA Varhginin Arastirilmasi

N. gonorhoeae 16S rRNA gen bolgesinin tespitinde Tablo 3.1.’de belirlenen

primerler kullanilarak PCR islemi gerceklestirilmistir.
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PCR yontemi

[k denatiirasyon 94 °C 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 45 saniy
Annealing (Baglanma) 55 °C 1 dakika 40 siklus
Extention (Uzama) 72 °C 1 dakika

Son extention (Uzama) 72 °C 5 dakika
Elde edilen amplikonlar % 2’lik Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek marker

bantlari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin analizi i¢in agaroz
(Sigma, Lot: SLBL4377V) jel elektroforezi kullanilmigtir. PCR iiriinleri; % 0.5 etidyum
bromiirlii % 2’lik agaroz jelde, 120 voltluk elektrik akiminin uygulandigi, elektroforez
isleminden sonra jel goriintiileme sistemiyle degerlendirilmistir. Agaroz jel elektroforezi
icin jel, 1 x TBE igerisinde % 2 oraninda agaroz ilave edilerek karisim homojen
berraklik elde edilene kadar kaynatilmistir. Oda 1sisinda yaklasik 50-60 °C’ye kadar
soguyan agaroz jel icerisine 5 ul etidyum bromiir eklenip karistirllmigtir. PCR
orneklerini yiiklemek icin gerekli olan kuyular1 olusturmak amaciyla, uygun olan tarak
yerlestirilmis ve agaroz jel agar tablasina dokiilmistir. Oda sicakliginda katilasan
jelden, tarak cikarilarak, icerisinde 1xTBE tamponu olan tank icerisine yerlestirilmistir.
Jel tizerindeki kuyulara, 10puL 6rnek ile 2 pl loading buffer (Bio-Rad) karistirilarak
yiikleme yapilmustir. Ornekleri dogru bir sekilde degerlendirebilmek amaciyla, molekiil
biiyiikliikleri bilinen marker DNA’lardan jelde yer alan iki kuyucuga 10 pl yiiklenmistir.
Marker ve 6rneklerin yiliklenmesinden sonra, tank gii¢ kaynagina (Biorad) baglanmistir.
Tankin gii¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) calistirilarak, 120 volt
akim altinda 75 dakika elektroforez islemi siirdiiriilmiistiir. Daha sonra, DNA bantlar1
jel goriintiileme sistemi [Gel logic 1500 imaging system (ayrim giicii:1708x1280 pixel),
Kodak Company, NY, USA] ile incelenmis ve resimler TIFF formatinda kaydedilmistir.

Veilerin istatistiksel analizinde Continuity Correction ve Fisher's Exact testleri
SPSS 17.0 programi kullanilarak yapilmistir. Degerleri p < 0.05 olanlar anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dal1 Poliklinigi’ne, Mart 2016 ve Kasim 2016 tarihleri arasindaki 9
aylik periyotta, amniyotik sivi gelmesi, endoservikal akinti-kanama, agri-sanci, yanma
gibi sikayetlerle bagvuran ve erken membran riiptiirii siipheli < 34 hafta (ortalama 31.6)
gebeligi olan, 18-43 yaslar1 (ortalama 30.4) arasindaki 61 hamile kadindan dacron
ekiiviiyonlar yardimu ile selektif transport besiyerleri igerisine alinan servikal ve vajinal
striintii 6rnekleri ile ilk akim idrar numuneleri alindi. Bu kadinlarda 6nceki gebelik
say1s1 ortalama (1,9) ve onceki diisiik sayis1 ortalama (0,5) olarak tespit edildi.

Kontrol grubu < 34 hafta (ortalama 28.2) gebeligi olan, 19-39 yaslar1 (ortalama
29.6) arasindaki hamile kadindan dacron ekiiviiyonlar yardimi ile selektif transport
besiyerleri igerisine alinan vajinal siiriinti 6rnekleri ile ilk akim idrar numuneleri alindi.
Bu kadinlarda 6nceki gebelik sayis1 ortalama (2,2) ve onceki diisiik sayis1 ortalama (0,5)
olarak tespit edildi.

Gebelerin yas grubuna gore dagiliminda, hasta ve kontrol grubunda en yiiksek
grubu sirast ile % 52.5 ve % 52.4 olarak 18-30 yas grubu olusturdu. Gestasyon yas
gruplar1 arasinda en sik goriilen gestasyon yasi da % 72.1 ve % 42.9 ile >30 grubunda
yer ald1 (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen gebelerin yas gruplar1 ve gestasyon yaslaria gore dagilimi

Gestasyon Yas1 (Hafta)
Yas prubn <16 16-30 530 TOPLAM
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %

18-30 2 6.3 8 25 22 68.8 32 52.5

31-40 2 8.3 4 16.7 18 75 24 39.3
8| >40 0 0 1 20 4 80 5 8.2
é Toplam 4 6.6 13 21.3 44 72.1 61 74.4

18-30 2 18.2 2 18.2 7 63.6 11 524

31-40 3 30.0 5 50.0 2 20.0 10 47.6
g >40 0 0 0 0 0 0 0 0
;2 Toplam 5 23.8 7 33.3 9 429 21 25.6
TOPLAM 9 11.0 20 24.4 53 64.6 82 100
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Selektif kat1 besiyerlerinde ilireyen ve Dienes boyasi ile boyanmis mikoplazma
icin karakteristik koloni morfolojisi goOsteren biitiin iiremeler, fenotipik ileri
identifikasyonun gecikmesi ve aslinda bu yontemlerin de duyarliliginin diisiik olmasi
sebebi ile hastaya erken tan1 amagli olarak M. genitalium olarak rapor edilmistir (Sekil-
4.1a,1b). U. urealyticum selektif besiyerinde iireyen cam kirig1 goriinimli kolonilerde
fenotipik olarak U. urealyticum olarak rapor edilmistir. Bu 6rneklere ait PCR sonuglari

ile kesin tiir identifikasyonu yapildiktan sonra raporlar yeniden diizenlenmistir.

® $ "‘..'f e i
: be o
5/‘“7“ S o g’; & .
% o e e
e " io : ". :
O e e
4 & ..@e Wiy 2 ¥
# W ;g;' e t ‘&

F
Sekil 4.1.a - 1.b. a.Dienes boyasi ile boyanmis mikoplazma kolonileri 10x10 biiyiitme
b.40x10 biiyiitme (Hasta no:36 )

Hastalarimizin  6(% 9.8)’smmin  hem endoserviks hem de vajen siirlintii
orneklerinden mikoplazma izolasyonu i¢in kullandigimiz selektif kat1 besiyerine yapilan
ekimlerin inkiibasyon siiresi sonunda Dienes boyasi ile boyanan tipik koloni
morfolojileri tespit edilmistir. Buna karsilik 5(% 8.2) hastanin siirlintii 6rneklerinde U.
urealyticum Uretilmistir.

Her iki 6rneginde mikoplazma ftiretilen 6 hastadan 1(% 1.6)’inde endoservikal ve
vajinal siiriintii 6rneklerinde tek basina mikoplazma kolonizasyonu tespit edilmisken, 3
(% 4.9) hastanin her iki Orneginde mikoplazma ve ureaplazma birlikteligi tespit
edilmistir. Geri kalan 2(% 3.3) hastada ise endoservikal siiriintii Orneklerinde
mikoplazma ile ureaplazma birlik goriiliirken, bu hastalarin vajinal siiriintii 6rneklerinde
ureaplazma {retilememistir. BOylece mikoplazma pozitif olan 6 hastanin 5’inde
ureaplasmanin da pozitif oldugu tespit edilmis ve toplam 20 Ornekte her iki
mikroorganizmanin tiretilmesi miimkiin olmustur. Kontrol grubunda 2 (% 9.5) gebenin
vajinal siirlintii 6rneginde mikoplazma ile ureaplazma birlikte goriilmiistiir. Vajinal

orneklerden selektif kat1 besiyerlerinde iiretilen M. hominis kiiltiir pozitifligi, hasta ve
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kontrol grubu karsilagtirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0.643) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Selektif kat1 besiyerlerinde goriilen iiremelerin 6rneklere dagilimi

. Ureme goriilen
Ureyen Sellektif kat1 besiyerlerinde goriilen Kontrol toplam
Mikroorganizma iiremelerin hasta érneklerine dagilinm n=61 Grubu n=21 mikroorganizma
Vajen Serviks vajen+serviks Vajen sayis1 n=24
Say1 | % Say1 | % Say1 % Say1 % Say1 %0
Mikoplazma 2 33 0 0 1 1.6 0 0 4 | 16.7
Ureaplasma 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mikoplazma+ 0 0 2 33 3 4.9 2 9.5 20 | 833
Ureaplazma
Ureme gériilen toplam 2 8.7 41 16.7 14 | 583 41 167 24 | 100
ornek sayisi

Hastalardan alinan siirlintii 6rneklerinin tagindigi ve 6n zenginlestirme amaci ile
+4C’de ~18-24 saat bekletilmis s1v1 besiyerlerinden alinan 6rnekler 500ul sivi besiyeri
ile selektif kati besiyerlerinin tamaminda yilizeyin 500ul 1X TE ile yikanmasi
sonucunda toplanan koloniler PCR ile amplifiye edilmek iizere kalip DNA extraksiyonu
icin kullanildi. Kalip DNA o6rnekleri de M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum
genomun- daki tiir spesifik gen bdlgelerini taniyan kisa oligoniikleotid dizileri
kullanilarak PCR ile amplifiye edildi (Sekil 4.2, 4.3, ve 4.4). Hasta grubunda tiir
spesifik PCR ile amplifikasyon sonucunda en yiiksek hedef DNA dizi pozitifligi her ii¢
mikroorganizma iginde sivi1 transport besiyerinden elde edilen DNA 6rneklerinde olmak
lizere; vajinal transportlarda % 75.4, servikal transport besiyeri orneklerinde % 67.2
olarak gerceklesmistir (Tablo 4.3). Sellektif kat1 besiyerlerinde ilging olarak
Mikoplazmalarin tersine, U. urealyticum istatistiki yonden 6nem arz etmemekle beraber
servikal siirlintli 0rneklerinde vajen Orneklerinden daha yiiksek oranda bulunmustur.
Kontrol grubundan elde edilen vajinal transportlarda hedef DNA dizi pozitifligi M.
hominis, M. genitalium ve U. urealyticum igin hasta grubuna benzer sekilde sivi
transport besiyerinden elde edilen DNA oOrneklerinde daha yiiksek olmak {izere
toplamda; % 38.0 ve sellektif kat1 besiyerlerinde % 28.6 olarak gergeklesmistir (Tablo
4.3). M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum’un hasta ve kontrol grubundaki PCR
sonuglar1 karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli

bulunmamaistir (Sirasi ile; p= 0.066, p= 0.598, p= 0.266).
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1s NK PK 2S N 7s 12v 34S 36S 36V

Sekil 4.2. M. hominis’in 16S rRNA PCR sonucunda elde edilen band goriintiileri MKR: Marker,
V: Vajen ornekleri, S: Serviks ornekleri, N: Negatif 6rnekler. NK: Negatif kontrol PK: Pozitif kontrol,
M. hominis ATCC 15488 susu pozitif 6rnekler 336bp’de goriilmektedir.

Sekil 4.3. M. genitalium 16S rRNA PCR sonucunda 427bp’de elde edilen band goriintiileri MKR:
Marker, V: Vajen 6rnekleri, S: Serviks ornekleri, N: Negatif 6rnekler. NK: Negatif kontrol PK: Pozitif
kontrol

VKR
47V 35 8s 11V 11S 13V 135 17V 21V 25V n S0V 29V 29S 30V 53V 31V 31S 37v 37S
v

BERIIREE)

Sekil 4.4. U. urealyticum 16S rRNA PCR sonucunda 247bp’de elde edilen band goriintiileri
MKR: Marker, V: Vajen 6rnekleri, S: Serviks ornekleri.
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Tablo 4.3. Sivi transport besiyeri ve Tliretme amagli katt besiyerinden hazirlanan DNA
ekstraktlarinda PCR ile hedef mikroorganizma DNA dizilerinin pozitiflik oranlar1 dagilimi

Sivi transport besiyeri Kat1 besiyeri
Spesifik DNA band | Servikal siiriintii | Vajinal siiriintii | Servikal siiriintii | Vajinal siirtinti
pozitifligi ornegi ornegi ornegi ornegi
n=61 n=61 n=61 n=61
Hasta Grubu Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
M. hominis 22 36.1 24 39.3 3 4.9 4 6.6
M. genitalium 3 4.9 3 4.9 3 4.9 2 33
U. urealyticum 16 26.2 19 31.1 5 8.2 3 4.9
Toplam 41 67.2 46 754 11 18.0 9 14.8
Kontrol Grubu Sivi transport besiyeri Kat1 besiyeri
Vajinal siiriintii 6rnegi n=21/% Vajinal siiriintii 6rnegi n=21/%
M. hominis 3 14.3 2 9.5
M. genitalium 2 9.5 2 9.5
U. urealyticum 3 14.3 2 9.5
Toplam 8 38.0 6 28.6
Genel Toplam 54 65.9 15 18.3

Genital mikoplazma kolonizasyonu ve gebelik anomalileri arasindaki muhtemel
iligkiye ait yorumlarimizi, her iki tiir icinde en yiiksek kolonizasyon oraninin tespit
edildigi, vajinal siiriintii transport besiyerlerinden elde ettigimiz pozitiflik oranlari
tizerinden yapmay1 dogru bulduk. Boylece hastalarimizda en yiiksek oranda genital
kolonizasyonun 24(% 39.3) olguda M. hominis oldugu, bunu 19(% 31.1) olgu ile U.
urealyticum’un izledigi goriilmistiir. Sonug olarak 24 hastamizda en az bir hedef DNA
dizisi tespit edilmistir.

Tiir spesifik primerlerin kullanilmasi sonucu yapilan genotipik identifikasyonda
koloni morfolojilerine goére tanimlanip hem endoserviks hemde vajen siiriintii
orneklerinde M. genitalium kolonizasyonu tespit edilen 6 hastanin tamaminin PCR ile
de pozitif oldugu, ancak bu hastalardan sadece 3(% 4.9)’linde M. genitalium igin
spesifik band profili veren kolonizasyon goriildiigii diger 3(% 4.9) hastanin siiriintii
orneklerindeki hedef band profilinin M. hominis ile uyumlu oldugu gézlenmistir. M.
genitalium ve ureaplazma sadece bir hastada M. hominis kolonizasyonundan bagimsiz
olarak tanimlanmis, bu hasta disinda M. genitalium ve ureaplazma kolonizasyonu tespit
edilen hastalarin tamaminin M. hominis kolonizasyonu goriilen hastalar olduklar1 tespit
edilmistir (Tablo 4.4). Bu sonuglara dayanarak kiiltlir pozitifligi altin standart olarak
kabul edilirse PCR’1n sensitivitesinin % 100 spesifitesinin ise oldukea diisiik % 66.7
oldugu goriildii. Ancak hedef mikroroganizmalarin fizyolojik oOzellikleri ve Kkiiltiir

karekterleri dikkate alindiginda PCR’mn biitiin miiskiilpesent mikroorganizmalarin
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tanisinda daha duyarli oldugu 6n kabuliinden hareket edilirse, yani PCR sonuglar1 altin
standart olarak baz alinirsa, kiiltiiriin duyarliligimin diisiik % 85.7 spesifitesinin % 95.9
yiiksek oldugu goriildii.

Mikoplazma ve ureaplazma disinda gebelik anomalileri ile en sik birlikte anilan
iki mikroorganizma olan C. trachomatis ve N. gonorrhoeae genital kolonizasyon
insidansini da bu ¢alismanin tartigmasinin daha objektif sonuglara dayatilmasi diisiincesi
ile tek tiip in-House PCR yontemi ile arastirdik. Bu iki mikroorganizma i¢in ilk akim
idrarin ideal Ornek olarak tanimlanmis olmasi sebebi ile bu mikroorganizmalara ait
spesifik diziler, vajinal ve endoservikal siiriintii 6rneklerinin yani sira, hastalara ait ilk
akim idrar 6rneklerinden de aragtirilmistir. Hastalarimizin 10(% 16.4)’unda hem vajinal
hemde endoservikal siirlintii 6rneklerinde C. trachomatis tespit edilirken (Sekil 4.5),
idrar Orneklerinin hi¢ birisinde C. trachomatis i¢in hedeflenen spesifik DNA band
profili elde edilememistir. N. gonorrhoeae’ya ait hedef DNA band profili ise hastalarin
hi¢ birisinde ii¢ drnek tiiriinde de gosterilememistir. Kontrol grubunda iki gebede M.
hominis, M. genitalium ve U. urealyticum birlikte tespit edilirken, bir gebede ise M.

hominis, U. urealyticum ve C. trachomatis birlikteligi gosterilmistir (Tablo 4.4).

MKR 36V 36S 41V 41S 43V 44V 45S 47S 56V 56S

Sekil 4.5. C. trachomatis 16S tRNA PCR sonucunda 241bp’de elde edilen band goriintiileri
MKR: Marker, V: Vajen 6rnekleri, S: Serviks 6rnekleri.
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Tablo 4.4. Gebelerden izole edilen ¢oklu mikroorganizmalarin dagilimi

Hasta Grubu
iki bakteri Uc bakteri Déort Bakteri
n (%) n (%) n (%)
M. hominis M. hominis M. hominis M. genitalium | M. hominis M. hominis M. hominis

C. trachomatis

U. urealyticum

M. genitalium

U. urealyticum

M. genitalium

U. urealyticum

U. urealyticum

C. trachomatis

M. genitalium
U. urealyticum

C. trachomatis

7 (11.5) 5(8.2) 3 (4.9) 1 (1.6) 4(6.5) 3(4.9) 1(1.6)
Kontrol grubu
0 ‘ 0 0 0 2(9.5) 1 (4.8) 0

Calisma sirasinda hastalardan toplanan klinik 6rneklerde PCR sonuglarina gore
hedef mikroorganizma kolonizasyon oranlarinin, ilk gebelik ve diisiik dykiileri dikkate
alinarak incelendiginde, en fazla mikroorganizmanin, daha 6nce diisiik 6ykiisii olmayan
28(% 45.9) gebenin bulundugu grupta oldugu tespit edildi. Bu gruptaki hastalarda en
yiiksek oranda tespit edilen mikroorganizmalarin 8(% 28.6)’er olguda M. hominis ve U.
urealyticum oldugu goriildii. Kontrol grubunda da benzer sekilde daha once diisiik
Oykiisii olmayan 10(% 47.6) gebenin bulundugu grupta oldugu tespit edildi. Bu gruptaki
gebelerde en yiiksek oranda tespit edilen mikroorganizmanin 5(% 50.0) olgu ile C.
trachomatis oldugu goriildii. Hasta ve kontol grubundaki C. trachomatis PCR sonuglari

karsilagtirildiginda gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamistir (p=0.064) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. ilk gebelik ve daha once diisiik dykiilerine gére mikroorganizmalarin PCR pozitif
sonuglarin dagilimi

Diisiik Durumu Vaka M. hominis M. genitalium U. urealyticum C. trachomatis Toplam
Hasta Grubu ;a;;l:; Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %

Ik gebelik 12(19.7) 6 50 0 0 3 25 1 8.3 10 | 16.4
Daha once diisiik yok | 28(45.9) 8 | 28.6 7.1 8 28.6 6 21.4 24 | 393
Daha 6nce bir diisiik 13(21.3) 7| 538 1 7.7 4 30.8 2 15.4 14 | 23.0
Daha once iki diisiik 8(13.1) 3 375 0 0 4 50 1 12.5 8 | 13.1
Toplam 61 24 | 393 3 4.9 19 31.1 10 16.4 56 | 91.8
Kontrol grubu

Ik gebelik 4(19.0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Daha 6nce diisiik yok | 10(47.6) 1 10.0 1 10 1 10.0 5 50.0 8 | 381
Daha 6nce bir diigitk 4(19.0) 1| 250 0 0 1 25.0 2 50.0 41 19.0
Daha 6nce iki diisiik 3(14.3) 1 333 1 333 1 333 1 33.3 41 19.0
Toplam 21 3| 143 2 9.5 3 14.3 8 38.1 16 | 76.2
Genel Toplam 82 27 | 329 5 6.1 22 26.8 18 21.9 72 | 878
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M. hominis ve M. hyorhinis’in 16S-23S rRNA spacer bolge dizilerini ¢ogaltmaya
yonelik olarak spesifik primerler ile iki agsamali PCR gerceklestirilmistir (59).

PCR sonucunda, M. hominis 236bp’de goriintiilenmis ve elde edilen amplikonlar,
Vspl enzimi ile kesilerek 113bp ve 123bp’deki band profilleri de gosterilmistir ( Sekil
4.6 ve 4.7) M. hyorhinis’e ait olan ve 315bp biiyiikliigiinde beklenen band profili ise

goriilmemistir.

45V 455 46V 465 558 MKR 30V 36V 365 30V 36V 365 46V 45V 455 555

2. Basamak PCR iiriinii

Vspl kesim sonrasi

Sekil 4.6. iki asamal1 16-23S rRNA PCR Sekil.4.7. Vspl enzimi ile kesim sonrasi 113 ve
sonucu M. hominis 236bp’de band goriintiileri 123bp bitytikligiindeki M. hominis band goriintiileri
MKR: Marker, V: Vajen 6rnekleri, S: Serviks ornekleri.

Hastalarin her iki 6rnegiden siv1 ve selektif kat1 besiyerlerinde tiretilen ve spesifik
primerler kullanarak in-House PCR yontemi ile M. hominis oldugu tespit edilen DNA
ekstraktlarinda, bazi ¢aligmalarda erken membran riiptiiriinden sorumlu oldugu ileri
stiriilen arl, goiB ve goiC’yi spesifik primerler kullanarak in-House PCR yontemi ile
aragtirdik. M. hominis ile M. genitalium ve C. trachomatis’in birlikte tespit edildigi bir
hasta ve yine M. hominis ile birlikte M. genitalium, U. urealyticum ve C. trachomatis’in
icin spesifik gen dizilerinin tespit edildigi bir diger hastada arl pozitifligi tespit ettik
(Tablo 4.6). Buna karsilik M. hominis hedef DNA dizileri gosterilen diger hastalara ait
siriintii ekstraktlarinin hic¢ birisinde goiB ve goiC hedef dizilerini tespit edemedik.
Kontrol grubunda M. hominis ile birlikte M. genitalium ve U. urealyticum’un birlikte
tespit edildigi bir gebede spesifik gen dizilerinin tespit edildigi bir hastada arl ve goiB
pozitifligi tespit ederken (Sekil 4.8), goiC hedef dizilerini tespit edemedik (Tablo 4.6).
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500bp
Arl:307bp

300bp

goiB: 173bp 2olop

100bp

Sekil 4.8. M. hominis arl ve goiB pozitif ve negatif 6rneklerin PCR goriintiisii.
M: Marker, V: Vajen 6rnekleri, PC: Pozitif kontrol, M. hominis ATCC 15488 susu goriilmektedir.

Tablo 4.6. Gebelerden izole edilen M. hominis’lerde arl, goiB ve goiC dagilimi

Hasta Grubu
M. hominis Vaka sayis1 (n) | arl (n) | goiB (n) | goiC (n)
Vajen 8 1 0 0
Serviks 6 0 0 0
Vajen + Serviks 16 1 0 0
Kontrol grubu
Vajen 3 1 1 0
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5. TARTISMA

M. hominis ve U. urealyticum vajinal floranin en yaygin iiyelerinden olan
bakterilerdir, ancak flora {iyesi olmalarina ragmen altta yatan faktdrlere bagli olarak
firsat¢1 enfeksiyon etkenleri olarak bakteriyel vajinoza, gebelerde inflamasyon ile
seyreden intraamniotik enfeksiyonlara, erken membran riiptiiriine ve preterm abortusa
neden olmaktadirlar. Erken dogum, 37. gebelik haftasindan once meydana gelen
uterusun kasilabilirligi, servikal olgunlagsma ve/veya membran riiptiirii ile karakterize
klinik bir sendromdur. Erken dogumun, perinatal mortalitenin % 75’ini, uzun vadeli
morbiditenin de % 50’sini olusturdugu ve 6zellikle gelismis iilkelerde artis gdsterdigi
belirtilmektedir. Erken dogum mekanizmasi ¢ok faktorliidiir ve enfeksiyon kaynakli
olabilecegi gibi vaskiiler hasar, rahim distansiyonu, anormal allojenik tanima ve stresten
kaynaklanabilmektedir (3,6,35,62,63).

Calismalar preterm dogum ile iist genital bolgenin bakteriyel enfeksiyonlari,
histolojik koryoamniyonit ve dogal bagisikligin uyarilmasi ile seviyesi artan
intraamniotik biyokimyasal belirte¢ler arasinda baglanti oldugunu gostermistir.
Intrauterin enfeksiyonlar genellikle vajina ve serviksten yukari ¢ikarak, plasenta yoluyla
hematojen dagilimla, sezeryan gibi invaziv islemler sirasinda kazara ya da fallop tiipleri
aracilifiyla retrograd olarak  yayilim  gOstermektedir. Bircok arastirmaci,
mikroorganizmalarin alt genital bdlgeden {iist bolgeye ikinci trimestirde c¢iktigina
inanmaktadir, ancak kesin zamanlama heniiz belirlenememistir. Cok sayidaki ¢alismada
genital mikoplazma sebebi ile gelisen intrauterin enfeksiyonlarda diger
mikroorganizmalara nazaran inflamatuvar cevabin daha yogun oldugu, M. hominis ve
U. urealyticum’un preterm dogumu tetikledigi gosterilmistir (6,34,35,62).

M. hominis’in genellikle korioamniyonit ve erken dogumla sonuglanan amniotik
kavite ve gestasyonel dokulara girisinde kullandig1i patolojik yol tam olarak
belirlenememistir ancak, M. hominis suslar1 arasindaki genetik farkliliklarin amniyotik
kavite ve plasentaya invazyon ve kolonizasyon potansiyelinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Sadece amniyotik sivi ve plasentadan izole edilen suslarda spesifik
genlerin bulunmasi da bu diisiinceyi desteklemektedir. M. hominis’in amniyotik
kaviteye invazyonunun erken dogum ile iliskisi acik olarak belirtilmektedir ancak

vajinal kolonizasyonunun erken dogum ig¢in giiglii bir etkiye sahip olup olmadig
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literatlirdeki farkli bulgulara bagli olarak heniiz agik degildir. Mikoplazmanin erken
donemde tedavi edilmesi erken dogum riskini azaltabilmektedir. Bu nedenle
kolonizasyon ve patojeniteyi ayirt etmeyi saglayacak ve erken taniy1 kolaylastiracak gen
bolgelerinin tespit edilmesi M. hominis’in olusturacagt morbidite ve mortaliteyi
azaltabilecektir (6,64).

M. hominis ve U. urealyticum ile kolonizasyon dogum sirasinda gerceklesmekte
ve yenidoganlarin ¢ogunda spontan olarak temizlenirken, az sayidaki olguda da
persistan kolonizasyon olusturmaktadir. Bununla birlikte cinsel olarak aktif bireylerde
mikoplazma kolonizasyon oranlar1 artmakta, saglikli kadinlarin % 15’inde M. hominis
ve % 45-75’inde U. wurealyticum kolonizasyonu goriilmektedir. Tastyicilar
asemptomatiktir, ancak altta yatan bazi faktorlere bagli olarak mikroorganizmalar
firsatc1 patojenlere doniisebilmektedir (35,62).

Preterm dogum, perinatolojide ¢ok biiyiik bir saglik problemidir. Bu nedenle
dogum oOncesi donemde erken dogumu Onleme cabalar1 gdsterilmektedir, ¢iinkii risk
altindaki hamile kadinlarin se¢imi ve prematiire dogumun 6nlenmesi perinatal morbidite
ve mortalite oranint 6nemli 6l¢iide diisiirmektedir. Enfeksiyon ve preterm dogum
arasindaki baglanti pek ¢ok aragtirmaci tarafindan dogrulanmistir. Serviks kanal
enfeksiyonu, serviksteki degisiklikler ve fetal membranlarin erken riiptiirii, yani erken
dogum eylemi ile iliskilidir. Gebelik oncesi enfeksiyon taramasinin, aile hekimleri ve
jinekologlarin baglica gérevi olmasi gerektigi bildirilmistir (65).

Agger et al. (66) Amerika’da 2014°de yaslar1 18-44 arasinda degisen 676 gebenin
servikal ve idrar 6rneklerindeki potansiyel patojenler icin mikroskobi, kiiltiir ve PCR ile
incelemisler; 54(% 8,0) preterm dogum bildirmislerdir. Bunlarin: % 12,1°1 biiytik, %
8,8’1 orta Olcekli, % 9,41 kiicilik sehir ve % 2,3’1 kirsal yerlesim yerinde bulundugunu
ve iirogenital enfeksiyon oranlarinin, 6zellikle de M. hominis ve U. parvum’un biiylik
kentsel yerlesimde en yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Yerlesim yerleri arasindaki bu
farkliliklarin, 6zellikle gebeligin 35 haftasindan daha 6nce preterm dogum yapanlarin
cevresel (azmlik etnik yapi, ¢oklu enfeksiyonlar ve bazi tarihi faktorler), genetik,
epidemiyolojik ve patojenik vajinal bakterilerle baglantili oldugunu bildirmislerdir.

Maleki et al. (67) iran’da 2013’de diisiik yapan gebelerde, yasa dayali istatistiksel
analizde, iiriner 6rneklerde 30-34 ve 35-39 yas arasinda kadinlarda sirasiyla; M. hominis

% 71.4 ve U. urealyticum % 60 ile daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Benzer
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sekilde, genital 6rneklerde de; 28-33 ve 34-39 yas grubundaki kadinlarda sirasiyla; M.
hominis % 54.5 ve U. urealyticum % 53.8 ile daha yiiksek oldugunu ve ¢aligmalarinda,
diisiik ile tirogenital enfeksiyonlar arasindaki giiclii bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Bizim calismamizdaki 6rnekler; hasta grubunda % 52.5’si, kontrol grubunda da
% 52.4’1 18-30 yas grubunda yer alan gebe kadinlardan alindi. Caligmaya dahil edilen
gebelerde gestasyon yas ortalamasi; hasta grubunun % 72.1 ile kontrol grubunun %
42.9’unda 30 haftadan biiyiiktii (Tablo 4.1). Biz kiiltiir yontemi ile; M. hominis’1 hasta
orneklerinde % 9.8, kontrol 6rneklerinde % 9.5, U. urealyticum’u hasta 6rneklerinde %
8.2, kontrol orneklerinde % 9.5 ve M. genitalium’u hasta 6rneklerinde % 4.9, kontrol
orneklerinde % 9.5 olarak bulduk.

[limizden Shokouhizadeh ve ark. (68) 1992’de gebe kadimlarm maternal
kanalindan 6rnek alarak yaptiklari selektif kiiltlir ¢alismalarinda U. urealyticumn % 44
ve M. hominis’i % 27,1 oranlarinda bildirmislerdir.

[limizden yine Serin ve ark. (69) 2001°de yaptiklar1 calismalarinda secici
mikoplazma izolasyon besiyeri kullanarak % 26 genital siiriintiiden ve % 11 idrar
orneginden izole etmislerdir. M. hominis ve M. fermentans’in hedef genomik dizinleri
kullanarak sirasiyla % 37 ve % 3 olarak bildirmislerdir.

[limizden Kibar ve ark. (70) 2005’de poster olarak sunduklari caligmalarinda,
genital akint1 yakinmasi olan kadinlarda kiiltiir yontemi ile M. hominis % 12 ve U.
urealyticum % 45 olarak bildirmislerdir.

Bengisun ve ark. (71) Ankara’da 1996°da selektif kiiltliir yotemi ile yaptiklar
caligmalarinda; gebe grubundaki hastalalarda mikoplazma % 2.7, ureaplazma % 29.72
ve mikoplazma+ ureaplazma % 21.62 oranlarinda izole ederken, gebe olmayan grupta
bu oranlari sirastyla % 1.07, % 25.8 ve % 17.2 olarak bildirmislerdir.

Bayraktar ve ark. (17) Malatya’da 2010°da Mycoplasma 1ST-2 kiti ve A7
Mycoplasma agar kullanarak semptomatik ve asemptomatik gebelerin endoservikal
orneklerinden elde ettikleri kiiltiir sonuglarinit M. hominis igin % 5 ve U. urealyticum
i¢in % 27 olarak bildirmislerdir.

Wasiela et al. (72) Polonya’da 2003’de yaptiklar1 calismada ekiivyonla alinan
servikal Orneklerden kiiltiir yontemi ile mikoplazmalarin varligi ile erken dogum

arasindaki iliskiye bakmislar; % 16.7 M. hominis ve % 21.3 oraninda U. urealyticum
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tespit etmislerdir. Term ve preterm olgular1 karsilastirarak, preterm dogum olgularinin
mikoplazma varligi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Vouga et al. (64) Isvigre’de 2014°de yaptiklar1 ¢alismalarinda gebelik haftas1 25-
37 olan, potansiyel dogum komplikasyonlarinin semptomlarini gosteren gebelerdeki
bakterilerin varligin1 gostermek icin A7 Mycoplasma agar kullanarak kiiltiirle rutin
olarak taramiglar, preterm dogum goriilen kadinlarda kolonizasyonu sirasiyla;
Ureaplasma spp ve M. hominis i¢in % 40,9 ve % 37,7 olarak bildirmislerdir.

Kacerovsky et al. (73) Prag’ta 2009°da yaptiklar1 ¢calismalarinda gebeligin 24. ve
36. haftalar1 arasinda PPROM ile 225 kadin iizerinde c¢alismiglar. Genital
mikoplazmalar i¢in servikal siiriintiiler almislar ve hastalarin kabulii sirasinda standart
vajinal bakteri kiiltiirii yapmislardir. U. urealyticum % 68 (152/225) ve 24-36. gebelik
haftalar1 arasinda PPROM'lu hastalarin % 28'inde (63/225) M. hominis tespit
etmislerdir. Sonug olarak bulgularinda; genital mikoplazmalarla servikal kolonizasyon
ve membranlarda preterm erken riiptiir arasinda bir iligki oldugunu bildirmislerdir.

Lee et al. (34) Kore’de 2016’da genital mikoplazmalar1 tespit etmek icin
Mycoplasma IST-2 kiti ve A7 Mycoplasma agar kullanarak 1035 gebenin vajinal
numunelerinde toplam 571 M. hominis vel/veya U. urealyticum tespit etmislerdir.
Bunlardan, iki ornekte (% 0.2) M. hominis, 472(% 45.6) 6rnekte U. urealyticum tespit
etmislerdir. Kalan 97(% 9.4) 6rnekte hem M. hominis hem de U. urealyticum pozitif
bulmuslardir. Prematiire dogumlar, M. hominis ve U. urealyticum’un Karigik
enfeksiyonu olan vakalarinda siklikla goriilmiis ve U. urealyticum vakalarinda preterm
erken membran riiptiiriiniin siklikla bulundugunu bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda da; hastalarimizin 6(% 9.8)’sinin hem endoserviks hem de
vajen siiriintli 6rneklerinden mikoplazma izolasyonu i¢in kullandigimiz selektif kati
besiyerine yapilan ekimlerin inkiibasyon siiresi sonunda Dienes boyasi ile boyanan tipik
koloni morfolojileri tespit edilmistir. Buna karsilik 5(% 8.2) hastanin siiriintii
orneklerinde U. urealyticum iiretilmistir. Kontrol grubunda 2 olgunun (% 9.5) vaginal
striinti  0rneklerinde hem mikoplazma hem de wureaplazma tespit edilmistir.
Sonuglarimiz mikoplazma agisindan {ilkemizden Shokouhizadeh ve ark. (68), Serin ark.
(69), Bengisun ve ark. (71) ile yabanci iilkelerdeki arastirmacilardan Wasiela et al. (72),
Vouga et al. (64) ve Kacerovsky et al. (73) ¢alismalarindan daha diisiik, Kibar ve ark.
(70) sonuglar1 ile uyumlu iken, Bayraktar ve ark. (17) ile Lee et al. (34) ¢aligmalarindan
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yiiksek orandadir. U. urealyticum agisindan sonuclarimiz diger aragtirmacilardan diisiik
bulunmustur. Bu durum hasta populasyonunun 6zelliklerine ve kullanilan yontemlerin
laboratuvarlar arasindaki standardizasyonun farkliligina bagli olabilir. Vajinal
orneklerden selektif kat1 besiyerlerinde tiretilen M. hominis kiiltiir pozitifligi, hasta ve
kontrol grubundaki sonuglar karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
(p=0.643) olmamakla beraber 0Ozellikle gebelerde bu mikroorganizmanin yiiksek
oranlarda tespit edilmis olmasi klinik a¢idan son derece 6nemlidir.

PCR teknigi, toplandiktan hemen sonra analiz edilen numunedeki kiiltiirden, daha
duyarli olarak tanimlanmistir. Yenidogana dogumda ureaplazma bulasirsa,
organizmanin ilk giinde diisiik yogunlukta oldugu ve zamanla arttig1 bildirilmistir. Bu
nedenle, erken teshisin Onemli oldugu ve antibiyotik tedavi protokollerinin
tasarlanmasinda PCR’in miikemmel fayda saglayabilecegi ve hizli tani testinin PCR
oldugu bildirilmistir. Buna ragmen, her bir yontemin bazi avantaj ve dezavantajlarin
oldugu bildirilmistir. Ozel zengin ortamlar ve biiyiime kosullarina gerek
duyuldugundan, mikoplazma ve ureaplazmalarin kiiltiir yonteminin zor, pahali ve
zaman alic1 oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, glivenilirlik, bu organizmalari
tespit etmede kolay ve hizli olmanin avantajlarina sahip olan PCR teknigi ile sinirhdir.
Sonug olarak, kiiltiir metodu bu organizmalarinin izolasyonunda ve tanimlanmasinda
spesifik metot olarak kalmaktadir, ¢linkii tespit edilemeyen Ozelliklere sahip ve tani
koydurucu 6zellige sahip olmayan koloniler olusmaktadir (2-4,18,28,29,32,35,74).

Gerber et al. (75) 2003’de yaptiklar1 ¢alismada preterm dogum ile U. urealyticum
arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in saglikli gebeler ile ardisik dogum yapan gebeleri
karsilastirmiglardir.  Asemtomatik 254 gebeden gebeliklerinin 15-17. haftalarinda
transabdominal amniyosentez ile topladiklari amniyotik sivida PCR ile % 11.4 oraninda
U. urealyticum bulmuslardir. Ardistk dogum yapan U. urealyticum pozitif bulunan
gebelerin % 58.6’sinda, U. urealyticum negatif bulunanlarin ise % 4.4’linde preterm
dogum gerceklestigi ve onceki gebelikleri preterm dogum ile sonuglananlarin da U.
urealyticum pozitifliginin daha ytliksek oldugunu bildirmislerdir.

Nguyen et al. (76) 2004’de yaptiklar1 ¢alismada 456 hastada 15-17. gebelik
haftasinda transabdominal amniosentez ile alinan amnion sivisinda M. hominis varligini
PCR yontemi ile arastirmiglar ve 29(% 6.4) hastanin amnion sivisinda M. hominis tespit

etmislerdir. Amnion sivisinda M. hominis pozitifligi tespit edilen hastalarda preterm
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dogum orani (% 14.3) negatif olan hastalara gore (% 3.3) daha yiiksek bulunmustur.
Ikinci trimesterde amnios sivisinda M. hominis pozitif olmasinin preterm eylem ve
dogum riskini arttirdigini bildirmislerdir.

Paramel Jayaprakash et al. (77) Kanada’da 2016’da yaptiklar1 ¢alismalarinda
ortalama gebelik haftasi 28,8 (£2,7) olan gebelerin vajinal o6rneklerinde PCR ile U.
urealyticum %14 (5/36), M. hominis %28 (10/36) ve M. genitalium %0 olarak
bildirirken ve pozitif bulunan kadinlarin dogumdaki gestasyonal yasi ve bebeklerinin
dogum agirligi anlamli derecede, mikoplazma ve/veya ureaplazma negatif kadinlara
gore daha diisiik bulunmustur.

Nasution et al. (78) Malezya’da 2007’de multiplex PCR ile yaptiklar
calismalarinda erken membran riiptiirii olan gebelerde yaptiklari ¢caligmalarinda % 22,5
U. urealyticum, % 10 M. hominis olarak bildirmislerdir.

Luki et al. (79) Kanada’da 1998’de PCR ile yaptiklar1 g¢aligmalarinda 47
peripartum yiikksek riskli gebe kadinin vajinal ve sekiz yenidogandan aldiklar
orneklerde % 56.4 U. urealyticum ve % 12.7 M. hominis olarak bildirmislerdir.

Mirnejad et al. (80) Iran’da 2011°de gebe ve gebe olmayan toplam 210 kadindan
aldiklar1 genital siiriintli Oorneklerinde PCR-RFLP ile yaptiklar1 c¢alismalarinda M.
genitalium % 5.2 ve U. urealyticum % 44.3 olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda PCR ile 24 hastada (% 39.3) M. hominis, 19 hastada (% 31.1) U.
urealyticum, kontrol grubundaki 3 gebede (% 14.3) her iki mikroorganizma tespit
edilmistir. M. hominis PCR sonug¢larimiz Serin ve ark. (69)’nin sonuclari ile uyumlu
iken, Allen-Daniels et al. (6), Nguyen et al. (76), Paramel Jayaprakash et al. (77),
Nasution et al. (78) ve Luki et al. (79) sonuglarindan yiiksektir. U. urealyticum PCR
sonuclarimiz Gerber et al. (75), Paramel Jayaprakash et al. (77) ve Nasution et al. (78)
sonuclarindan yiiksek iken, Luki et al. (79), Mirnejad et al. (80) sonuglarindan
distiktiir.

Bir¢ok arastirmaci (2-4,18,28,29,32,35,74) M. hominis ve ureaplazma i¢in kiiltiir
tekniklerinin halen ¢ok degerli oldugunu, ancak daha duyarli olan PCR gibi molekiiler
tabanli tekniklerin, tani i¢in gerekli olabilecegini ve ¢ogu insan kaynakli ureaplazmal
tiirlerin yan1 sira ¢ogu mikoplazmal tiire de uygun oldugunu bildirmislerdir. Molekiiler
tekniklerin artan kullanimi, dogum komplikasyonlar1 olan hastalar arasinda

mikoplazmal enfeksiyonun tespit edilmesini artirdigini bildirmislerdir.
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Mikoplazma ve ureaplazma i¢in bazi arastimacilar kiiltiir oranlarin1 PCR’dan daha
yiiksek bildirirken bazi arastirmacilar da PCR sonuglarini kiiltiir sonuglarindan daha
yiiksek oranlarda bildirilmistir (74,81-83).

Naher ve Said (74) Irak’ta 2013°de yaptiklar1 calismada; arginin agar ve A7 agar
kiiltiir yontemi ile 352 vakada U. wrealyticum ve 91 vakada M. hominis pozitif
bulmuslardir. Bu izolatlardan PCR arastirmasi i¢in 90 U. urealyticum ve 60 M. hominis
izolat1 se¢mislerdir. Bunlar arasinda U. urealyticum izolatlarinin PCR yontemi ile
(65/90) %72.2’sinin pozitif (25/90) %27.8’inin negatif oldugunu, M. hominis igin
yalnizca (37/60) %61.7’sinin PCR ile pozitif, buna karsin (23/60) %38.3’linlin negatif
sonug verdigini bildirmisler ve buna gore, kiiltiir i¢in pozitif olan izolatlarin hepsinin de
PCR i¢in pozitif olabilecegi sonucuna varilamayacagini, bu sonuglarin belirgin bir
sekilde, mikoplazmalarin tanisi i¢in kiiltiir yontemlerinin halad gizli altin yontemler
oldugunu gosterdigini bildirmislerdir.

Yoon et al. (81) 2003°de yaptiklar1 ¢calismalarinda; 257 preterm dogum ve saglam
membran hastasinda amniyosentez uygulanan bir ¢aligmada; 15 olguda PCR ile U.
urealyticum pozitif bulurken, 9 olguda ise kiiltiir pozitif bulduklarini ve PCR ile tespit
ettikleri 6 olgunun kiiltiirde tiremedigini bildirmislerdir.

Xiao et al. (82) Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 2010°da yaptiklari
calismalarinda; kiiltiirde iiretilen 32/132 (%24,2) 6rnege karsi, PCR yontemi ile 132
ornekten 52'sinde (%39,4) ureaplazma DNA’sin1 tespit ettigini bildirmislerdir. Kiiltiir,
referans metot olarak diisliniilse de, PCR’1n teorik olarak daha az organizmay1 tespit
edebildigini ve bu nedenle, PCR pozitif, kiiltiir negatif 6rnekler muhtemelen gergek
pozitifleri temsil ettigini bildirmislerdir.

Choi et al. (83) Kore’de 2012’de yaptig1 ¢alismada; komplikasyonu bulunan
gebelerin vajinal siirlintii 6rneklerinden Mycoplasma IST-2 kiti ve A7 Mycoplasma agar
ile PCR yontemini kullanmislardir. M. hominis’in PCR ile tespit oramini, kiiltiir
yontemine gore daha yiiksek (%11.1°e kars1 %4.0,) bulurken, U. urealyticum’da PCR
ve kiiltiir yontemi ile tespit oranlarini sirastyla %16.7 ve %57.1 olarak bildirmislerdir.

Calismamizda Onceki arastirmacilardan Choi et al. (83)’e benzer sekilde M.
hominis PCR (% 39.3) sonucumuzu kiiltiirden (% 9.8) daha yiiksek bulurken, buna
karsilik Naher ve Said (74) kiiltiir sonucunu PCR’dan daha yiiksek bildirmislerdir. M.
hominis’e oldugu gibi Yoon et al. (81) ve Xiao et al. (82)’e benzer sekilde U.
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urealyticum igin PCR (% 31.1) sonucumuz kiiltiirden (% 8.2) daha yiiksek oranda iken,
buna karsilik Naher ve Said (74) ve Choi et al. (83) kiiltiir sonucunu PCR’dan daha
yiiksek bildirmislerdir.

Gebelerde enfeksiyonunun spontan preterm dogumla iliskili oldugu bildirilen
diger bir mikoplazma tiiri ise M. genitalium’dur (24,26). Gebelerden alinan serviko-
vajinal orneklerde degisik oranlarda M. genitalium PCR pozitiflikleri bildirilmistir. Hitti
et al. (24) %3, Choi et al. (83) % 0, Paramel Jayaprakash et al. (77) %0, Oakeshott et
al. (84) % 0.7, Peuchant et al. (85) % 0.8 ve Haghighi Hasanabad et al. (86) % 1.02
olarak bildirmislerdir. Bizim c¢aligmamizdaki hasta grubunda M. genitalium PCR
pozitifligi diger calismalardan genel olarak yiiksek oranda % 4,9 olarak bulunmustur.
Ancak Luki et al. (79) % 3.6’lik ve Mirnejad et al. (80) % 5.2’lik sonuglart ile
uyumludur. Bu durum gebelerin farkli demografik 6zelliklerinin yaninda bizim hasta
grubumuzun belirgin semptomatik klinik bulgulara sahip olmalarindan dolayr yiiksek
¢cikmis olabilir. Nitekim Ashshi et al. (87) ektopik gebeliklerde M. genitalium’u % 20.2
olarak bildirmislerdir. Bu organizmalarin PCR sonuclarinin farkli olmasi; hastalarin
demografik ozelliklerinin yanisira, DNA'nin islenmesi yoluyla bakteriyel DNA’da
bozulmaya, intergenik spacer bolgelerin heterojenligine, test edilen oOrnekte PCR
reaksiyonunda bazi inhibitorlerinin varligina, kromozomlarin yeniden diizenlenmesine
veya mikoplazma ve/veya ureaplazma DNA miktarinin PCR ile tespit edilebilir
seviyenin altinda olmasindan dolay: olabilir.

M. hominis, M. genitalium ve U. urealyticum’un hasta ve kontrol grubundaki PCR
sonuglart karsilastirlldiginda gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlaml
bulunmamakla beraber (siras1 ile; p= 0.066, p= 0.598, p= 0.266) gerek hasta grubunda
ve gerekse kontrol grubundaki gebelerde bu etkenlerin yiiksek oranda tespit edilmesi
klinik olarak dnemlidir.

Mikoplazma ve ureaplazma disinda gebelik komplikasyonlarina en sik sebep olan
C. trachomatis ve N. gonorrhoae genital kolonizasyon insidansini tespit etmek igin,
hastalara ait vajinal ve endoservikal stiriintii ve ilk akim idrar 6rneklerinde in-House
PCR yontemi ile arastirdik.

CDC ilk prenatal muayenede gebelerin C. trachomatis yoniinden taranmasini
onermektedir. N. gonorrhoeae iginde yiiksek riskli popiilasyonda veya prevelansin

yiiksek oldugu bolgelerdeki gebelerde tarama onermektedir. Kadin yasinin <25 olmasi
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yiiksek risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. Erken yasta cinsel iliski, yeni veya
birden fazla seks partneri, diisiik sosyoekonomik durum, korunmasiz cinsel iliski,
tutarsiz prezervatif kullanimi, ticari seks isi ve uyusturucu kullanimi diger risk
faktorleridir. CDC, C. trachomatis ve N. gonorrhoeae igin ilk trimestirde pozitif
olanlarda 3-6 ay sonra (yaklasik tglincii trimestir) tekrar kontrol testi yapilmasini
onermektedir. C. trachomatis pozitif olanlarda tedaviden 3 hafta sonra tekrar kontrol
test yapilmasmi onermekte; komplikasyonsuz N. gonorrhoeae tanisi konulanlar igin
tedavi sonrasi kontrol testine gerek olmadigini bildirmektedir. Amerikan Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Uzmanlar Birligi (ACOG), <25 yasindaki gebe kadinlar ile
yiiksek riskli gruplarda tarama testini 6nermektedir. ACOG’da gebe kadinlara iiciincii
trimesterde tekrar tarama testinin yapilmasini énermektedir (38,88).

Oziiberk ve Gokahmetoglu (89) Kayseri’de 2013°de yaptiklari ¢alismalarinda;
genital akint1 6n tanisiyla bagvuran ve genital enfeksiyon diisliniilen 50 hastadan alinan
stiriintii 1’inde (%2) iki PCR yontemi ile C. trachomatis DNA pozitif bulmuslardir.

Taskin ve Alpay (90) Balikesir’de 2015°de yaptiklar1 c¢alismalarinda; tiglincii
trimestirde olan 42 kadin hastanin servikovajinal akintisindan C. trachomatis veya N.
gonorrhoeae igin PCR yontemi kullanmig ve tiim hastalar1 negatif bulmuslardir.

Yalt1 ve ark. (91) 2015°de yaptiklar1 ¢alismalarinda; gebelerde ve preterm dogum
yapan hastalarda C. trachomatis prevalansini PCR ile sirasiyla % 1.2 ve % 3.6 olarak
bulmuslar ve istatistiksel olarak anlamli olmasa da PCR pozitif vakalarin her iki
gruptada olmasinin klinik agidan 6nemli bir bulgu oldugunu bildirmislerdir.

Choi et al. (83) Kore’de 2012°de yaptigi calismada; komplikasyonu bulunan
gebelerin vajinal siiriintii 6rneklerinden PCR ile C. trachomatis, N. gonorrhoeae
oranlarini sirastyla % 2,4 ve % 0 olarak bildirmislerdir.

Nasution et al. (78) Malezya’da 2007°de multiplex PCR ile yaptiklar
caligmalarinda erken membran riiptiirii olan gebelerde yaptiklar1 calismalarinda C.
trachomatis ve N. gonorrhoeae tespit etmediklerini bildirmislerdir.

Peuchant et al. (85) 2015°de yaptig1 ¢calismada; C. trachomatis, N. gonorrhoeae
oranlari sirasiyla % 2,5 ve % 0 olarak bildirmisler ve 18-24 yas gebeler ile partner sayisi

bes ve lizerinde olanlarda C. trachomatis pozitifliginin arttigin1 goéstermislerdir.
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Haghighi Hasanabad et al. (86) iran’da 2011°de gebelerin idrar &rneklerinde PCR
ile yaptiklar1 ¢alismalarinda % 13.77 oraninda C. trachomatis pozitifligi ve preterm
dogum ile enfeksiyon arasinda anlamli korelasyon bulundugunu bildirmislerdir.

Apea-Kubi et al. (92) Gana’da 2004’de yaptiklar1 calismalarinda; semptomlu 261
gebenin endoservikal 6rneklerinde PCR yontemi ile % 3.4 C. trachomatis ve % 0.4
oraninda N. gonorrhoeae bildirmislerdir.

Chen et al. (93) Cin’de 2006’da yaptiklar1 ¢caligmalarinda; 504 gebeden aldiklar
servikal siiriintiilerden PCR ile yaptiklar1 ¢alismada C. trachomatis % 10,1 ve N.
gonorrhoeae % 0,8 olarak bildirmislerdir.

Jalil et al. (94) Brezilya’da 2008’de yaptiklari ¢alismalarinda; yas ortalamasi 23.8
olan (£ 6.9) 3003 gebe de yaptiklar1 arastirmada. Klamidya ve gonokokun enfeksiyon
prevalansim1 sirastyla % 9.4 ve % 1.5 olarak bildirmislerdir. Klamidyali hamile
kadinlarin % 10’unda ayn1 anda gonokok oldugunu ve bu enfeksiyonlardan birini tagima
riski, 20 yas alt1 gebe kadinlarda iki kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Berggren and Patchen (95) Amerika’da 2011°de yaptiklar1 ¢aligmalarinda; geng
gebelerin % 31’inde gebelik sirasinda C. trachomatis veya N. gonorrhoeae enfeksiyonu
tespit etmislerdir. Birden fazla tarama testine sahip olan hastalarin % 75’inin (95/125),
% 11’inde (10/95) tekrar enfeksiyon oldugunu ve % 7’°sinde (7/95) tekrar testinde yeni
bir enfeksiyon bildirmislerdir. Tekrarlayan C. trachomatis % 9’unda (9/95) oldugunu ve
% 4’linde (4/95) ise tarama testinde yeni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Tekrarlayan N.
gonorrhoeae % 3’linde (3/95) ve % 4’linde (4/95) ise tarama testinde yeni tespit
ettiklerini bildirmislerdir.

Ghope et al. (96) Hindistan’da 2014°de bir poster calismalarinda gebe addlesan
grupta PCR ile C. trachomatis % 0,43 ve N. gonorrhoeae % 4,31 olarak bildirilmistir.

Calismamizda PCR yontemi ile C. trachomatis 10 hastada (% 16.4) ve kontrol
grubunda 8 kiside (% 38.0) tespit ettik. Hasta ve kontol grubundaki C. trachomatis PCR
sonuglart karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark anlamli (p=0.064) bulunmamakla
beraber gebelerde yiliksek oranlarda tespit edilmis olmasi klinik agindan da dikkat
edilmesi gereken bir durumdur. C. trachomatis PCR sonuglarimiz; Haghighi
Hasanabad et al. (86), Chen et al. (93), Jalil et al. (94) ve Berggren and Patchen (95)
sonuglarina yakin iken, Oziiberk ve Gékahmetoglu (89), Taskin ve Alpay (90), Yalt1 ve
ark. (91), Choi et al. (83), Nasution et al. (78), Peuchant et al. (85), Apea-Kubi et al.
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(86) ve Ghope et al. (96) sonuclarindan yiiksektir. Bizim sonug¢larimiz ve diger
arastirma gruplar1 arasindaki farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasi CDC tarafindan <25
yastaki gebe populayonunun yiiksek riskli grup olarak goriilmesi ve buna uygun
olarakta bizim hastalarimizin ¢ogunlugunun 18-30 yas grubunda olmasi, semptomatik
belirtilere sahip olmalar1 ve diger risk faktorlerine bagli olabilir. Bununla birlikte, N.
gonorrhoeae’yi PCR ile tespit etmemis olmamizla birlikte diger aragtirmacilardan
Taskin ve Alpay (90), Choi et al. (83), Nasution et al. (78), Peuchant et al. (85) da tespit
etmediklerini bildirirken, Apea-Kubi et al. (92), Chen et al. (93), Jalil et al. (94),
Berggren and Patchen (95) ve Ghope et al. (96) oldukc¢a diisiik oranlarda tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Bizim N. gonorrhoeae PCR sonuglarimiz, diger aragtirma
gruplarinin sonuglari ile genel olarak uyumlu bulunmustur.

Literatiirde gebelik komplikasyonlarma en sik sebep olan mikoplazma,
ureaplazma ve klamidyalarin c¢oklu enfeksiyonlar yaptiklart da bildirilmistir
(17,64,80,86,97). Kiiltiir yonteminde en fazla M. hominis+U. urealyticum birlikteligi
bildirilirken, diger tiirlerin birlikteligi degiskenlik gostermektedir. M. hominis+U.
urealyticum birlikteligini Bayraktar ve ark. (17) % 6, Bengisun ve ark. (71) % 21.61,
Lee et al. (34) % 9.4 ve Kwak et al. (97) % 7.1 olarak bildirmislerdir. Biz bu iki bakteri
birlikteligini kiiltiir yontemi ile hasta grubunda % 8.2 ve kontrol grubunda % 9.5 olarak
tespit ettik. Sonuglarimiz Bengisun ve ark. (71) sonuclar1 disinda diger arastirmacilarin
sonuglariyla genel olarak uyumludur. Bu durum hastalarin cesitli 6zelliklerine bagl
olabilir. Diger bakteri birlikteliklerinden M. genitalium+U. urealyticum birlikteligini
Mirnejad et al. (80) % 1.9 ve M. genitalium+C. trachomatis birlikteligini Haghighi
Hasanabad et al. (86) % 1.02 olarak bildirmislerdir. Bizim M. genitalium+U.
urealyticum birlikteligini diger calismacilarin sonuglariyla uyumlu olarak % 1,6
oraninda tespit ettik. Diger bakteri birliktelikleri say1 ve cesitlilik olarak degiskenlik
gostermekle beraber; sonu¢ olarak 24 hastamizda ve kontrol grubundaki ii¢ gebede; en
az bir hedef DNA dizisi tespit edilmistir (Tablo 4.4). Bu nedenle, gebelik
komplikasyonlarina yol agan bu bakterilerin, azimsanmayacak kadar birlikte enfeksiyon
yapabileceklerinin tani ve tedavilerde gbz oniinde bulundurulmasinin faydali olacagim

diistinmekteyiz.
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Calismamizda Tang et al. (59)’1 referans alarak, Vspl ve HindlIll enzimlerini
kullanarak erken membran riiptiiriine neden olan major mikoplazma tiirlerinin ytliksek
duyarlhilik, 6zgilliik ve tekrarlanabilirlik ile tespit edilebilecegini gosterdik.

Allen-Daniels et al. (6) yaptig1 ¢alismada 58 gebenin 17’sinde M. hominis’1 PCR
yontemi ile pozitif bulmuslardir. Bu 58 gebenin 10’unda (37. haftadan 6nce) erken
dogum goriilmiis, bunlarin da 4’ M. hominis yoniinden pozitif bulunmustur. Normal
dogum yapan saglikli 48 gebenin ise 13’linde M. hominis pozitif bulunmus ve pozitiflik
16S rRNA’y1 hedef alan kantitatif PCR yontemi ile dogrulamislardir. Calismalarinda ilk
defa M. Hominis’in arl, goiB ve goiC hedef bolgelerini tagimasinin etkisi aragtirmiglar
ve arl ile goiB istatistiki olarak preterm dogum ile iligkili bulunmazken, ozellikle
goiC’nin erken membran riiptlirii goriilen tiim gebelerde goriildiigiinii ve istatistiki
olarak anlamli oldugunu belirtmislerdir.

Bizim ¢aligmamiz da, lilkemizde bu genlerin arastirilmasi igin ilk aragtirma olmasi
acisindan onemlidir. Hasta grubundaki iki gebede M. hominis’in arl hedef bolgesini
tespit ettik; bununla birlikte goiB veya goiC’yi tespit etmedik. Kontrol grubundaki bir
gebeden izole edilen M. hominis’te arl ve goiB pozitifligini bulduk, ancak goiC hedef
sekans1 bulmadik. goiC’nin daha 6nce erken membran riiptiiriinde istatistiksel olarak
onemli bir rolii oldugu bildirilmesine ragmen, calismamizda bir etki olusturmamustir.
Bunun nedenti, hasta niifusunun etnik yapisi, cinsel aliskanliklar1 ve tek eslilik gibi farkl
nedenlere bagli olabilir. goiC hedef bdlgesini tespit etmek ve bu genlerin etkilerini daha

1yi agiklamak i¢in daha fazla hasta populasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Erken dogum siiphesi bulunan gebelerin amniyon sivisi ve vajinal siiriintli
orneklerinde M. hominis, M. genitalium, M. hyorhinis, U. urealyticum, C. trachomatis
ve N. gonorrhoae varliginin sorgulanmasi ve bu hastalarin idrar O6rneklerinde C.
trachomatis ve N. gonorrhoae arastirilmasi ve izole edilen M. hominis suslarinda erken
membran riiptliriinden sorumlu oldugu diisiiniilen arl, goiB ve goiC hedef bolgelerinin
tespiti ve bolgemizde ilk defa amniyona invazyonda etkili olarak erken doguma neden
olan bu virulans genlerinin arastirilmasi amaci ile planlanan bu ¢aligmada;

1. Calisma grubumuzun biiyiik cogunlugunu 18-30 yas grubu hastalarin olsturdugu,

2. Hastalarimizin % 9.8’nin hem endoserviks hem de vajen siiriintii 6rneklerinden
selektif kat1 besiyerinde M. hominis ve % 8.2 U. urealyticum’un birlikte tiretildigi,

3. PCR yontemi ile % 39.3 M. hominis, % 4.9 M. genitalium ve % 31.1 U. urealyticum,
kontrol grubunda ise sirast ile; % 14.3, % 9.5 ve % 14.3 olarak tespit edildigi,

4. PCR yontemi ile kiiltiir yonteminden daha yiiksek oranda pozitiflik tespit edildigi,

5. PCR yontemi ile C. trachomatis % 16.4 ve kontrol grubunda % 38.0 tespit edildigi,

6. Hasta grubundaki 24 gebede ve kontrol grubundaki ii¢ gebede; en az bir hedef DNA
dizisi tespit edildigi ve bu nedenle, gebelik komplikasyonlarina yol agan bu
bakterilerin, azimsanmayacak kadar birlikte enfeksiyon yapabileceklerinin tani ve
tedavilerde g6z oniinde bulundurulmasinin faydali olacagy,

7. Hasta grubundaki iki gebede M. hominis’in arl, kontrol grubundaki bir gebede arl ve
goiB pozitifligi bulundugu, ancak goiC hedef sekansimin bulunmadigini, goiC
geninin daha 6nce membran riiptiiriinde istatistiksel olarak onemli bir rolii oldugu
bildirilmesine ragmen, ¢alismamizda bir etki olusturmadigini tespit ettik.

Bu sonuglara dayanarak gebelerde erken membran riiptiiri ve diger
komplikasyonlar i¢in risk olusturan bu mikroorganizmalarin elimine edilmesi ve
Ozellikle sebebi bilinmeyen diisiiklerde dogru tami ve tedavinin saglanmasi igin,
gebelerde bu etkenlerin de rutin olarak taranmasi, mikoplazma, ureaplazma ve diger
genital enfeksiyon etkenlerindeki mutasyonlara bagh viriilans ve diren¢ degisimlerinin
molekiiler bazli siirveyans yontemleri ile arastirilmasinin gerekli oldugu ve bu sebeple
daha genis ve farkli gebe gruplar ile ¢alismanin siirdiiriilmesinin gerek iilkemiz gerekse

evrensel tip agisindan 6nem arz ettigi sonucuna varilmistir.
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