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OZET

Vajinal Sekresyonun Tamimlanmasinda Kullamlan Lactobacillus Tiirlerinin
Varhigim Etkileyen Faktorlerin Arastirilmasi

Amag: Viicut sivilarmin tanimlanmasi adli aragtirmalarda olay yerinin yeniden
canlandirilmasi ve olayin nasil oldugunun belirlenmesinde gereklidir. Viicut sivilarinin ve
lekelerinin identifikasyonunda serolojik testlere ek olarak insan RNA analizine dayali
metotlar gelistirilmistir. Viicut sivilarmin identifikasyonunda bakterilerin kullanimi da
arastirilmis ve ¢alismalar vajinal spesifik bakterilerin viicut sivilarinin identifikasyonunda
kullanilabilecek umut vaat eden bir yol olabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada, vajinal
enfeksiyonlu kadimlar ile postmenoz donemdeki kadinlardan alinan vajinal siiriinti
orneklerinde Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus ve Lactobacillus jensenii’'nin
dahil edildigi gesitli Lactobacillus tiplerinin varligi arastirilmstir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calisma igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali
Hastanesi Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Poliklinigine 04.04.2016-20.06.2016 tarihleri
arasinda gelen, yazili ve s6zlii onami alinan 91 goniilliiden alinan vajinal siiriintii 6rnekleri
dahil edilmistir. Alinan 6rnekler 30 kontrol grubu, 31 enfeksiyon grubu, 30 post menopozal
yas grubu olarak siniflara ayrilmistir. Aradigimiz Lactobacillus tiirlerine ait 16S-23S rRNA
intergenic spacer bolgesinin, sirasiyla RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve PCR’1 yapilmuistir.
PCR sonrasi iirlinler kapiller elektroforezde yiiriitiilmiistiir.

Bulgular: Kategorik olgiimlerin gruplar arasinda karsilastirilmasinda Ki Kare test
istatistigi kullanildi. Kontrol grubunda yer alan 30 olgunun 28’inde Lactobacillus gasseri
oldugu, enfeksiyon grubunda yer alan 31 olgunun 21’inde, post menopozal doénemdeki
olgularin 15’inde Lactobacillus gasseri oldugu goriildii. Yapilan istatistiksel analiz sonucu
hem enfeksiyon grubunda hemde post menopozal grupta aradigimiz Lactobacillus gasserinin
saptanma oraninda anlamli bir azalma oldugu gériildii (p<0,001). Kontrol grubunda yer alan
30 olgunun 29’unda Lactobacillus crispatus oldugu, enfeksiyon grubunda yer alan 31
olgunun 26’sinda, postmenopozal donemdeki olgularin 16’sinda Lactobacillus crispatus
oldugu goriildii. Yapilan istatistiksel analiz sonucu kontrol ve enfeksiyon grubuna gore
postmenopozal grupta aradigimiz bakteri tiiriiniin saptanma oraninda anlamli bir azalma
oldugu goriildii (p<0,001). Kontrol grubundaki 30 olgudan ancak 15’inde Lactobacillus
jenseninin oldugu, enfeksiyon grubunda 31 olgunun 14’iinde, postmenopozal donemdeki 30
olgudan sadece 2’sinde Lactobacillus jenseni ‘nin oldugu, istatistiksel analiz sonucu kontrol ve
enfeksiyon grubuna gore postmenopozal grupta aradigimiz bakteri tiiriiniin saptanma oraninda
anlaml1 bir azalma oldugu goriildii (p<0,001).

Sonu¢: Enfeksiyon tanisi alan orneklerin %12.9’unda, postmenopozal donemdeki
olgularin %46.6’sinda higbir Lactobacilllus tiirtiniin tanimlanmamis olmasi, vajinal sivinin
veya lekenin tanimlanmasinda alinan negatif sonuglarin vajinal sekresyonun diglanmasinda
kullanilamayacagini, ancak pozitif sonuglarin 6zellikle su ana kadar vajinal sekresyonun
tanimlanmasinda hi¢ serolojik yontem bulunmamasi sebebi ile oldukc¢a 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cinsel saldiri, Lactobacillus, RNA, Vajinal sekresyon, Viicut
stvilariin identifikasyonu
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ABSTRACT

Investigation of Factors Affecting the Presence of Lactobacillus spp. used in
Identification of VVaginal Secretion

Aim: Detection of human body fluids is necessary in forensic investigation for the
reconstruction of crime scene and how the event happened. In addition to serological tests,
methods based on human RNA analysis were developed for identification of body fluids and
stains. The use of bacteria for the identification of body fluids was also being investigated and
studies showed the promising use of vaginal specific bacteria as a way of identifying vaginal
secretions. In this study, the presence of the various Lactobacillus spp. including
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus and Lactobacillus jensenii were investigated in
the wvaginal swab samples taken from women with vaginal infections and with
postmenopausal.

Material and Method: Vaginal swab samples taken from 91 volunteers who came to
Cukurova University Medical Faculty Balcali Hospital Gynecology and Obstetrics Clinic
between 04.04.2016 and 06.20.2016 were used. Verbal and written consents were approved
from these volunteers in this study. Samples were categorized as control group (30), infection
group (31) and postmenopausal (30). RNA isolation, cDNA synthesis and PCR were done
respectively to 16S-23S rRNA intergenic spacer regions of the Lactobacillus spp we
investigated. PCR products were run in capillary electrophoresis.

Results: Chi Square test was used for statistical analysis in comparison of categorical
evaluation between groups. Lactobacillus gasseri was detected in 28 of 30 cases in control
group, 21 of 31 cases in infection group and 15 of 30 in postmenopausal period group. As a
result of statistical analysis, a significant reduction in detection rate of Lactobacillus gasseri
in both infection group and postmenopausal period group was detected (p<0,001). L.
crispatus was detected in 29 of 30 cases in control group, 26 of 31 cases in infection group
and 16 of 30 cases in postmenopausal period group. Statistical analysis showed that a
significant reduction in detection rate of Lactobacillus spp. we investigated in
postmenopausal period group in comparison with control group and infection group
(p<0,001). Lactobacillus jensenii was detected in only 15 of 30 cases in control group, 14 of
31 cases in infection group and only 2 of 30 in postmenopausal period group. Statistically
significant reduction was found in detection rate of Lactobacillus spp. we investigated in
postmenopausal period group in comparison with control group and infection group
(p<0,001).

Conclusion: It is thought that the negative results cannot be used to exclude the
presence of vaginal secretion because of undetected any of Lactobacillus spp in 12.9% of
infection diagnosed samples and 46.6% of postmenopausal period cases. However, positive
results may be valuable especially because of no serological methods have been found in
identification of vaginal secretion until now.

Key Words: Sexual assault, Lactobacillus, RNA, Vaginal secretion, Body fluid
identification



1. GIRIS

Olay yerinden elde edilen viicut sivilarindan, DNA analizi aracilifiyla genetik profil
ortaya koymanin yaninda, viicut sivilariin orijini hakkinda da tayin yapilmasi
gerekmektedir'®. Olayin nasil gerceklestigi ve olay yerinin yeniden canlandiriimasi
konusunda orjinin tayini 6nemli bir yer tutmaktadir®.

Cinayet ya da intihar gibi olaylarin yanisira cinsel saldir1 olaylarinin ¢éziimlenmesi de
olay yeri incelemesiyle kolaylasmaktadir. Olay yerinden elde edilen vajinal sekresyonun
nerede ve nasil bir nesne ilizerinde (giysi, mobilya) oldugu, biyolojik sivilarin ortamdaki
bulunma alanlarina bakilarak cinsel aktivitenin goniilli bir sekilde gerceklesip
gerceklesmedigi konusunda, magdur ya da siiphelinin beyanlarini destekleme anlaminda
6nemlidir*®. Orneklerle aciklayacak olursak, menstriiel doneminde cinsel saldiriya ugrayan
bir kadina ait menstriiel kanin, saldirtyr gerceklestiren kisinin {izerinde saptanmasi ve sanigin
avukati tarafindan bu kanin menstriiel kan mi1, yoksa burun kanamasi m1 oldugu konusunda
ayrim yapilmasmin istenmesi, adli olaym saglikli bir sekilde ¢6ziimlenmesine araci
olacaktir™®. Ayni sekilde, semen lekesinin magdur {lizerinde bulunmasi ya da vajinal sivinin
penil bir siiriintii de varligi cinsel aktivite iddiasin1 dogrulayacaktir®”.

Diger viicut sivilariyla kiyasladigimiz taktirde vajinal sekresyonun identifikasyonu
biraz daha karmagiktir. Bu konu hakkinda daha Onceki yapilan ¢aligmalarda, lugol iyodin
reaksiyonu ile vajinal epitel hiicrelerinde bulunan glikojenin gdsterilmesi hedeflenmis olup
stipheli kisiden yapilacak penil siirlintii iizerinde vajinal sekresyonun tespiti hedeflenmistir.
Fakat, lugol pozitif hiicrelerin ayn1 zamanda erkek iriner sisteminde de mevcut olmasi bu
yontemin adli tip acgisindan uygulanmasmin oniine gegmistir®®. Vajinal sekresyonun
tanimlanmasina yonelik son donemlerde yapilan bagka caligmalarda, Human Beta Defensin-1
(HBD-1), Mucin (MUC-4), Estrogen Reseptor 1 (ESR 1) markerlarina ait mRNA’larin
Reverse Trancription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)’a bagli identifikasyon
calismalar1 yapilmistir. Fakat MUC-4 ve beraberinde HBD-1’in hedef doku disinda tiikriikte
de goriilebildigini bildiren arastirmalar da olmu§tur7’10’11.

Calismamizinda konusu olan ve vajinal sekresyonun tanimlanmasinda kullanilan bir
baska yontem ise Lactobacillus tiirlerinin tespitidir. Lactobacilluslar vajinal florada dominant
olarak bulunan bakteriler olup gastrointetinal sistem florasinda da bulunabilmektedir.

Lactobacilluslarin vajinal sivinin identifikasyonunda kullanilabilecegini gosteren ilk ¢alisma



1214 Calismada Lactobacilluslarin iki tiiri olan Lactobacillus

2009 yilinda yapilmistir
gasseri(Lgas) ve Lactobacillus crispatusun(Lcris) kullanilabilecegi bildirilmis olup bu
bakterilerin 16S-23S rRNA intergenic spacer bolgesinin PCR’a dayali olarak gosterilebilecegi
belirtilmistir. Lactobacillusun bu iki tirii haricinde bir baska tiir olan Lactobacillus
jenseni(Ljen) de ek olarak caligilmustir™.

Bu ¢alisma igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kadin Dogum
ve Hastaliklar1 Poliklinigine gelen 91 goniilliiden alinan vajinal siirlinti 6rneklerinde, Lgas,
Lcris ve Ljen’nin vajinal enfeksiyon varliginda ya da postmenopozal dénem yas grubunda
saptanma durumunun etkilenip etkilenmedigi arastirildi. Bakteri RNA’larmin disinda
Ubiuquitin Konjugasyon Enzimi (UCE) ve Gliseraldehit Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH)

internal kontrol olarak kullanildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Adli bilimlerde DNA kullanimi 1984 yili sonrasi hizli bir ilerleme gostermis ve daha
cok kimliklendirme de kullanilan rutin serolojik testlerin de biitiiniiyle giindemden diismesine
neden olmustur. Bu donemde adli 6rnek analizinde RNA kullaniminin miimkiin olmadigi,
bunun nedeninin ise RNA’nin hizli bir sekilde basit parcalara ayrilmasi oldugu One
stiriilmiistiir'™.

RNA kullanimina yo6nelik ilk adli aragtirmanin 1984 yilinda yapildig1 ve postmortem
RNA sentezi ile alakali oldugu, adli bilimlerde RNA kullanimina yonelik ikinci ¢alismanin ise
bu tarihten 10 sene sonra 1994 yilinda yapildigi, arastirmanin postmortem dokuda gen
ekspresyon analizi konusunda oldugu goriilmektedir'’ ™. ilerleyen dénemlerdeki teknolojik
gelismeler sayesinde RT-PCR teknigi kullanilarak, yara yeri iyilesmesi sirasinda meydana
gelen molekiiler degisimler ve viicut sivilarinin tanimlanmasina yonelik ¢aligmalar yapilmis
olup bu iki alanda RNA’nin  kullanilabilecegini gosteren sonuglara ulasildigi ifade
edilmistir®®. Elde edilen olumlu sonuglar adli camianmn ilgisini ¢cekmis ve RNA ile ilgili
gitgide artan oranlarda molekiiler ¢alismalarin da yapilmasini saglamistir. Arastirmalarin
kapsami1 viicut sivilarinin identifikasyonu ve yara iyilesmesindeki molekiiler degisimlerle
siurlt kalmayip, biyolojik lekelerde yas tayini, postmortem interval, normal ve patolojik gen

ekspresyonlar1 arasindaki farklarin belirlenmesini de igermektedir.

2.2. Viicut Stvilarinin Tanimlanmasinin Onemi

Herhangi bir olay yeri incelemesinden elde edilen biyolojik 6rnekteki
Deoksiribontikleik Asit (DNA) araciligiyla siipheli ya da magdurun genetik yonden profili
ortaya konmaktadir. DNA analizi ile kimlik tespiti yapilabilmesi i¢in ortamda ¢ok az sayida
cekirdekli hiicrenin bulunmasi yeterli olurken, biyolojik 6rnegin ne oldugu konusunda
herhangi bir tespit yapllamamaktaderl.

Olay yerinden elde edilen viicut sivilarindan, DNA analizi araciligiyla genetik profil
ortaya koymanin yaninda, viicut sivilarmin orijini hakkinda da tayin yapilmasi
gerekmektedir®. Olayin nasil gerceklestigi ve olay yerinin yeniden canlandirilmasi

konusunda orjinin tayini énemli bir yer tutmaktadir®.



Orneklerle aciklayacak olursak, menstriiel déneminde cinsel saldirtya ugrayan bir
kadina ait menstriiel kanin, saldiriyr gerceklestiren kisinin {izerinde saptanmasi ve sanigin
avukati tarafindan bu kanin menstriiel kan mi, yoksa burun kanamasi m1 oldugu konusunda
ayrim yapilmasinin istenmesi, adli olaymn saghkli bir sekilde c¢oziimlenmesine araci
olacaktir>®. Ayn sekilde, semen lekesinin magdur iizerinde bulunmasi ya da vajinal sivinin
penil bir siirlintii de varligi cinsel aktivite iddiasini, magdur iizerinde saptanacak tiikriik ile de
1sirik izinin bulundugu ortaya konacaktir®”.

Olay yerinin yeniden canlandirilmasi cinsel saldir1 olaylarmin ¢6ziimlenmesine
yardimc1 olmaktadir. Olay yerinden elde edilen vajinal sekresyonun nerede ve nasil bir nesne
iizerinde(giysi, mobilya) oldugu, biyolojik sivilarin ortamdaki bulunma alanlarina bakilarak
cinsel aktivitenin goniilli bir sekilde gerceklesip ger¢eklesmedigi konusunda, magdur ya da

sliphelinin beyanlarin1 destekleme anlaminda Snemlidir®?.

2.3. Molekiiler identifikasyonda Bakterilerin Kullanimi

Ozel bir bakteri popiilasyonunun steril olmayan viicut sivilarindaki varlig1 gdz oniine
alindiginda, mikrobial tiirlerin belirlenmesi bir numunenin kaynagini belirlemede yardimci
olabilir. Son 5-10 yil boyunca PCR ve DNA dizilerinin biiyiik 6l¢iide tespiti, klinik ve
cevresel agidan bakterilerin tanimlanmasia imkan saglamlstlrzs. Ornegin, Staphylococcus
aureus insan derisindeki mikrobiyal toplulugun baskin ve kalict bir unsurudur.
Staphylococcus aureus 'un saptanmasi ve bu sayede cilt dokusunun identifikasyonuna yonelik
adli calismalar yapllmaktadlrzz'ze. Benzer sekilde 6 yil siire ile saklanmis olan eski adli
orneklerde (tiikriik lekesinde) Streptokokus salivarius ve Streptokokus mutans’in varhigi

21,28 Enterococcus  cinsi

ortaya konarak tlikriik sivisinin saptanilabildigi gosterilmistir
bakterilerin de tanimlanmasi ile fekal bulasin oldugu yapilan c¢alismalarda ortaya

konmaktadir®®.

2.4. Vajinal Stvimin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

Diger viicut sivilarimin aksine vajinal sekresyonun identifikasyonu biraz daha
karmasiktir. Bu konu hakkinda daha onceki yapilan ¢alismalarda, lugol iyodin reaksiyonu ile
vajinal epitel hiicrelerinde bulunan glikojenin gdsterilmesi hedeflenmis olup siipheli kisiden

yapilacak penil siirlintii lizerinde vajinal sekresyonun tespiti hedeflenmistir. Fakat, lugol



pozitif hiicrelerin ayn1 zamanda erkek {iriner sisteminde de mevcut olmasi bu yontemin adli
tip agisindan uygulanmasinin 6niine gegmistir®®.

Vajinal sekresyonun tanimlanmasina yonelik son donemlerdeki ¢alismalarda, HBD-1,
MUC-4, ESR 1 markerlarina ait mRNA’larin RT-PCR’a bagh identifikasyon caligmalari
yapilmistir. Bunun disinda MUC-4 ve beraberinde HBD-1’in hedef doku disinda tiikriikte de
goriilebildigini bildiren arastirmalar da olmugtur’ %,

Calismamizinda konusu olan ve vajinal sekresyonun tanimlanmasinda kullanilan bir
baska yontemisel Lactobacillus tiirlerinin tespitidir. Lactobacilluslar vajinal florada dominant
olarak bulunan bakteriler olup gastrointetinal sistem florasinda da bulunabilmektedir.
Lactobacillus larin vajinal stvinin identifikasyonunda kullanilabilecegini gosteren ilk ¢alisma
2009 yilinda Fleming ve Harbison tarafindan gerceklestirilmistir>'*. Fleming ve Harbison
lactobacilus larin iki tirii olan Lgas ve Lcris’in kullanilabilecegini bildirmis olup bu
bakterilerin  16S-23S rRNA intergenic spacer bolgesinin PCR’a dayali olarak
gosterilebilecegini belirtmiglerdir. Lactobacillus’un bu iki tiirii haricinde bir bagka tiir olan
Ljen de ek olarak calistimistir’. Bizde ¢alismamizda bu ii¢ bakteri (Lgas, Lcris, Ljen) tiiriiniin
vajinal sekresyonda varliginin enfeksiyon ve postmenopozal donemde etkilenip

etkilenmedigini arastirdik.

2.5. Vajinanin Anatomik ve Fizyolojik Yapisi

Kadinlardaki dis lireme sisteminin énemli bir organi olan vajina; On tarafta iiretra ve
mesane ile arka tarafta rektum ve anal kanal arasinda uzanmaktadir. Serviks uteri ile viicut
dis1 arasinda baglanti saglayan 7-10 cm uzunlugunda fibromiiskiiler tﬁptﬁr29’3o.

Vajinanin tabakalar1 3 katmandan olugmakta olup bunlar i¢ten disa dogru, tunika
mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisyadir. Keratinize olmayan yassi epitel ile kapl
olan vajen mukozasi, Ostrojene bagl olarak artan ya da azalan miktarlarda glikojen igeren
epitel hiicrelerine sahiptir. identifikasyonunu yapmaya ¢alistigimiz vajinal sekresyon, daha
cok servikal sekresyonlar ve hiicreler arasindaki kilcal damarlardan transuda aracilifn ile
olusmaktadir. Vajen duvarinda salgi bezi olmadigindan vajinanin kendisi tarafindan
sekresyon yap11amamaktad1r3l’32.

Vajinal sekresyonun igeriginde; %90-95 su, yag asitleri, albliminler, organik ve
inorganik tuzlar, lizozim, demir, dokiilen epitel hiicreleri, karbonhidratlar, immunglobulinler

bulunmaktadir. Karbonhidratlar arasinda basit ve kompleks sekerler bulunmakta olup

glikojen, glukoz ve maltoz bunlarin bazilaridir®.



2.6. Vajinal Ekosistem

Ekosistem agisindan dengeli bir floraya sahip olan vajina, hormonal ve fizyolojik
nedenlere bagli olarak florasi etkilenirken, flora da vajinal ekosistemi diizenlemektedir**®.
Bazi donemlerde hormonal etkilere bagli olarak vajinal florada bakteriyel farkliliklar ve
yogunluk agisindan g¢esitlilikler goriilebilmektedir(¢izelge 1). Hayatin farkli evrelerinde
Ostrojen ve Ostrojene bagl olarak glikojenin varligi ya da Ostrojenin olmamasi nedeniyle
glikojen yoklugu, vajinal mukozadaki epitelyum hiicrelerinde ve florada 6nemli degisimlere
sebep olabilmektedir.

Bu degisimlerin oldugu donemler, dogum sonrasi anneden ge¢is yoluyla ilk bir
haftalik kisim, dogumun bir hafta sonrasindan puberteye kadar olan donem, puberteden
menopoz donemine kadar uzanan evre ve post menopozal donemlerdir (¢izelge 2). Laktik asit
bakterileri olan Lactobaciller, Difteroidler, Streptokok ve Stafilokok 6strojenin yogun oldugu
evrelerde miktarlarinda artig gosterirler®®?’,

Glikojen miktarinda bir azalma oldugunda, vajinal floranin asidik yapisi alkaliye
dogru kaymaktadir. Glikojenin yoklugu nedeniyle laktik asit bakterileri miktar1 azaltmakta ve

anaerop bakterilerin sayisi artis gostermektedir®®*®,



Cizelge 1. Saghkh kadinlarda vajinal ekosistemden sikhikla izole edilen bakteri tiirleri®

Gram Pozitif Fakiiltatif anaerob | Gram Pozitif Zorunlu anaerob bakteriler

bakteriler

Lactobacillus gasseria Peptostreptococcus anaerobius
Lactobacillus crispatus Eubacterium spp.
Lactobacillus iners, Lactobacillus casei Peptococcus niger

Staphylococcus epidermidis

Streptokoklar, Enterococcus faecalis

Gram  Negatif  Fakiiltatif — anaerob | Gram Negatif Zorunlu anaerob bakteriler

bakteriler

Eschericia coli Prevotella melaninogenica
Enterobacter agglomerans Fusobacterium necrophorum
Enterobacter aerogenes Fusobacterium nucleatum
Enterobacter cloacae,Morganelle morganii | Veilonella spp.Prevotella bivia

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

Bircok faktore bagli olarak vajinal flora degisebilmektedir. Bunlardan bazilari, vajen
epitelyum hiicrelerindeki glikojen, Rahim i¢i Ara¢ (RIA), dogum kontrol haplar1 (OC),
puberte donemi, cinsel aktivite esnasindaki travmalar, antimokrobial tedavi, sigara kullanimi,
ilerleyen yas, artmis cinsel aktivite, dogum, vajinal dus, kontrolsiiz diyabet olup florada
degisimlere neden olabilmektedir®.

Cesitli nedenlere bagh olarak vajinal flora dengesinde meydana gelecek bir bozulma,
patojen bakterilerin ortamda ¢ogalmasina ve bu nedenle vajinal enfeksiyonlara yol
agabilmektedir4°'41.

Reprodiiktif donemdeki saglikli bir kadinda vajen asidik yapidadir. Flora bakterileri ile
vajinanin epitel hiicrelerinde yer alan glikojen metabolize edilerek laktik asit olusturulur.
Uretilen laktik asit vajen pH’smi 4.5’in altina diisiirerek ortamda patojen bakterilerin
iiremesine engel olmaktadir***.

Menopoz, premenopoz, menstriiel siklus doneminde hormonal degisimlere bagh
olarak, vajina epitelyum hiicre tabakasinda incelme ve igerigindeki glikojenin azalmasina

bagh olarak vajinal pH ve sekresyonda degisiklikler olmaktadir®®*.




Cizelge 2. Saghkh kadinlarda hayatin farkli donemlerinde vajinanin fizyolojik kosullar:

31,42

Yenidogan Puberte Puberte Menopoz

Oncesi Sonrasi sonrasi
Ostrojen Seviyesi | +++ + + +++ +
Glikojen ++++ + +++ +
Miktan
Vajinal pH <5.0 >5.0 <5.0 >5.0
Epitel Artmig Azalmis Artmig Azalmig
Kalinh@
Lactobaciller Artmig Azalmis Artmig Azalmig

Cesitli nedenlere bagh olarak laktik asit iireten bakterilerde meydana gelebilecek bir
azalma, vajinal flora asiditesinde diismeye hatta 4.5’in altinda olmas1 gereken vajen pH’sinin
7’yi geemesine sebep olmaktadir. Artan pH nedeniyle menopoz sonrasi iiropatojenler baskin
pozisyona gecmektedirler. Patojen bakteri popiilasyonundaki artisa bagli olarak iirogenital
sistem enfeksiyonlari gozlenebilmektedir®®. Bazi durumlarda fekal bulasa baghi olarakta
vajinal enfeksiyonlar gelisebildigi, Ostrojen ile tedavi sonrasi Lactobacilluslarin tekrar

olusumu saglanarak hem genital hem {iriner sistem enfeksiyonlarinin azaldigi gésterilmistirgl.

2.7.Lactobaciller
Dogal bir denge ortaminin hakim oldugu vajinal flora, Lactobacillus tiirlerinin baskin
olarak bulundugu bir ekosisteme sahiptir. Lactobaciller vajen florasinda ilk olarak 1892

yilinda saptanmistir. Ddderlein tarafindan kesfedilen bu bakteri tiirlerine belli bir donem

ddderlein basili de denilmistir46.




2.7.1. Lactobaciluslarin Smiflandirma ve Ureme Ozellikleri

Lactobaciller hareketsiz, sporsuz, gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif, oksijen
kullanimi1 yoniinden anaerop veya mikroaerofilik yapida, %10 CO3’li ortamda oldukca iyi bir
iireme ozelligi gosteren bakterilerdir®’.

Lactobacillerin dis ortamda ¢ogalmalar1 zor oldugundan, besiyerlerine eklenen
inhibitorlerle optimum sartlar saglanmaktadir. Lactobaciller en iyi De Man, Rogosa ande
Sharpe (MRS) agarda iiremekle birlikte en iyi iireme sicakligi 37 °C olup kan, serum gibi
protein agisindan zengin igerikli materyallere ihtiya¢c duymaktadir. 48 saat ve 10 inkiibasyon
dongiisiinden sonra yuvarlak, beyaz renkli koloniler olusturarak ftirerler. Fermantasyon
6zelligi olan Lactobacillerin karbon kaynag glikoz olup laktik asit iiretimi yapmaktadirlar®,
Lactobaciller friiktoz, mannoz, laktoz, riboz ksiloz gibi sekerleri fermente etme durumlarina
gore grup A, B, C seklinde simflandirmalari yapilmistir®. Grup A’da L.acidophilus, Lcris ve
Ljen, Grup B’de L.plantarum ve L.casei, Grup C’de L.brevis ve L. fermentum gibi tiirler

bulunmaktadir*"*°,

2.7.2.Lactobaciluslarin Ekolojik Ozellikleri

Lactobacillerin yasadiklari ortamlar ¢ogunlukla karbonhidrat yoniinden zengin igerikli
alanlardir. Gastrointestinal sistem, agiz, vajen gibi mukozal alanlar Lactobaciller i¢in uygun
yasam alanlaridir. Gastrointestinal sistemde bulunan Lactobaciller, L.fermentum, Ljen,
L.cellobiosus, Lcris, L.acidophilus iken agiz florasinda L.salivarius, L.fermentum, L.
acidophilus bulunmaktadir*®*.

Herhangi bir hastaligi olmayan kadinlara ait vajen florasinda birkag lactobacilus
beraber bulunabilmektedir. Daha sonra Lactobacillus tiirleri ¢esitli nedenlere bagli olarak
degisim gosterebilir, farkli Lactobacillus kombinasyonlari vajen florasina hakim olabilir.
Vajinal florada bulunan Lactobacillerle ilgili bazi c¢alismalar yapilmistir. Tiirkiye ve
Amerika’da yasayan kadinlardan alinan vajinal siiriintii 6rneklerinde en ¢ok Lgas, Lcris, Ljen
oldugu, bir baska calismada ise vajen florasinda en ¢ok bulunan tiiriin Lgas oldugu
gésterilmistirSO'Sl.

Lactobacilluslarin vajen florasindaki gorevi patojen bakterilerin ¢ogalmasini ve

vajinal ekosistemin bozulmasini engellemek olarak soyleyebiliriz. Bu gorevi antagonist iki

farkl yolla gdstermektedir®®. Bu yollar1 inceleyecek olursak;



2.7.2.1. Lactobacillerin Agregasyon ve Koagregasyonu

Vajen florasinda yer alan Lactobaciller, patojen bakterilerin vajen epiteline
tutulmalarin1 6nlemek amaciyla bulunduklar1 bdlgeye ve birbirlerine tutunarak dogal bir
bariyer olusturmaktadir. Koagregasyonla birlikte vajene giris yapan patojen bakteriler
tutularak etkisiz hale getirilir ve bakteriyel toksinler ile bakteriyel invazyon énlenmis olur™.
Yapilan bazi calismalarda vajende yer alan bazi Lactobacillus tiirlerinden Agregation

Promiting Factor (APF) salinimi sayesinde otoagregasyon gosterdigi bildirilmektedir®*®,

2.7.2.2. Lactobacillerin Inhibisyon Ozelligi

Patojen bakterilere karsi antimikrobial bir yasam alami olusturan Lactobaciller,
hidrojen peroksit (H,0,), laktik asit, bakteriosin, bakteriosin benzeri maddeler, biosiirfaktan
sentezleyerek bu gérevi yerine getirmektedirler®*>4>°,

Glukoz basta olmak {izere ¢esitli karbonhidratlar1 kullanarak laktik asit {iretimi yapan
Lactobaciller, vajen pH’sim1 distirerek G.vajinalis, E.coli, C.albicans, Mobilincus gibi
patojen bakterin ekosisteme yerlesmesini ve iiremesini Onlemede Onemli bir gorev
almaktadir®>**>,

Vajinal florada meydana gelen bir degisim dogal olarak vajen florasinin koruyucu
zelligini  kaybetmesine neden olmaktadir®®. Lactobaciller katalaz enzimine sahip
olmadiklarindan hidrojen peroksiti (H20,) pargalayamaz ve kendileri ig¢in de toksik etki
gosteren hidrojen peroksiti vajinal floraya aktarirlar. H,O, ve bakteriosinler sayesinde invaze
olmaya calisan bakterilerin hiicre duvarlar1 bozularak tiremeleri duracak ve bunun sonucunda
da vajinal ekosistemin korunmas: saglanacaktir™ ™.

Kadinlarda en ¢ok goriilen vajinal enfeksiyon tiirii Bakteriyel Vaginozis (BV)’dir.
Vajen floralarinda Lactobacillus bulunan kadinlarda BV goriilme durumu ciddi sekilde
azalmaktadir®®**>>. Vajinal floradaki Lactobacillus tiirlerinden olan Lcris ve Ljen, H,0,
iretiminin %90’lik boliimiinii gergekletirmektedir. Bu sayede bakteri, viriis ve mantara kars1
toksik etki olugmakta ve iireme durmaktadir®.

Yapilan bazi ¢alismalarda BV tanis1 alan olgularda H,O, iireten Lactobacillerin %6
gibi diisiik oranlarda oldugu, saglikli bireylerden ¢alisilan kontrol grubunda ise %86
seviyesinde oldugu gésterilmistirsl.

H,O, tretimi yapan Lactobacillerle ilgili olarak yapilan bir ¢alismada; Human
Immiinodeficiency Virus(HIV) pozitif olan olgularda, HIV negatif olgulara kiyasla daha az

sayida H,O, iireten Lactobacillus tiirii oldugu, bu nedenle H,0, iiretimindeki diisiise bagl
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viral enfeksiyon gecisisinin kolaylastigi gdsterilmistir®™. Benzer sekilde H,O, iireten
Lactobaciller sayesinde cinsel yolla bulasan bir bagka viriis olan Human Papilloma Viriis
(HPV)’ye karst da koruma saglandigi goriilmiistiir®. Viral etkenler disinda Gardnerella
vajinalis ve Neisseria Gonore gibi bakteriyel etkenlere karsi da hidrojen peroksitin 6ldiirii
etkisi oldugu diisiiniilmektedir®.

Lactobaciller, patojen bakterilerin vajende tiremesini durdurmak amaciyla laktik asit
ve H,0, disinda bakteriosin denilen bir madde daha sentezlemektedir. Bu madde aracigiyla
mantar, gram pozitif ve negatif bakterilerin liremesinin 6nlendigi, yapilan bir c¢alismada
posterior forniksten elde edilen Lactobacillerden salinan bakteriosin ile Candida albicansin

. .. - . e el e . e e et e . . .. 56,65
iiremesinin durdugu, bu sayede candida vajinitinin gelismesinin dnlendigi gosterilmigtir™™".

2.8.Kadin Urogenital Sistemlerinde Goriilebilen Enfeksiyonlar

Vajinal enfeksiyonlara sebep olan mikrobial ajanlara arasinda Gardnerella vaginalis,
Stafilokok tiirti bakteriler, Trichomonas vaginalis gibi parazitler, candida cinsi mantarlar yer
almaktadir®®®’. BV daha sik goriilmekle birlikte, candida vajiniti ve trikomoniyazis vajinal

enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugunu olusturmaktadir.

Bakteriyel Vajinozis

Vajinal florada dominant olarak bulunan Lactobacillus tiirlerinin vajinal kondom,
diyafram gibi yabanci materyallerin kullanim1 ya da vajinal dus i¢in kullanilan Kimyasallara
bagli olarak yerini G. vaginalise birakmasi sonucu BV gelismektedir (¢izelge 3). Klinik
olarak asemptomatik olabildigi gibi kotii kokulu akinti, kasintt seklinde bulgularda

verebilmektedir®.
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Cizelge 3. Vajinal florada degisiklige neden olan faktorler®

Yabanci cisimler (RIA, Diyafram, Tampon vb.) ve spermisit ajanlar

Tedavi, yaslanma veya oral kontraseptif kullanimi nedeniyle olan hormonal degisiklikler

Antibiyotik, sitostatik, kortikosteroid, antiviral, antifungal ilaclar ve radyoterapi

Vajen dusu

Kontrolsiiz diyabet

Cerrahi ve radyoterapi sonrasi gelisen malformasyon ve anatomik deformiteler

Kistler, himen, polipler

Immunsupresyon durumlari(AIDS, vb)

Kandida Vajiniti

Vajinanin dogal flrorasinda mantarlarda yer almaktadir. Vajinal mantarlarin igerisinde
en sik goriilen ve vajinal enfeksiyona neden olan tip Candida albicans '#zr. Lactobacillerden
salgilanan H,O, nin C. albicans iizerinde inhibisyon etkisinin kalkmasi sonucu candida

vajiniti gelismektedirm'71

. Cesitli nedenlere bagli olarak vajinal floradaki Lactobaciller
tizerinde meydana gelebilecek bir degisim C. albicans’in vajendeki sayisinin artmasina
neden olacaktir®.

Candida vajiniti daha ¢ok;

-Gebe kadinlar,

-Diyabeti olan hastalar,

-Enjektabil ya da oral kontraseptif kullanimu,

-Daha ¢ok ampisilin ve tetrasiklin tiirii antibiyotik kullanan kadinlarda daha sik

gézlenmektedir72.
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Trikomoniyazis

Cinsel yolla bulasan hastaliklardan olan trikomoniyazisin etkeni T. Vaginalis 'tir. Bir
tiir parazit olup vajen pH’s1 bazik ve zayif asidik olan floralarda gelisim gosterebilmektedir.
Cinsel aktif donem kadinlarda goriilen trikomoniyazis, enfekte olan kisinin salgilarina veya
kontamine olan yabanci cisim araciligiyla gecis gostermektedir. Herhangi bir semptom

olmadig gibi, vajinal akinti, kasint1 gibi semptomlarla da kendini gésterebilmektedir72’73.

Toksik Sok Sendromu

Staphylococcus aureus nedenli bir vajinal enfeksiyon tiirii toksik sok sendromu,
vajinal tampon ve kotii hijyen kosullarina sekonder ortaya g¢ikabilmektedir. Diger vajinal
enfeksiyonlarda oldugu gibi Lactobacillusun, S. aureus iizerindeki baskilayici etkisinin

azalmasi bu hastaligin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir >,

Insan Immiin Yetmezlik Viriisii ve AIDS

AIDS’e neden olan HIV etkeninin gecisi cinsel yolla ve kan yoluyla miimkiin
olabilmektedir. HIV’in cinsel vyolla gecisiyle alakali yapilan bazi calismalarda
Lactobacillerin etkili oldugu gosterilmistir. 657 hayat kadininin %26’sinda Lactobacillus
tiirlerinin goriildiigii, Lactobacillerin olmadigi geri kalan grupta HIV-1’le gegisin kolaylastigi,
bu durumun Lactobacillerden salgilanan laktik asit ve H,O, ile iliskili olabilecegi

gésterilmistir76.

2.9. RNA Cesitleri ve Ozellikleri

RNA niikleotitlerden olusan polimer yapida bir niikleik asittir. Niikleotitlerin her
birinde Adenin, Guanin, Sitozin veya Urasil bazlarindan biri, bes karbonlu riboz seker ve bir
trifosfat grubu yer almaktadir. Fosfodiester baglar1 ile birbirine baglanan riboz sekerler
RNA’nin tek zincirde uzamasini saglamaktad1r77’78. RNA ile DNA arasindaki fark, DNA’da
bulunan timin baz1 yerine RNA’da urasil bazinin bulunmasi, RNA’nin tek zircirli bir niikleik
asit olup DNA’nin ¢ift sarmal olusudur. Farkli tiirde RNA’lar da bulunmakta olup inosin,
pseudouridin gibi bazlar da kullanilabilmektedir. RNA’lar hiicre igerisinde protein sentezine

aracilik eden ve bu siireci diizenleyen molekiillerdir’,
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RNA‘nin ti¢ farkli tipi olan mesajct RNA (mRNA), transfer RNA (tRNA) ve
ribozomal RNA (rRNA) yaygm bilinen RNA tipleri olsa da, gen ekspresyonu ve ekspresyon
siirecinde diizenleme ile protein biyosentezinde de gorevi olan farkli RNA tipleri de

bulunmaktadir”®.

29.1. mRNA

MRNA sentezi, RNA polimeraz enzimi sayesinde DNA’nin transkripsiyonu sonucu
gergeklestirilmektedir. MRNA’lar, DNA’da kayitli olan genetik bilgiyi alan transkripsiyon ve
translasyona katilan, almis oldugu genetik bilgiyi protein biyosentezi amaciyla ribozomlara
tastyan, tek zincirli bir niikleik asittir®®®".

MRNA iizerinde yer alan niikleotit diziler araciligiyla, aminoasitlerin sirasi
belirlenmekte, protein sentezi bu mesaja uygun sekilde yapilmaktadir. Okaryotik hiicrede
10000 farkli mRNA molekiilii bulunmakta olup sitoplazmadaki ribozomlar tizerinden protein

sentezine aracilik etmektedir®®®,

2.9.2.tRNA

tRNA’lar, mRNA iizerindeki niikleotit dizilerine uygun aminoasitleri tagimakla
gorevlidir. Iki ucu sap seklinde olan {i¢ yaprakli bir yoncaya benzeyen tRNA, tek zincirli ve
cok kivrimli bir yapidadir. Her tRNA’da spesifik bir antikodon dizisi bulunmaktadir®,
Molekiil agirhigt 23000-30000 dalton arasinda olup 70 ile 99 arasinda riboniikleotit

bulundurmaktadir®8°.

2.9.3. rRNA

rRNA, ribozomlarin yapisinda bulunmakta ve ribozom agirhiginin biiyiik bolimiinii
olusturmaktadir. Sitoplazmada bulunan RNA’larin %80’lik kismi1 rRNA’dir. rRNA’nin
gorevi, mRNA’da kodlu olan bilgiye gére uygun aminoasiti getiren tRNA’larla etkilesimi
saglamak ve uzayan polipeptit zincirine aminoasitleri aktarmaktir®. rRNA nim tiim canlilarda
korunmasi, niikleotid dizilerine bakilarak evrimsel c¢alisma yapilmasina olanak

saglamaktad1r87.
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2.9.4. Kiiciik RNA’lar
mRNA, tRNA, rRNA’ya ek olarak birbirinden farkli gérevleri olan kiigiik RNA’lar da

bulunmaktadir®®. Bunlardan bazilari;

*  MicroRNA’lar (miRNA): Uzunlugu yaklasik olarak 21-23 niikleotit dizisi boyutunda
olan tek iplikli RNA tiiriidiir. miRNA’lar kodlama yapmayan, DNA transkripsiyonu
olan protein g¢evirisi olmayan RNA’lardandir. Bu 6zelligi ile protein sentezini
engellemektedir® .

* Short interfering RNA’lar (siRNA): Yakin donemde kesfedilen RNA tiirii olup

miRNA gibi gen ekspresyonunun engellemektedir®.

Small nucleolar RNAs (snoRNAs), Small nuclear RNAs (snRNAs), PIWI interacting
RNA (piRNA) diger kiigiik RNA’lardir®* %,

Adli genetikte, su ana dek RNA tiirleri arasinda faydalanabilecek yapida oldugu
diisiiniilen ve tlizerinde caligsma yapilan RNA tiirlerinden mRNA ve miRNA’lar viicut siv1 ve
dokularmin tanimlanmasinda, rRNA’larin ise tiir identifikasyonunda kullanilabilir olup
olmadig ara$t1r11m1$t1rg4'95.

Klasik testlerle kiyaslandiginda mRNA belirteglerinin kullanimi ¢esitli avantajlar
sunmaktadir. Bu avantajlarin ilki, ¢alisilacak olan bir 6rnekten ayni anda hem DNA hem de
RNA izolasyonuna imkan saglamasidir. Viicut sivilarmin identifikasyonu amaciyla yapilan
serolojik testler ile kiyaslandiginda oldukca az bir miktarda numunenin varligr yeterli
olmaktadir. Bunun disinda bir numune de birka¢ adet mRNA belirteci kullanilabilmekte, bu
sayede olay yerinden elde edilen 6rnekten kazang saglanmakta, mali anlamda ve zaman

agisindan da tasarruf elde edilebilmektedir®®®’

. Herhangi bir viicut sivisinin tanimlanmasi
isleminde en az ikiser adet MRNA belirteci ve internal kontrol belirtecinin kullanilmasi ile
yanlis pozitif sonuglarin da oniine gegcilecegi belirtilmektedir®.

RNA analizi 4 basamakla ger¢geklesmektedir. Bunlar sirasiyla;

1- RNA’nm izole edilmesi,

2- RNA miktarinin tayini (kantitasyon),
3
4- cDNA ile elde mRNA belirteclerinin PCR ile gogaltllma51d1r(99).

Revers Transkriptaz ile cDNA sentezi (reverse transkripsiyon)
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2.10. RNA izolasyonu

RNA’nin izole edilebilmesi igin Oncelikle hiicrelerin pargalanmasi ve bu islem
sirasinda  RNA’larin hasara ugratilmamasi gerekmektedir. Trizol ya da guanidinium
izotiyosiyanat gibi soliisyonlar kullanilarak hiicrenin parcalanmasi saglanirken RNA’larin
bozulmasida 6nlenmis olur. Daha sonra hiicreler arasinda yer alan RNA uygun presipitasyon
yontemlerinden biriyle izole edilir. Bu amagla fenol kloroform, izopropanol ya da silika
temelli izolasyon yontemi kullanilabilir®*®,

Hiicrelerin yikimi sonucu elde edilen RNA’lar kaliteli olmalidir. Ayristiritlan RNA’dan
istenilen sekansi ¢cogaltabilmek i¢in ortamin DNA’dan arindirilmis olmasi, kullanilacak revers
transkriptaz enzimini olumsuz etkileyecek inhibitér bir maddenin olmamasi, ilerleyen siirecte
bir bozulmanin olmamas i¢in niikleaz enziminin bulunmamasi gerekmektedir™®.

DNA ve RNA’nin birlikte izolasyonu ile numune kaybi onlenebilmektedir. DNA ve
RNA ko-izolasyon Kitleri bu is i¢in kullanilmaktadir. Pargalanan hiicrelerden ortama gegen
DNA’lar bir silika kolona, RNA’lar da baska bir kolona baglanmaktadlr103'104.

Trizol ya da guanidinium izotiyosiyanat ile hiicreler pargalandiktan sonra, karisim
icerisinde yer alan DNA’nin silika temelli kolondan gegirilerek partikiillere baglanmasi
saglanir. Alt fazda toplanan karisim uygun pH’daki soliisyonlarla karistirildiktan sonra, kit
icinde bulunan RNA kolonundan gecirilir ve RNA’nin da tutunmasi saglanmis olur. Daha
sonra kolonlara baglanan RNA ve DNA molekiilleri ependorf tiiplere aktarilir. Bu sekilden

ayni numuneden hem RNA hem de DNA izole edilmis olur'®1%.

2.11. Miktar Tayini (Kantitasyon)

PCR oOncesinde RNA miktarinin tespiti kaliteli bir sonug¢ elde edebilmek icin
onemlidir. Ornegin, RNA miktarinin az oldugu bir durumda istenilen kalitede {iriin elde
edilemezken, cDNA miktart fazla kullanildiginda ise yanlis piklerin olugmasi s6z konusu
olabilmektedir. Arastirmacilar PCR’da kullanilacak ¢cDNA konsantrasyonunun 2-10 ng
arasinda olmasinin uygun oldugunu belirtmistir'®" %,

RNA miktarmin tespitine yonelik birka¢ yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
birinde, izole edilen RNA’nin 260 ile 280 nm’de iiriin miktar1 ve safligi dl¢iilmektedir. Bir
bagka yontemde 18S ve 28S rRNA’larinin agaroz jel elektroforezi ile ¢alisilmasidir. Fakat bu

yontemler adli amagh ¢alismalarda zayif kalmakta olup 6zgiinliigii ve hassasiyeti daha yiiksek

olan ¢ip-bazli kapiller elektroforez yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemle RNA biitiinlik
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numarasi (RIN) veya RNA nitelik indeksi hesab1 yapilmaktadir. Sadece rRNA pikleri degil
muhtemel bozunma firiinleri de dahil edilerek hesaplanmaktadir. RIN ve RQI degerleri 1’den
10’a kadar degigmektedir. RIN/RQI oraninda RNA biitiinliigii i¢in ayiric1 deger olarak en 5

kullaniimaktadir'®,

2.12.cDNASentezi

Hiicre icerisinde meydana gelen olaylardaki bilgi aktarma faaliyeti, DNA’dan
RNA’ya, sonrasinda proteinlere olacak sekildedir. Bunun yanisira, RNA’dan DNA’ya bilgi
akisinin oldugu durumlarda s6z konusudur. Bir RNA viriisii olan HIV, revers transkriptaz
enzimi aracilifiyla RNA’daki bilgileri DNA seklinde sitoplazmaya aktarmaktadir. Buradan
hareketle revers transkriptaz enzimi kullanilarak in vitro ortamda mRNA’nin DNA’ya
dontistimii saglanabilmektedir. Doniisen bu molekiile komplementer cDNA denilmektedir'™.

RNAazlar tarafindan her ortamda parcalanabilen ve dogal sartlarda kolayca
indirgenebilen RNA’nin tiim bu sebepler esliginde cDNA ile ¢ok daha rahat calisilabilecegi
ortaya konmustur. dNTP’ler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), primerler, reverse transkriptaz
enzimi ve kaliplar halinde kullanilan izole RNA molekiilleri, cDNA sentezinin in vitro sentezi
icin gereklidir. cDNA ilk zincir sentezinin saglanabilmesi i¢in hazirlanan karigimin optimum
sicaklikta dinlendirilmesi, ilk sentezde meydana gelen CDNA’nin ikinci zincirinin
sentezlenmesi iginse ortamdaki RNA’nin elimine edilmesi gerekmektedir'**.

Ug degisik primer cDNA sentezi i¢in kullanilabilmektedir. 3’ polyA kuyruguna sahip
olan tiim RNA’larin es zamanl olarak ¢cDNA’ya doniisimii saglanmak istenirse oligo-dT
primerinin; tek bir RNA dizisinden ¢cDNA doniisimii saglanmak istenirse de o RNA
sekansina baglanmasi saglanacak 0zgiil primerlerin kullanilmasi uygun olacaktir. Rastgele
primerlerden olusturulan karigimlar ise genoma dagilmis halde bulunan tiim RNA’lardan
cDNA iiretiminde gereklidir. Reverse transkriptazlar uzun RNA’larin 5’ wucuna
erisemeyeceginden, RNA’nin 5’ ucunun ¢cDNA’ya doniisme ihtimalinin artmasi ile kisa
CcDNA pargalariin da sentezi rastgele primer karisimlar: kullaniminin en biiyiik kazanimidir.
Piyasalardan ¢ok ¢esitli olan 6zel cDNA sentez kitleri temin edilebilmekte, cDNA {iretimi

kolaylikla yapilabilmektedir™*#*,
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2.13. PCR

In vitro kosullarda DNA parcasinin gogaltilabilmesi ydntemine PCR denmektedir.
Kalip DNA, forward ve reverse primer ¢ifti, reaksiyon tamponu, dNTP’ler, DNA polimeraz
enzimi ve MgCl, PCR teknigi i¢in gereklidir. Oncelikle yiiksek sicaklikta (90-95°C)
bekletilerek karisimdaki ikili DNA sarmalinin birbirinden ayrilmasi saglanir, devaminda
sicakhigin derecesi azaltilir (50-70°C). Boylece cogaltilacak DNA segmenti iizerinde
oligoniikleotid primerlerinin karsilikli baglanmasi gerceklestirilmis olur. Burada bilinmesi
gereken PCR dongiileri arasindaki ikili sarmalin agilmasini saglamak ic¢in uygulanan yiiksek
sicaklik derecelerine, soliisyonda bulunan DNA polimeraz enziminin dayanikli oldugudur®®.
Primerlerin baglanmasini takiben sicaklik polimerizasyon i¢in uygun dereceye (70-75°C)
getirilir. Bununla beraber primerlerin uzamasi saglanir ve iki primer arasindaki bolge
sentezlenmis olur. Sarmallarin tekrar denatiire edilmesi, yeni primerlerin baglanmasi ve DNA
dretiminin seri olarak devam etmesi saglanir. Seri 20’ye ulasgtiginda hedeflenen DNA
segmenti 1 milyon katina ¢ikarilmis olur'®.

Iki farkli PCR y&ntemi adli alanda RNA ¢alismasi i¢in kullanilmaktadir. ilki reaksiyon
sonucunda iiriin olusmas1 ya da olugsmamasma ait kalitatif/semi-kalitatif sonuglarin
elektroforez yontemi ile elde edilebilen kalitatif PCR (end-point normal PCR), ikincisi
kantitatif sonuglar elde edebilen kantitaif real-time PCR (qQRT PCR) yontemidir'"’. ikinci
PCR yo6nteminin normalden farkli oldugu noktalar, standart DNA kontrolleri araciligiyla PCR
islemi boyunca hedef DNA degisim ve miktarimin takibinin yapilabilmesi ve kullanilan
floresan boyalardir. qRT-PCR islemi sonrasi liretilen DNA bantlarinin gézlemlenmesi i¢in
0zel elektroforez tekniklerine gerek yoktur. Tam da bu yontemle calisan bu prosediirde
minimal miktarlardaki {trtinler gosterilebilmekte, normal PCR’a kiyasla ¢cok daha hassas
oldugu yapilan caligmalarda gﬁsterilmektedirllS. Diger yandan, farkli floresan boyalarin
kullanimi, normal PCR yonteminde de saglanarak fazla sayidaki 6rnegin es zamanli gdsterimi
multiplex PCR teknigi ile miimkiin kilinabilmektedir.

Adli alanda minimal miktardaki 6rnekten azami yanitlarin alinmasi ¢ok fazla 6nem arz
ettiginden kosullar en uygun halde saglanip multiplex PCR reaksiyonlari hazirlanmaktadir™.
Spesifik primerlerin degisik renklerdeki floresan molekiiller aracilifiyla boyanmasi ile hem
ayni hem de farkli viicut sivilari i¢in belirlenmis mRNA belirteglerinin tiimiiniin es zamanlh
analizini saglamaktadir. Doku kimliklendirilmesi basta olmak {izere 19 mMRNA belirtecinin es
zamanli olarak analizinin saglandigi ¢alismalar rapor edilmektedir'?.

Multiplex PCR’da her seferinde ayni, kaliteli ve saglikli sonuglar elde edebilmek icin

dikkat edilecek bazi hususlar mevcuttur. Bunlar arasinda, ¢cDNA konsantrasyonunun
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diizenlenmesi, multiplex reaksiyon i¢in en uygun PCR parametrelerinin ayarlanmasi, primer
ciftlerinin  karsilikli  inhibisyonunu  engelleyecek  konsantrasyonlarda  hazirlanmasi
bulunmaktadir. Ayrica bir baska dikkat edilmesi gereken husus da multiplex PCR
degerlendirmelerinin yapilmasina azami 6zenin gésterilmesidirlzl.

Son birkag senedir viicut stvilar1 kimliklendirmesinde yeni bir yaklasim olan RT-PCR

ile multiplex RNA profilleme rapor edilmektedir?*%.

Calismalar, viicut sivilarinin
kimliklendirmesinde RT-PCR uygulamasinin katkisinin olabilecegini de gozler Oniine

sermistir.

2.14. Otomatik Kapiler Elektroforez

Ince kapiler kolonlarda elektroforezin saglandigi elektrokinetik bir ayristirma
yontemidir. Bu yontemin esasi; kapiler kolon, detektor, yiiksek voltaj kaynagi, 6rnek kabi,
veri ¢ikisi, kaynak ve hedef siseler, elektrodlar, yonetim cihazindan olusmaktadir (handling
device). Elektrokinetik enjeksiyon yontemi ile kolon igerisine alinan floresan boyali PCR
iirlinlerinin boyutlar1 dahilinde en kiigiik iiriiniin en ¢abuk sekilde kolonda bulunan polimer
icerisinde ayristirilmasi, otomatik kapiler elektroforez cihazi ile elde edilmistir. Bu eldenin
saglanmasindaki basamaklar, ayristirtlmis trlinlerin kapiler kolon sonunda mevcut bir géz
vasitasi ile lazer 1sikla karsilastirilmasi, floresan boyali PCR dirlinlerden yayilan floresan
1s518in kamera vasitast ile bir araya getirilmesi ve bir araya getirilen verilerin bir yazilim
vasitasi ile yorumlanmasidir'?®. Son derece hassas olan bu metot ile minimum miktardaki
orneklerde azami verimlilige sahip sonuglar elde edilmis olup, yiirimenin diger metotlara

kiyasla ¢ok daha seri gergeklestigi saptanmustir®.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismaya 04.04.2016-20.06.2016 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Poliklinigine gelen goniilliilerden
alinan vajinal sirtintii 6rnekleri dahil edilmistir. Alinan 6rnekler de 3 Lactobacillus tipinin
(Lgas, Lcris, Ljen) vajinal enfeksiyon ve postmenopozal doneme bagli olarak etkilenip
etkilenmedigi arastirilmistir. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan gerekli
izinler alinmistir. Goniilliller c¢alisma hakkinda yazili ve s6zli onami alinarak
bilgilendirilmistir. Proje kodu TTU-2016-5499 olan bu ¢alismanin yapilabilmesi igin

Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden maddi destek saglanmistir.

3.1. Orneklerin Secim Kriterleri

Kadm Dogum ve Hastaliklar Infertilite Poliklinigine gebe kalabilmek amaciyla gelen
kadinlardan herhangi bir rahatsizli§1 olmayan, yapilan fizik muayene ve tetkikler sonucunda,
fiziksel ve hormonal agidan normal, herhangi bir ilag kullanimi s6z konusu olmayan
goniilliilerden alinan 30 6rnek kontrol grubu olarak alinmistir.

Kadin Dogum ve Hastaliklart Jinekoloji Poliklinigine yillik menopoz kontrol
muayenesi amaciyla gelen kadinlardan herhangi bir rahatsizligi olmayan, yapilan fizik
muayene ve tetkikler sonucunda, fiziksel agidan normal, herhangi bir hormonal ilag kullanimi
s0z konusu olmayan goniilliilerden alinan 30 6rnek postmenopozal grup olarak alinmistir.

Kadim Dogum ve Hastaliklar1 Jinekoloji Poliklinigine pis kokulu vajinal akinti ve
kasint1 sikayetiyle gelen, yapilan muayene ve tetkikler sonrasi vajinal enfeksiyon tanisi alan,
antimikrobial tedavi Oncesindeki goniilli hastalardan 31 6rnek alinarak enfeksiyon grubu

olusturulmustur.

3.2. Orneklerin Alinmasi

Muayene Oncesi sOzlii ve yazili onami alinan goniillillerden Ornekler alinmustir.
Vajenden ornek aliminda tek kullanimlik, steril, yaglanmamis ve ambalaj igerisinde yer alan
spekulum kullanilmigtir. Litotomi pozisyonu verilerek spekulum vajene sokulmustur. Steril

pamuklu vajinal svap ile posterior forniks ve vajen duvarindan 360° yavasca dondiiriilmek
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suretiyle ornekler alinmistir. Alinan 6rnekler RNA izolasyonu yapilana kadar -20 °C de

saklanmistir.

3.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Kapillerelektroforez cihazi (3130 Genetic Analyzer, ABI)

Vortex: Elektromag M16

Derin dondurucu: Bosch GSD261161D

Mikropipet: Costar, ependorf

Ependorf tiipleri: Istya dayanikli, hacim kapasiteleri sirasiyla 0,5ml, Iml, 1,5ml ve
2 mi

Pipet uglari: Steril filtreli 10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, pipet uglar

Buzdolabi: Altus, Philco

Mikrosantrifuj ~ cihazi:  Hettich  Universal 30  Fleksiyon, EBA-12
(HettichZentrifugen),

Termocycler cihazi: Applied Biosystem, GeneAmp PCR System 9700

Beybi 21 no’lu bistiiri ucu

Quibit fluorometre (invitrogen)

3.4. Caismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

RNA kantitasyon kiti (invitrogen a32855)

Superscript VILO cDNA sentez kiti (Life Tech)

Proteinaz K (Life Technologies)

AllPrep DNA/RNA/mIRNA Universal Kiti (Qiagen)
Performance optimized polymer (POP 7) (AppliedBiosystems)
LIZ 500-Genescan Size Standard (AppliedBiosystems)
Formamid (AppliedBiosystems)

Dithiothreitol (Life Technologies)
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Cizelge 4. Cahsmada kullamlan primerler (F: Forward, R: Reverse)

MRNA Primer dizisi (floresan boya)
belirteci

Vajinal Ljen F:PET- Roeder
sekresyon (16S AAGTCGAGCGAGCTTGCCTATTGAAAT 2013

ribozomal R:CGCCTTTTAAACTTCTTTCATGCGAAAGT

RNA) AGC
Vajinal Lgas F: FAM- CATCGAGAAAGCCAAGCGGAAGC | Roeder
sekresyon (16S-23S R: GATCATTGCTTACTTACTGCTCCCCG 2013

intergenic

spacer

region)
Vajinal Lcris F:NED- Roeder
sekresyon (16S-23S GTATCCAGAGCAAGCGGAAGCACAC 2013

intergenic

spacer R:GCATCTCTGCATTGGGTTCCCCC

region)
Kontrol GAPDH F: VIC-TCTTCACCACCACGGAGAA Haas
genl R: AGGGGGCAGAGATGATGAC 2009
Kontrol UCE F:VIC-AATGATCTGGCACGGGACC Fleming
gen 2 R:ATCGTAGAATATCAAGACAAATGCTGC 2010

3.5. AllPrep DNA/RNA/mMiRNA Universal Kiti ile DNA/RNA Ekstraksiyonu
Vajinal siirintii  orneklerinin  tiimiinde DNA/RNA  ekstraksiyonu sirasinda kit

protokolii izlendi.

3.5.1.Niikleik Asit izolasyonu

1. Siriinti ¢ubuguna ait pamuklu alanin yarisi, 21 no’lu steril bistiiri ile
ayristirildiktan sonra 1.5 ml’lik tiipler igerisine yerlestirildi.

2. Daha onceden hazirlanan RLT Plus ve Dithiotreitol karistmindan 350 pl, 1.5

ml’lik tiipler {izerine eklendi. Pamuk iizerinde yer alan siiriintii materyalinin s1viya
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gegmesi i¢in 30 dakika kadar beklendi. Sonrasinda 0.9 mm kalinliginda igne
ucuyla 1.5 ml’lik tiipe eklenmis olan karisim 5 kez ¢ekip birakildi.

Koplirmenin 6nlenmesi amaciyla Ornekler 20000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi.

Alman 6rnekler mor renkli 2 ml’lik DNA koleksiyon tiiplerine aktarildi. 30 saniye
20000xg’desantrifiij edildi. Tiipiin alt kisminda kalan numune RNA izolasyonu
icin ayrildi. Silika kolonlara tutunan numune ise daha sonra DNA

izolasyonuamaciyla buzdolabina (+4°C) kaldurild:.

3.5.2. Total RNA izolasyonu

1.

10.

2 ml’lik DNA koleksiyon tiiplerinin alt fazinda kalan sivi iizerine RNA
izolasyonuicin 50 pl Proteinaz K eklendi. Daha sonra pipetle birkag kez
karigtirildi.

Bu karisima 200 pl saf etanol ilave edildikten sonra yine ¢ekip birakarak birkag
kez daha karistirildi.

Elde edilen karisim oda sicakhiginda (20-25°C arasinda) 10 dakika beklemeye
birakildu.

400 pl’lik saf etanol, 10 dakika bekletilen karigima eklendi. Birka¢ kez ¢ek-birak
islemi uyguland:.

Karigim daha sonra RNA kolonlarina aktarilip 20000 x g’de 15 saniye santrifiije
edildi. Alt fazda kalan kisim dokiildii.

RNA kolonlarina500 ul Buffer RPE eklendi. 20000 x g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Alt fazda kalan kisim dokiildii.

Farkl1 bir tiipe 10 pl DNaz-1 stok soliisyonu ile 70 ul Buffer RDD eklendikten
sonra ¢ek-birak seklinde birka¢ kez karistirildi. Elde edilen karigim (80 ul) RNA
kolonuna aktarildi ve 15 dakika beklemeye birakild:.

RNA kolonlarina 500 ul Buffer FRN eklendi. 20000 x g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Alt fazda kalan kisim dokdildii.

2 ml’lik yeni alt tip ¢ikartildi. Santrifiije edilen kolon filtre bos filtre lizerine
aktarildi, alt faz kolona yeniden konuldu. Daha sonra 20000 x g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Alt fazda kalan kisim dokiildii.

RNA kolonlarma 500 pl Buffer RPE eklendi. 20000 x g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Alt fazda kalan kisim dokdildii.
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11.
12.

13.

500 pl saf etanol kolonlara eklendi. 20000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Her 6rnege bir adet bos tiip olacak sekilde, silika kolon bos tiiplere yerlestirildi.
Tiipler 20000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Bos tiipler tizerine alinan silika kolonlara 30ul RNaz-free su eklendi. 1 dakika oda
sicakliginda beklendikten sonra 8000 x g’de 1 dakika santrifiije edildi. Kolondan
elde edilen RNA daha sonra cDNA c¢alisilmak {izere derin dondurucuda (-ZOOC)
sakland:.

3.5.3. Genomik DNA izolasyonu

1.

=

© o k~ w N

Niikleik asit izolasyonu asamasinda DNA izolasyonu i¢in buzdolabina kaldirilan
DNA bagl silika kolonlarin iizerine 350 pul Buffer AW1 eklendi. 20000 x g’de 15
saniye santrifiij edildi. Alt fazda kalan kisim dokiildii.

Farkl1 bir tiipte her bir 6rnek i¢in 20 pl Proteinaz K ve 60 ul Buffer AW pipetle
birkag kez ¢ek birak seklinde karistirildi ve o6rneklere eklendi.

5 dakika oda sicakliginda bekletilen kolon filtrelere 350 ul yikama tamponu
(Buffer AW1) eklendi. 20 000 x g de 15 saniye santrifiij edildi. Alt fazda kalan
kisim dokiildii.

Kolonlara yikama tamponu olarak 500 pl Buffer AW2 eklendi. 20000 x g’de 2
dakika santrifiij edildi.

Kolonlar yeni bir tlipe alindi. Filtre tizerine 100 ul Buffer EB eliisyon tamponu
eklendi. 1 dakika oda sicakliginda beklendi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen DNA ornekleri PCR yapilana kadar derin dondurucuya (-20°C )
kaldirildu.

. RNA Miktar Tayini

Her bir 6rnek icin Quant-iT™ tamponundan 199 pL ve Quant-iT™ RNA
ayiracindan 1 pL alinarak ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

Bu karisimdan hazirlanan 190 pL ependorf tiiplere dagitildu.

IuL RNA ve 9 uLL TE tamponu tiiplere eklendi.

2-3 saniye vorteks ile karistirildu.

Oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

Qubit fluorometre ile 6rneklerin RNA miktarlar1 okundu.
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3.7. cDNA Sentezi
Superscript VILO cDNA sentez kiti kullanilarak ekstrakte edilen RNA 6rneklerinden
CDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi asagida belirtilen miktarlara gore “GeneAmp PCR
System 9700” PCR cihazinda yapildi.

Kullanilan malzemeler miktar
5X VILO™ Reaksiyon karisimi 4 ul
RNA ornegi 100 ng
10X SuperScript®Enzim  karisimi 2 ul

Toplam hacim geri kalan miktar icin saf su kullanilmak suretiyle 20 ul’ve tamamlandi.

RT-PCR protokolii (cDNA sentez protokolii)
1. Asama: 25°C’de 10 dakika

2. Asama: 42°C’de 60 dakika

3. Asama 85°C’de 5 dakika

3.8. PCR Protokolii
cDNA sentezi yapilan iiriinlerin PCR’1 toplam 10 pl’lik reaksiyon hacminde olacak
sekilde asagida belirtilen miktarlarda malzeme kullanilarak hazirlandi.  Multiplex

reaksiyonlarda eklenen her primer ¢ifti i¢in belirlenen 0.1 pl i¢in suyun hacmi azaltildi.

Kullanilan malzemeler miktar
PCR master mix Sul
Hedef markirlar

L. gasseri 10 nmol
L. crispatus 5 nmol
L.jenseni 10 nmol
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Internal kontrol markirlar

UCE 5nmol
GAPDH 5nmol
cDNA 1 ul

Toplam hacim geri kalan miktar icin saf su kullanilmak suretiyle 10 ul’ve tamamlandi.

Hazirlanan karisim igin uygulanan PCR dongii parametresi altta aktarilmistur.
PCR parametresi

1. Asama: 95°C’de 15 dakika

2. Asama : 94°C’de 30 sIniye

57°C’de 90 saniye
72°C’de 60 saniye
8. Asama 72°C’de 10 dakika

35 dongii

3.9. Orneklerin Otomatik Kapiler Elektroforez Cihazinda Yiiriitiilmesi
PCR ile elde edilen iiriinler icin kapiller elektorforezinde kullanilmak {izere asagida
belirtilen miktarlarda karisimlar hazirlanmistir. Ornekler 3130 kapiler elektroforez cihazinda 3

kV enjeksiyon voltaji, 10 saniye enjeksiyon siiresi ve 15 kV yiiriime voltajinda yiiriitiildd.

Kullanilan malzemeler miktar
Formamid 4.7 ul
L1Z 500 0.1 ul
PCR iiriinii 0.2 ul
Toplam 5.0 ul
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4. BULGULAR

Istatistiksel olarak anlamli sonuca erisebilmek adina her grup igin en az 30 &rnek
alinmas1 hedeflenmistir. Bu noktada caligmamiza katilan goniillillerden sirastyla kontrol
grubu igin 30, enfeksiyon grubu i¢in 31, postmenopozal grup igin 30 6rnek alinmistir. Gruplar
yas ortalamalar1 ve Lactobacillus tiirlerinin varligina gore incelenmistir. Verilerin istatistiksel
analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket programi kullanildi. Kategorik 6l¢timler
saylt ve yiizde olarak, sayisal Olglimlerse ortalama ve standart sapma olarak ozetlendi.
Kategorik 6l¢timlerin gruplar arasinda karsilagtirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi.

Kontrol grubunun yas araligi 21-45 yas arasinda olup yas ortalamasinin 31.8 oldugu,
enfeksiyon grubunun yas aralign 19-47 yas arasinda olup ortalamasinin 37.2 oldugu,
postmenopozal grubunun yas araligt 44-70 yas arasinda olup yas ortalamasinin 56.8 oldugu

gortildii (gizelge 5).

Cizelge 5. Yas araligi tablosu

GRUP OLGU YAS ARALIGI YAS ORT.
Kontrol 30 21-45 31.8+5.9
Enfeksiyon 31 19-47 37.2+9.3
P.Menopoz 30 44-70 56.8 £7.4

Arastirdigimiz Lactobacillus tiirleri olan Lgas, Lcris, Ljen olusturulan 3 gruba gore

sirastyla incelendi.

4.1. Lactobacillus gasseri

Kontrol grubunda yer alan 30 olgunun 28’inde Lgas oldugu, yalnizca 2 olgu da
aradigimiz bakterinin olmadig goriildii. Kontrol grubuna goére enfeksiyon ve postmenopozal
yas grubu analizine baktigimizda; enfeksiyon grubunda yer alan 31 olgunun 21’inde Lgas

pozitif oldugu, 10 olgu da ise bakterinin saptanamadigi goriildi (grafik 2).
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Benzer sekilde post menopozal donemdeki olgularin 15’inde Lgas saptanirken 15’inde
olmadigr goriildi. Yapilan istatistiksel analiz hem enfeksiyon grubunda hemde
postmenopozal grupta aradigimiz bakteri tiirlinlin saptanma oraninda anlamli bir azalma

oldugunu gostermistir (p<0,001).

Kontrol Enfeksiyon Postmenapozal

Yok
50%
Yok

7%

Var
50%

Grafik 1. Lactobacillus gasserinin Gruplara Gére Yiizdelik Dilimleri
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Grafik 2. Lactobacillus gasserinin Gruplara Gore Saptanma Durumu
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4.2. Lactobacillus crispatus

Kontrol grubunda yer alan 30 olgunun 29’unda Lcris oldugu, yalnizca 1 olgu da
aradigimiz bakterinin olmadig goriildii. Kontrol grubuna goére enfeksiyon ve postmenopozal
yas grubu analizine baktigimizda; enfeksiyon grubunda yer alan 31 olgunun 26’sinda L.cris in
pozitif oldugu, 5 olgu da ise bakterinin saptanamadig1 goriildii. Postmenopozal donemdeki
olgularm 16’sinda Lcris saptanirken, 14’inde olmadigi goriildii. Yapilan istatistiksel analiz
sonucu kontrol ve enfeksiyon grubuna gore postmenopozal grupta aradigimiz bakteri tiiriiniin

saptanma oraninda anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0,001).

Kontrol Enfeksiyon Postmenopozal

Yok
47%
Yok

3%

Grafik 3. Lactobacillus crispatusun Gruplara Gore Yiizdelik Dilimleri
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Grafik 4. Lactobacillus crispatusun Gruplara Gore Saptanma Durumu
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4.3. Lactobacillus jenseni

Diger iki bakterinin aksine kontrol grubunda da diisiik oranda saptandi. 30 olgudan
ancak 15’inde Ljen’in oldugu, 15’inde ise olmadigi goriildii. Lcris’te oldugu gibi kontrol
grubu ile enfeksiyon grubunda anlamli bir fark olmadigi, 31 olgunun 14’iinde Ljen’in pozitif
oldugu, 17’sinde saptanamadig1 goriildii. Postmenopozal dénem olgularinda ciddi bir azalma
olup 30 olgudan sadece 2’sinde Ljen saptanirken 28’inde olmadigi goriildi. Yapilan
istatistiksel analiz sonucu kontrol ve enfeksiyon grubuna gore postmenopozal grupta

aradigimiz bakteri tiiriiniin saptanma oraninda anlamli bir azalma oldugu goriildii (p<0,001).

Kontrol Enfeksiyon Postmenapozal

Var
7%

Grafik 5. Lactobacillus jenseninin Gruplara Gére Yiizdelik Dilimleri
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Grafik 6. Lactobacillus jenseninin Gruplara Gore Saptanma Durumu
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Her {i¢ Lactobacillus tiirii birlikte degerlendirildiginde Lgas enfeksiyon durumunda
duyarliliginin daha fazla oldugu, postmenopozal dénemde ise tiim bakteri tiirlerinin saptanma

oraninda azalma oldugu gorildii.

30

25

20

O L.gasseri

15 B L.crispatus

O L.jenseni

10

kontrol enfeksiyon p menopoz

Grafik 7. Lactobacillus Tiirlerinin Gruplara Gére Saptanma Durumu

Calismamiz da her ii¢ bakteri tliriiniin ikili ve iicli kombinasyonuna bakildiginda,
Lgas ve Lcris’in her ii¢ grupta birlikte bulunma oranlarinin daha yiiksek oldugu, Lgas, Lcris
ve Ljen’in olusturdugu Ttgclii kombinasyon ile L.gas ve L.en’in olusturdugu ikili
kombinasyonlarda ise L.jen’in saptanma oranlarindaki diisiise bagli olarak diisiis oldugu

goriildii (Cizelge 6).

Cizelge 6. Lactobacilluslarin birlikte bulunma durumlari

GRUP KONTROL ENFEKSIYON P.MENOPOZAL
Lgas+Lcris+Ljen 15 10 2

Lgas+Lcris 28 20 15

Lgas+Ljen 15 10 2

Gruplar igerisinde Lactobacilluslarin hi¢ olmadig1 ya da en az bir veya iki bakterinin

bulundugu durumlara bakildiginda, kontrol grubundaki olgularin %3.3’iinde, enfeksiyon
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olgularinin %12.9°’unda, menopoz sonras1 olgularda ise %46.6’sinda hicbir bakterinin

saptanamadig goriilmektedir (¢izelge 7).

Cizelge 7. Lactobacilluslarin varhk-yokluk durumlari

GRUP KONTROL ENFEKSIYON P.MENOPOZAL
Herhangi iki | 28 24 15

bakterinin oldugu

En az bir bakterinin | 29 27 16

oldugu

Hi¢bir  bakterinin | 1 4 14

olmadig:
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5. TARTISMA

Adli olaylarda viicut sivi identifikasyonu, olay yerinin reanimasyonu ve olaymn
aydinliga kavusmasinda ciddi oneme sahiptir. Ornek verecek olursak; spesifik bir madde
iizerindeki genital spesmen varligi cinsel aktiviteyi, maktul iizerindeki tiikiirtik varligi 1sirilma
eylemini diisiindiirebilir®'?°,

Vajinal spesmenin hangi nesne iizerinde mevcut oldugu da (kiyafet, mobilya) cinsel
saldir1 varligi diistintilen olgularda 6nem arz etmektedir. Bu sekildeki biyolojik 6rnegin spatial
lokalizasyonu eylemin istemli veya istemsiz oldugu konusunda kanaatimizi veyahut
sliphelinin/magdurun beyanini gii(;lendirebilir3’4.

Glniimiizde immiinolojik ve enzimatik kitlerden c¢ok c¢esitli biyolojik sivinin
identifikasyonunda faydalanilmaktadir. Semende semegolin antijeni/prostat spesifik antijeni,
tikiiriik sivisinda amilaz, lekelerde kana ait glikoforin/hemoglobin gosterilmesi ile idrarda
Tamm-Horsfall protein varligini kanitlayan spesifik antikorlar iiretilmistir. Vajinal sivi
varliginin gosterilmesi i¢in kullanilan yontemler ise ¢ok daha karmagiktir®. Suglu oldugu 6ne
stirilen sahsin penisi lizerinde vajinal sekresyon artiginin gosterilmesi i¢in ilk olarak vajina
epitel hiicresinde mevcut glikojenin Lugol-iyodin reaksiyonu ile tanimlanmasi ilk kullanilan
yontemlerdendir. Lakin, erkegin iiriner sisteminde de Lugol pozitif boyanan epitel hiicre
mevcudiyetinin  gosterilmesi ile adli tip uygulamalarinda bu metodun kullanimini
azaltllmlstlrg. MUC-4, HBD-1, ESR-1 mRNA’larinin RT-PCR aracili arastirmalar1 vajinal
sekresyonun tanimlandirilmasinda kullanilmastir.

Son doénemlerde, vajinal sivinin tanimlanmasinda Lgas, Lcris ve Ljen bakteri
RNA’larimin kullanilabilecegini destekleyen ¢alisma sonuglart alinmistir. Bu ¢alismada bu ¢
bakteri tiirliniin normal popiilasyonda, vajinal enfeksiyonu olan olgularda ve post menopozal
yas grubunda bulunma durumlarina bakilarak adli amagl vajinal sivilarin tanimlanmasinda
rutin olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.

Vajinal ortamda dominant olarak bulunan Lactobacillus tiirleri etnik gruplara gore
farklilik gosterebilmektedir. Amerika’da beyazlar, siyahlar, asyali ve ispanyolca konusan
irklar tizerinde yapilan ¢alismalarda L.iners, Lcris, Lgas ve Ljen in gruplar arasinda degisen
diizeylerde oldugu tespit edilmistir'®. Bir calismada saglikli kadinlarin vajinal florasinda
L.acidophilus, Lcris ve Ljen’i en yaygin vajinal Lactobacil tiirleri olarak tanimlamiglardir™.

Vajinal floradaki baskin Lactobacillus tiirlerinin tespitine yonelik bir bagka ¢alismada Tiirkiye
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ve Amerika’da Lgas ve Lcris‘in en baskin kombinasyon olduklari belirtilmistir">",

Calismalarda da goriildiigii iizere baskin olan Lactobacillus tiirleri degisebilmekle birlikte
Lcris tiim popiilasyonlarda varligi gosterilmistir.

Yaptigimiz bu calismadaki kontrol grubunda; Lgas ve Lcris birlikte saptanma
oranlarmin %93.3 oldugu, Ljen ile birlikte her ii¢ bakterinin bulunma oranmin ise %50
seviyesinde kaldig1 goriildi. Ljen disindaki diger iki bakterinin vajinal sekresyonun
tanimlanmasinda ideal bir kombinasyon oldugu anlagilmistir. Daha once vajinal sivinin
identifikasyonuna yonelik her {i¢ bakteri mRNA’larinin arastirildigi 41 6rneklik bir calismada;
orneklerin menstriiel siklusun farkli evrelerinde alindigi, Lgas i %73.2, Leris’in ise %68.3
oranindan oldugu125, bir baska calismada 14 vajinal siiriintii 6rneginin tamaminda, bir diger
calisma da ise 10 vajinal siiriintiiniin hepsinde Lgas ve Lcris’in birlikte saptandigi

1271128 Calismamizda da goriildiigii iizere Lgas ve Lcris birlikte cok yiiksek oranda

gorilmistiir
tespit edilebilmektedir.

Calismamizda vajinal enfeksiyon tanisi alan olgulara bakildiginda; Lgas %68, Lcris
%84, Ljen %45 oraninda saptandigi gortildi. Lgas in diger iki Lactobacillus tiiriine kiyasla
enfeksiyon durumunda anlamli oranda azaldigi, hassasiyetinin daha fazla oldugu, Lcris ve
Ljen’de anlamli oranda olmasa da bir miktar azalma oldugu goriildi. Vajinal florada
degisiklik yapan nedenler arasinda; antibiyotik, sitostatik, kortikosteroid, antiviral, antifungal
ilaglar ve radyoterapi, vajen dusu, cerrahi ve radyoterapi sonrasi gelisen malformasyon ve
anatomik deformiteler, kistler, himen, polipler, immunsupresyon durumlari (AIDS, vb) tedavi,
yaglanma veya oral kontraseptif kullanim1 nedeniyle olan hormonal degisiklikler, kontrolsiiz
diyabet, yabanci cisimler (RIA, Diyafram, Tampon vb.) ve spermisit ajanlar bulunmaktadir®.
Bu faktorlere bagli olarak vajinal florada baskin olan Lactobacilluslar azalmaktadir.
Lactobaciluslarin diger patojen mikroorganizmalarin epitel hiicre reseptorlerine tutunmalarini
engellemesi, hidrojen peroksit, bakteriosin, bakteriosin benzeri maddeler ve biosiirfaktanlar
gibi antimikrobiyal maddeleri iireterek mikrogevreyi yasanamaz hale getirmeleri vajinal
enfeksiyon olusumunu engellemektedir®*>**®. Fakat azalan Lactobaciluslarla birlikte BV,
candida vajiniti, trikomoniyazis gibi vajinal enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir.
Calismamizda da goriildiigi tzere Lgas 'da daha fazla olmakla birlikte her 3 Lactobacilus

tiiriinlin saptanma oranlarinda diisiisler olmustur.
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Bu calismada arastirilan bir baska grup ise menopoz sonrast donemdir. Menopoz
sonrast donemdeki Lactobacillus tiirlerinin saptanma durumuna bakildiginda kontrol ve
enfeksiyon grubuna kiyasla menopoz doneminde Lactobacillus varliginin anlamli derecede
azaldigi, oranlarin ise Lgas i¢in %50, Lcris i¢in %53, Ljen igin %7 oldugu saptanmustir.
Saglikli kadinlarda hayatin farkli evrelerinde vajinanin fizyolojik kosullar1 da
degisebilmektedir. Puberte Oncesi ve sonrasi ile menopoz sonrast donemde hormonal
diizeylerdeki degisim ve bunun sonucunda Ostrejen miktarindaki artis ya da azalis
beraberindelactobaciluslar1  da etkilemektedir. Yenidogan ve postpubertal donemde
Lactobaciluslarda artis goriiniirken, prepubertal ve postmenopozal dénemde ise azaldigi

gt')riinmektedir‘q'l’129

. Bu ¢aligmada benzer sekilde her {i¢ Lactobacillus tiiriinde de hormonal
etkilere bagli olarak saptanma oraninda diisiisler olmustur.

Vajinal sekresyonun tespitine yonelik son donemlerde vajinal mukusun major
komponenti  olan  MUC-4 ile vajinal  antimikrobialpeptit olan  HBD-1
kullanilmaktadir'®*2%130131 " &zellikle MUC-4 iizerine yapilan bazi ¢alismalara bakildiginda,
reproduktif donemdeki kadinlardan alinan vajinal siiriintii 6rneklerinin tamaminda MUC-4’iin
goriilebildigi, menopozal donemdeki kadinlarin ise hi¢ birinde saptanamadigi goriilmiistiir.
Yaslar1 25 ile 50 arasinda degisen kadinlardan alinan vajinal siiriintii 6rneklerinin 33’iinde
MUC-4 saptanirken 9’unda olmadig belirtilmektedir. MUC-4’{in saptanamadig1 bu 9 olgunun
ise tamaminin postmenopozal dénem kadimnlara ait oldugu ifade edilmistir’. Bu durum
hormonal etkilere bagli olarak gelisen vajinal atrofi ve vajinal kuruluk nedenli olarak
aciklanmistir. Fakat bizim c¢alismamizda ise Ozellikle Lgas ve Lcris kombinasyonunun
postmenopozal donemde azalmasmma ragmen %50’lere varan oranlarda saptandigi
gorilmiistiir.

Bunun disinda MUC-4 ve beraberinde HBD-1’in hedef doku disinda tiikriikte de
goriilebildigi, bu nedenle tiikriige spesifik olan STATH ve HTN3 markirlarinin da
kullanildigi, mevcut materyalin saliva olmadigi anlasildiktan sonra vajinal sivi olabilecegi
belirtilmektedir***. Arastirdigimiz Lactobacillus tiirlerinin tiikriik ve semende olmamasi,
MUC-4 ve HBD-1’e kiyasla bir avantaj olup ekstra bir markir kullanimima gerek
duyulmamaktadir 4-12 yas arasi puberte Oncesi alinan vajinal siirlintiilerde ve antibiyotik
kullanim1 sonrasi Lactobaciluslarin azaldigr olgularda MUC-4’iin saptanabildigi, bu gibi

durumlarda kullaniminin daha etkili olabilecegi belirtilmektedir'?,
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6. SONUC

Kontrol grubu olarak segilen olgularin %93’iinde Lgas ve Lcris bakteri
RNA’larmin her ikisi de bulunurken, her ii¢ bakterinin bulunma orani %50’ye
diigsmiis; ancak orneklerin tamaminda her ii¢ bakteriden ikisi saptanmaistir.
Enfeksiyon tanisi alan olgularda Lgas bakteri RNA’smin saptanma oraninda
anlamli bir azalma olmakla birlikte; diger iki bakterinin bulunma oranlarinda
anlamli bir degisiklik olmamistir. Bununla birlikte; enfeksiyon tanisi alan
olgularin %12.9’unda test edilen ii¢ bakteriden hi¢biri saptanmamustir.

Calisilan postmenopoz doénemdeki olgularin ancak %6.6’sinda her {i¢ bakteri
RNA’s1 tanimlanabilmistir. Bununla birlikte Lgas/Lcris kombinasyonu ise
%350’dir. Bakterilerden herhangi birinin bulunma orani ise %53.3 iken hig¢ bakteri
bulunmama orani %46.6’d1r.

Sonug¢ olarak enfeksiyon tanisi alan %12.9 oraninda ornekle ile postmenapoz
olgularin %46.6’sinda hi¢ bakteri tanimlanmamis olmasi, vajinal sivinin veya
lekenin tanimlanmasinda alinan negatif sonuglarin vajinal sekresyonun
dislanmasinda kullanilamayacagini, ancak pozitif sonuglarin 6zellikle su ana
kadar vajinal sekresyonun tanimlanmasinda hig¢ serolojik yontem bulunmamasi
sebebi ile oldukca 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir.

Cinsel saldirtya maruz kalan olgularin yas grubunun g¢ogunlukla puberte sonrasi
donem oldugu dikkate alindiginda, olgularin biiyiik bir kisminda vajinal sivinin
tespiti hakkinda tahmin yapabilmeyi saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Vajinal sekresyonun tanimlanmasinda ise her ii¢ Lactobacillus tiiriniin birlikte
analizinin yapilmasmin uygun olacagi, herhangi iki Lactobacillus varliginin
gosterilmesinin de lekenin veya biyolojik materyalin vajinal kaynakli olma

thtimalini destekleyecegi sonucu ¢ikarilabilir.
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