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1. GIRIS VE AMAC

Bakteri, maya ve Trichomonas vaginalis kaynakh olmak {zere li¢ temel kategoriye
aynlan vajinitler igerisinde bakteri  kaynakh vajinitler tiim  hastalarin % 50’sini
olusturmaktadir (1). Ozellikle dogurganhk yasma ulasan kadinlarda en sik rastlamlan
Bakteriyel Vaginosis (BV) bir iireogenital sistem infeksiyonu olarak normal wvajen
florasindaki dominant laktobasil tiirlerinin yerlerini Gardnerella vaginalis (G.vaginalis),
Bacterioides sp. Mobilincus sp ve Mycoplasma hominis gibi anaerop bakterilere birakmasi
seklinde ortaya gikmaktadir (2, 3, 4).

Gardnerella vaginalis BV’1i kadinlanin vajinal siirintii 6rneginden en sik izole edilen
mikroorganizmadir (5, 6). Ilk olarak 1953 yilinda Leopold tarafindan servisit ve prostatit
ile ilgili Haemophilus benzeri mikroorganizma olarak tanimlanmig, daha sonra 1955 yilinda
Gardner ve Dukes (8) BV’in etiyolojik ajant olarak bu mikroorganizmayr iireterek
Haemophilus vaginalis olarak tammmlamiglardir. 1984 yilinda Piot ve arkadaslari (8)
G.vaginalis’in gesitli biyokimyasal ozelliklerini dikkate alarak sekiz biyotipe ayirmuslar;
ozellikle biyotip 1, 2 ve 5’in BV’de en sik izole edilen biyotipler oldugunu bildirmislerdir.

Postpartum endometrit, “pelvic inflamatory disease” gibi iriner sistem
infeksiyonlarina sebep olabilen G.vaginalis’in patogenezisi ve antijenik yapis1 hakkinda ¢ok
fazla bilgi olmamakla birlikte BV’li kadinlarin vajinal akintilarinda clue hiicrelerin varlig:
epitel hiicrelere adheransim ve bunun bakterinin patogenezisindeki roliiniin 6nemli olacagim
diigindtirmektedir.

Diger taraftan, yakin zamanda Hashemi ve arkadaslan (9) tarafindan G.vaginalis’in
hiicre lizatlarimn monositik hiicrelerde Human Immunodeficiency Virus (HIV) Type I'in
expresyonunu arttirdigi ve BV’li kadinlarda HIV transmisyonu oraninda artmaya sebep
olabileceginin  gosterilmesi G.vaginalis’in  dénemini  artirmaktadir. G.vaginalis’in
epidemiyolojik biyotipleri hakkinda bir bilgi birikimi olugmakla birlikte, bu biyotiplerin
yapsal protein igerikleri; bunlarin antijenik 6zellikleri ve epitel hiicrelerine adhere olmalar
hususundaki bilgiler ya yok ya da olduk¢a simirlidir.
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Calismarmzda BV'li veya saglikli kadinlardan izole edilen G. vaginalis’in sekiz
epidemiyolojik biyotipinin yapisal protein igeriklerinin SDS-PAGE ile protein profillerinin
belirlenmesi; bu biyotiplere karsi tavsanlarda tipe 6zgii poliklonal serum gelistirilerek
antijenik proteinlerin tamimlanmast ve bunlar arasindaki antijenik farklihklar, capraz
reaksiyonlarin diizeyinin belirlenmesi planlanmstir.  Ayrica her bir biyotipin epitel
hiicrelerine adhere olma ozellikleri incelenerek sik izole edilen biyotiplerin adherans
indekslerinde fark olup olmadiginn belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Gardnerella vaginalis’in Tarihgesi:

. ik defa Leopold tarafindan 1953 yilinda tamimlanmig olmakla birlikte kanh agar
disindaki diger besiyerlerinde iirememesi, gram negatif gubuk olmasi ve karekteristik akintiya
sebep olmasi sebebiyle 1955°de Gardner ve Dukes (7) tarafindan Haemophilus vaginalis
olarak isimlendirilmistir. Haemophilus tiirlerinin Gremesi igin gerekli olan X ve V (Hemin,
NAD) faktérlerine ihtiyag gostermemesi, gram reaksiyonunda kristal viyoleyi tutma egilimi
olmasi, Reyn ve arkadaglarinin (10) elektron mikroskopisi ¢alismalart mikroorganizmanin
Corynebacterium genusuyla daha yakin iligkili olabilecegini disindiirmustiir. Boylece
Zinneman ve Turner (11) mikroorganizmayr Corynebacterium vaginale olarak
isimlendirmiglerdir.  Cegitli biyokimyasal yontemlerle elde edilen bilgiler, DNA-DNA
hibridizasyonu ve elektron mikroskopisinden elde edilen bilgilerle yapilan iki biiyitk
taksonomik galisma Haemophilus vaginalis’in mevcut gram pozitif ve gram negatif tiirlere
az veya hi¢ benzemedigini ortaya koymustur. Greenwood ve Picket (12), Piot ve
arkadaglarimin (13) 6nerisiyle mikroorganizmay1 G.vaginalis olarak isimlendirmigtir.

2.2. G.vaginalis’in Morfolojik, Biyokimyasal ve Ureme Ozellikleri:

G.vaginalis Gardnerella cinsinin tek turidir. Mikroorganizma 0.5 mikrometre
¢apinda, 1.5-2.5 mikrometre uzunluunda gram negatif veya gram degisken boyanan
comakeiklardir (14,15,16). Hareketsiz, kapsiilsiiz ve endospor olugturmazlar. Logaritmik
olarak tireme fazinda gram pozitif dir; ancak peptidoglikan tabakasimn kristal viyole
agregatlanm tutamayacak kadar ince olmast sebebiyle yasgh kiiltiirlerde gram negatif
boyamirlar (17,18). Loffler veya Rauk'un serumlu besiyerinde erken exponansiyel tireme
fazinda kismi veya tam olarak gram pozitif olarak boyanirlar (17). Hastalarin kan
orneklerinin 48 saatlik kilttrlerinde de dominant olarak gram pozitif boyamrlar. Oldukca
nazli drerler. Oksidaz ve katalaz negatiftirler. Metabolizmast fermentatif olan tipler

Tl e mis ne weitne o+ ok HURULAD
DOXIMANTASY
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kemoorganotrofiktir. Maltoz ve nisastay1 gaz yapmadan aside pargalarlar. Asetik asit en
onemli fermentasyon tiriiniidiir. Hippiirati hidrolize ederler.

G.vaginalis bazi 6zellikleri bakimindan difteroid bakterilere benzemektedirler.
Hiicrelerin agih ve ¢it seklindeki diizenlenmeleri béliinme sirasindaki ani kopmalardan dolay:
ortaya ¢ikar. Ozellikle fermete edilebilir bir madde veya sodyum fosfat varhiginda kiiltiir
edilirse G.vaginalis'de metafosfat granilleri olugur (7,16).

Bakterinin fizyolojik durumu morfolojisine ve boyanma reaksiyonlanina etki eder.
Kanh agardaki 24 saatlik kiiltiirlerinde hem kiigiik kokobasil hem de daha uzun formlar
gorilir. Smith V agar medium’da yapilan vaginal agar kiiltiirlerinde kisa gomakciklar
seklinde goriilen bakteriler gram negatif boyanmasina ragmen nigastali besiyerinde gram
degisken boyanirlar (19).

Insan veya tavsan kam iceren besiyerinde beta hemoliz olusturur. Anaerobik
inkiibasyonda hemoliz artar. % S5 koyun kanh Colombia agar besiyerinde koloniler % 5
soybean-casein digest agar besiyerindekine oranla iki kat daha buyiiktir. % 2 pepton, at
serumu, % 1 maltoz ve % 4 insan kanl besiyerinde ti¢ glinliik inkiibasyondan sonra 0.5 mm
¢apinda koloni olustururlar. PDS agarda (Protease Peptone No:3 ve dextroz) 48 saatlik
koloniler 0.5-2 mm ¢apinda diizgiin kenarl, beyazimsi kubbeli koloniler olugturular (20).

Optimum tireme sicakhg 35-37 °C’dir. Ancak 25-42 °C’de de iireyebilirler. Ureme
icin NAD, hemin veya koenzim benzeri maddelere ihtiyag gostermezler. Biotin, folik asit,
niasin, tiamin, riboflavin ve iki veya daha fazla pirimidine ihtiyag gosterir (15,17,18,21).

2.3. Izolasyon Metodlarr:

Klinik 6rnklerden G.vaginalis izolasyonu i¢in birgok farkli besiyeri kullanilmugtir. En
basarih Gretim hem ayirici hem de segici ozellik tastyan besiyerleriyle saglanmigtir.
Besiyerlerinde insan kaninin bulunmasi birgok nonhemolitik koloniler arasinda beta hemoliz
olusturan G.vaginalis’in ayrilmasina yardim eder (18).

Goldberg ve Washington (22) Colombia agar besiyerine 10 mikrogram/ml kolistin ve
15 mikrogram/ml nalidiksik asit ilave ederek yar segici besiyeri olusturmustur. Mickelsen ve
arkadaglari (23) bu yan segici besiyerine % 1 oraninda musir nigastasi ekleyerek nigasta
hidrolizini de belirlemislerdir. Ison ve arkadaglan (24) 4g/ml gentamisin, 30g/ml nalidiksik
asit ve 2g/ml amphoterisin B igeren insan kanl besiyerini geligtirmislerdir.

Totten ve arkadaslan (25) HBT (Human Blood Bilayer-Tween) besiyerini
gelistirmiglerdir. Besiyerinin alt tabakasi % 1 proteose peptone no:3, 2g/ml amphoterisin B
ve % 0.0075 Tween 80 ilaveli Colombia kolistin-nalidiksik asitden olugmus, tist katmani ise



5

% 5 kan ilavesi ile olusturulmustur. HBT besiyerinde hemoliz daha belirgin ve daha
yayglndlr. Tween 80 hemolizi geligimini ve {iremeyi artirir.

2.4. Gardnerella vaginalis’in Epidemiyolojik Tipleri :

Gegen 30 yilda G.vaginalis ile ilgili olduk¢a hacimli ¢aligmalar yapilmasina ragmen
patojenik rolii ve epidemiyolojisi hakkinda hala cesitli geligkiler bulunmaktadir. Baz
aragtincilar bu kangikh@ aydinlatmak igin gesitli serotiplendirme, biyotiplendirme gibi
epidemiyolojik belirtegler gelistirmislerdir (26).

Piot ve arkadaslan (8) G. vaginalis’i beta galaktozidaz, lipaz ve hippiirat hidrolizine
gore sekiz biyotipe ayirmuglar (Tablo1); bu biyotiplerden 1, 2 ve 5’in BV’de daha sik izole
edildigini bildirmiglerdir. Briselden (27) lipaz pozitif biyotiplerin (biyotip 1, 2, 3 ve 4)
normal vajen florasina sahip kadmlarda oranla BV’li kadinlardan daha sik izole edildigini
bildirmislerdir.

Benito ve arkadaglar (28) Piot ve arkadaslarinin olusturduklan semaya ilave olarak
karbohidrat fermantasyon testlerini (galaktoz, ksiloz ve arabinoz ) ilave ederek modifiye bir
sema olusturmuslardir.

Edmuns (29) presipitasyon sonuglarina gore bakteriyi yedi serolojik gruba ayirmus,
Ison ve arkadaslar (30) dot blot teknigiyle 20 serotip belirlemiglerdir. Nath ve arkadaslan
(31) enzimle kesilmiy DNA profillerinin tek bagma biyotipleri belirlemek igin yeterli
olmayacagint bildirmisler; fakat bu bantlarin spesifik G. vaginalis DNA fragment problar ile
hibridize edildiginde tiplendirme y6ntemi olarak uygun olabilecegini bildirmislerdir.

Tablo1: G.vaginalis’in Biyotipleri

BiYOTIPLER 1 2 (3 |4 |5 (6 |7 |8
B-Galaktozidaz(ONPG) |+ |- |- |+ |- |+ |-

Lipaz + |+ 1+ 1+ 00 |- 1. I
Hippurat Hidrolizi + |+ |- |- 1+ |+ |- |-

2.5. G.vaginalis’in Potagenezisinde Rol Oynayan Faktorler:

Ekzopolisakkarit Tabaka : Elektron mikroskopisi ile yapilan galismada fibriler yapida
oldugu goriilen dig tabakamn ruthenium red boyama ile polisakkarit yapida oldugu
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belirlenmistir. Elektron-dense olan bu mikrokopsiiler yapimn birbirine yakin olan hiicreleri
arasinda baglanti kurmada goérev yaptig belirlenmistir. Sivi ortamlarda hiicrelerin kiime
olusturmasindan sorumlu olacag: diigiinilmektedir. G.vaginalis’in vaginal epitel hiicrelere
adhezyonunda piluslardan ziyade bu fibriler ekzopolisakkarit tabakamin rol oynadigi
bildirilmigtir (18,32).

Pilus: Elektron mikroskopu ile yapilan ¢aliymalarda G.vaginalis’in 3-7 nm ¢apinda piluslan
oldugu belirlenmigtir (18). Boustouller ve arkadaglari (33) BV’L kadinlardan ve
nongonokoksik tiretritli erkeklerden izole edilen G.vaginalis suslarin laboratuvar suslarina
gore daha fazla pilus olugturdugunu bildirmislerdir. Scott ve arkadaglan (34) yaptiklan
cahsmalarda G.vaginalis suslannin epitel hiicrelerine ve insan eritrositlerine yapigmada
adhesin-reseptér mekanizmasim aragtirarak gesitli kimyasal ve fiziksel faktorler kargisinda
farkh etki gosterdiklerini bildirmiglerdir. Hemagliitinasyon gosteren suslanin hiicre
kiltiirlerine tutunan suslarindan daha hidrofobik olduklarini; insan eritrositlerinin
hemagliitinasyonunun galaktoz, laktoz, N- asetilnéraminik asit ve fosfotidilserin’le inhibe
oldugunu; bunun aksine doku kiltiiriine tutunan suslarin bu maddelerle inhibe olmadiklarim
belirlemiglerdir. Sonug olarak G.vaginalis’in insan eritrositlerine adheransinda piluslarin
sorumlu olduklarin, epitel hiicrelere adheranstan ise dis fibriler 6rtiiniin sorumlu oldugunu
bildirmiglerdir.

Sitotoksin : Rottini ve arkadaslant (35) G.vaginalis’in nisasta ve Tween 80 iceren
ortamlarda sitotoksin olusturduklarim bildirmiglerdir. Besiyeri igerisindeki nigasta ve Tween
80'nin etkisinin bakteriden sitolizin sahmmm kolaylastirdigi, hemolizin sentezini uyardig
veya kiiltiir ortamuma salindiktan sonra inaktivasyonunu 6nledigi seklinde diisiintilmektedir.

Saflagtinilan sitotoksinin insan eritrositleri iizerine olan etkisine bakildiginda yaklagik
1.5x10° U/m!’lik bir aktivite oldugu belirlenmistir. Iyon degisim kromotografisi ve western
blot analizi sonucu yaklagik 61 kDa agirliginda oldugu belirlenen hemolitik aktiviteye sahip
proteinin monoklonal antikorlarla hemolitik aktivitesinin nétralize edildigi gosterilmigtir.

Farkh tirlerden elde edilen eritrositler iizerine etkisine bakildiginda insan
eritrositleriyle toksinin 0.75 ng’1 % 50°lik lizis olustururken at, tavsan, koyun ve kobay
eritrositlerine etkisi igin toksinin dozonun 100 kez artinimasi gerektigi gorilmiistir. Ayrnica
sitolizin’in insan nétrofilik 1okositler ve vaskiiler endotel hiicreleri iizerine de etkili oldugu
belirlenmigtir.

Cauci ve arkadaglan (36) yaptiklan galismada G.vaginalis kiltir siipernatanlarindan
kromotografik yontemle 59 kDa agirliginda 1.9 x10° U/ml aktiviteye sahip sitolizin elde
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etmiglerdir. Sitolizin insan eritrosotinde 2-4 mn ¢apinda por olugturarak etkisini gosterdigini
bildirmiglerdir.

2.6. G. vaginalis’in Klinik Onemi :

Gardner ve Dukes G.vaginalis’in BV’den sorunlu tek etyolojik ajan oldugunu iddia
etmisler; fakat baz1 arastincilar BV’den sorumlu olabilecegini sdylerken bazilan ise iligkili
olmadifin ¢iinkii normal vajen florasinda da bulundugunu bildirmiglerdir (37). Daha sonraki
¢aligmalarda anaeroplar , G. vaginalis ve BV arasindaki iligkinin artti1 gosterilmistir(38, 39,
40)

G. vaginalis’in patogenezisi hakkinda tam bir agiklayici bilgi olmamakla birlikte
gebeligin ikinci trimestirinde erken doguma sebep oldugu bildirilmistir (15 41, 42, 43).
Ayrica postpartum ve postabortal ateste kandan en sik izole edilen mikroorganizmalardan
biridir. Postpartum endometritis igin de 6nemli bir risk faktorii olarak ortaya gikmaktadir
(15, 44).

G.vaginalis yenidoganlarda 6ltimcill veya daha hafif seyirli septisemilere, yumusak
doku infeksiyonlarina sebep olabilir. Bakteri vajinal ve karaciger abselerinden, bartholinit |
abdominal sivi ve orofarenkten izole edilmistir (15). Erkeklerde genitoiiriner sistemden
kaynaklanan bakteriyemilerden sorumlu oldugu da bildirilmigtir (45).

2.7. G.vaginalis’in Antibiyotiklere Duyarlilig::

BV’nin tedavisinde bir ¢ok arastinci tarafindan cesitli tedavi rejimleri uygulanmigtir
(2, 46, 47). Metranidazol oldukg¢a sik kullamlan ve tedavide yaklagik % 90 ve daha iyi
dtizeyde basar saglayan bir ajan olarak bildirilmigtir(2, 48, 49).

Ayesha ve arkadaglan (50) yaptiklan bir galismada 25 antimikrobiyal ajana karg
G.vaginalis’in duyarlihim aragtirmiglar ve biitiin suslarin penisilin, ampisilin, eritromisin,
klindamisin, kloramfenikol ve trimetoprime duyarli, bazi suslarn tetrasiklin ve minosikline
direngli olduklarini; aztreonam, amikasin ve sulfametaksazole belirgin bir direng gériildigini
bildirmiglerdir.

Yapilan bir ¢alismada metranidazoliin subinhibitér konsantrasyonlarda bakterinin
adherensini 6nledigi, ampisilinin ise bunu bagaramadig: bildirilmistir(51).



2.8. G.vaginalis’in Yiizey Adhezyonu:

Bakteriyel vajinozisin teghisinde vajinal "clue cell" oraninin belirleyici olmasi Gardner
ve Dukes’den beri adhezyonun ilgi ¢ekmesine neden olmustur. Clue hiicreler squaméz epitel
hiicreleridir ve G. vaginalis benzeri bakterilerle kaphdir. Cogunlukla vaginal ¢rneklerde
bulunur, fakat kadinlarin idrar keselerinden aspire edilen idrarda da gorilir. Hatta semende,
tiretral akintilarda endoiiretral siiriintii 6rneklerinde de gorilebilirler.

Urogenital hiicrelere adezyon G. vaginalis’in kolonizasyonuna izin verir. Béylece
bakterilerin minimal kolonizasyonu sonucu lokal antikorlar ve extraselliller enzimlerin yaptig
hasar neticesi vaginal epitel hiicreler, vaginal sivi veya idrarla akmaya baglar. (18)

Vaginal duvarlardan kazinarak elde edilen vajinal epitel hiicreleri in-vitro adhezyon
deneylerinde kullamlmugtir (51, 52, 34). Vaginal epitel hiicrelerin canlhihi@i adhezyonda
olduk¢a onemli rol oynamaktadir. Trypan blue ile canlilig1 belirlenen epitel hiicrelerinde
adezyonun 10 kez daha fazla oldugu bildirilmigtir (53).

Scott ve arkadaglar (38) 105 hastadan izole ettikleri G. vaginalis suslarimn Mc Coy
hiicre kiiltiirindeki adhezyon indeksleri ile aymi hastalarda clue hiicre olugumu arasinda
korelasyon oldugunu bildirmiglerdir. Insan eritrositlerine de adhere olabilen G. vaginalis’in
hemagliitinasyon ve adherens indeksi arasinda bir korelasyon belirlenememistir.

G.vaginalis’in adhezyonu hemagliitinasyonla korelasyon gostermemesi nedeniyle
adherens mekanizmasinin ayni olmadigr diistiniilmektedir. Scott ve arkadaglan (32) elekron
mikroskopisi ile yaptiklan bir caliymada epitel hiicrelerine yapismada fimbriadan ziyade dig
fibriler 6rtintin 6neminin daha bilyiik oldugunu bildirmiglerdir.

2.9. Proteinlerin Immunblotting Teknigi ile Belirlenmesi:

Jel elektroforezi proteinlerin ayrigmasi ve karakterizasyonunda kullamlan énemli bir
tekniktir. Agaroz jel immiinokimyasal yontemlerle kombine edilmeye uygun olmakla beraber
poliakrilamid jelin kompak yapist ayrilmig proteinlerin immiinokimyasal &zelliklerinin
incelenmesi igin engel teskil etmektedir. 1979 yilinda Towbin SDS poliakrilamid jelde
aynilmug proteinleri elektirik akimina tabi tutarak nitroselilloz membrana aktarmug, boylece
proteinlerin antikorlarla veya spesifik ligantlarla analizini mimkin kilmuistir ve bu teknik
western blot olarak adlandirilmistir,

Immunoblot iglemi olarak da bilinen western blot birgok antijen ozeligindeki
proteinlerin  6nemli karakteristiklerini yakalamak amaciyla kullamilabilir. Ozellikle
¢oziinmeyen, isaretlenmesi zor veya kolay bozulan dolayistyla immiinopresipitasyonla analiz
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edilmeye uygun olmayan antijenlerin belirlenmesinde kullanilir; aynica farkl poliklonal serum
antikorlanimin varh@im, miktarini ve spesifikligini belirlemede giighi bir tekniktir.

Immunbloting teknigi i) antijen 6rneginin hazirlanmasi; ii) protein drneklerinin jel
elektroforezi ile aynigtirilmasi; iii) ayngtinlmig olan orneklerin membrana aktariimast; iv)
membrandaki nonspesifik baglanma bolgelerinin bloke edilmesi; v) antikor ilave edilmesi ve
vi) 6zgiil baglanmanin saptanmasi olmak izere alt: basamakta gerceklesir (54).



3. MATERYAL METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1. Caliyma Plam :

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Ocak 1998- Ocak 1999 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

Caliymamizda daha 6nce Farabi Hastanesi Kadin Hastaliklan ve Dogum Polikligine
miracat eden BV On tamb hastalann vajinal stiriintli Orneklerinden izole -edilerek
identifikasyonu Piot ve arkadaslarinin (8) ongordiigu sekilde biyotiplendirilen ve Anabilim
dalimizda -20°C’de saklanan sekiz farkli epidemiyolojik biyotip G.vaginalis susu kullamld
(Tablo 2).

Tablo 2 : G. vaginalis’in Sekiz Biyotipinin Sus Isimleri ve Referanslar

Biyotip Sus Ada Referans
1 TRG 26 a H. Ciftci
2 TRG 99 ¢ H. Ciftci
3 TRG22a H. Ciftei
4 TRG31l¢c H. Ciftci
5 TRG 84 b » H. Ciftgi
6 TRG 184 H. Ciftci
7 TRG 45 H. Cifici
8 TRG 210. H. Ciftci

3.1.2. Kullanilan Geregler:

Caligmada baghca asagidaki arag ve gereglerden faydalanildi. Otoklav, inkiibatorler,
15tk mikroskobu, binokiler mikroskop, jar, mikrosantrifiij sogutmali santriifiij, manyatik
kanstirici, hassas terazi, buzdolabi, derin dondurucu (-20°C ), su banyosu, vorteks,
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calkalayici, otamatik pipetler, gii¢ kaynag, elektroforez tanki, western blot aparati(Bio-
Rad), plastik kiivetler, muhtelif filtreler, cam petri kutulan, lam, lamel, cam tiipler,
enjektorler, bistiiri.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar :

Calismamizda kullamlan kimyasallar ve ayiraglar gesitli firmalardan saglanmugtir.
Bunlardan Colombia Blood agar Colombia broth (Difco), Vitamin K1, hemin, agarose ,
trisma base, trisma hydrochloride, sodyum dodecyl sulfate, ammonium persulfate, N,N-
methylenbis acrylamide, glycine, B-mercaptoethanol, coomassie brillant blue R-250, TEMED
(N,N,N,N tetramethylene diamine ), trichlora acetic acid, lysosyme, brom phenol blue,
xylene cyanole EDTA, Amido black, Freunds adjuvam, dimetil formamide, horse serum,
Anti rabbit Ig, NBT, BCIP, Glisin, bovine serum albiimin, sodium bicarbonate, disodium
chloride, disodium hydrogen phosphate, sodium bicarbonate chloride, buthanol,
hydrochloride acid, glyserol, acetic acid, sodium carbonate metilen mavisi (Merck-Almanya),
glucose, potasium hydroxide (Horasan Kimya-Tirkiye), aseton, methanol (Carlo Erba-
Italya), acrylamide (Fisher-ABD), Whatman cellulose filtre (5m pore size), Nitrocellulose
membran (Bio-Rad), PBS tablet (Difco) firmalarindan temin edilmigtir.

3.1.4. Bakterilerin Uretilmesinde Kullanilan Besi Yerleri:

a-Colombia Nalidiksik Agar (CNA Agar): Bilesiminde % 1 pantone, % 1 bitone, % 0.3
tryptic digest of beef heart, % 0.1 corn starch, % 0.05sodium chloride, % 1 kolistin sulfat, %
1.5 nalidixic acid, % 1.5 agar bulunan besi yeri steril edilip 50°C’ye kadar sogutulup igerisine
% 0.5 hemin, % 0.1 vitamin K1 ve % 5 insan kam ilave edilerek hazirland:.

b-Colombia Broth: Bilesiminde % 1 pantone, % 1 bitone, % 0.3 tryptic digest of beef
heart, % 0.01 L-cysteine hydrochloride, % 0.25 dextrose, % 0.5 sodiumchloride, %
0.01magnesium sulfate anhydrous, % 0.002 ferrous sulfate, % 0.06 sodium, % 0.083
aminomethane, % 0.286 aminomethane hydrochloride bulunan carbonate besiyeri steril
edildikten sonra 50°C’ye kadar sogutulup igersine % 0.2 vitamin K1, % 0.5 hemin, %5 at
serumu ilave edilerek hazirland.
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3.1.5 Vajinal Epitel Hiicre Alinmasi :

Vajinal epitel hiicreleri hamile olmayan, menstiiral siklusu diizenli, 20-40 yaglan
arasinda saghkh kadinlardan alindi. Klinik muayene ile vajinal 6rneklerden yapilan taze
preparatla enfeksiyonun olmadif belirlendi. Epitel toplanan olgular her hangi bir ilag
kullanmayanlardan segildi.

3.1.6. Deney Hayvanlar :

vYaklaslk 2 kilogram agirhigindaki albino tavsanlar Ankara Hifzihsihha Enstitiisi Cubuk
Hayvan yetigtirme ¢iftliginden temin edildi ve Anabilim dalimizda bulunan hayvan bakimina
uygun laboratuvar sartlarinda bakilds.

3.1.7. Protein Lizatlarmm Hazirlanmasinda Kullamlan Soliisyonlar :

a. TE Tampon: 10mM Tris HCI (pH: 8.0), ImM EDTA (pH 8.0) saf suda hazirlanarak
steril olarak kullamldi.

b. STET Tampon: % 8 siikroz, % 5 Triton X-100 , 50mM EDTA , S0mM Tris HCI (pH
7.0), 10 mg/m! lizozim ilave edilerek hazirlandi.

c. PEN Tampoh: 10mM Tris HCI (pH 7.5), ImM EDTA, 0.1M NaCl hazrland:.

3.1.8. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezinde (SDS
PAGE) Kullanilan Soliisyonlar:

a. Acrylamide N,N methylene bis acrylamide stok soliisyonu: % 29(w/v) acrylamide ve
% 1 N,N' methylene bis acrylamide kangtirilarak hazirland.

b. Ammonium persufate: Bu ¢ozelti dayaniksiz oldugundan %10’luk soliisyon ¢aligmadan
hemen once hazirlandi.

¢. Running Jel Tamponu: 1M Tris HCI (pH 8.8) hazirlandi. Ayan yapilirken asit ¢ozeltiyi
isittigindan igi buz dolu kiivet kullamldi. Cézelti +4°C’de saklandi.
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d. Stacking jel tamponu: 1M Tris HCI (pH 6.8) hazirlandi. pH ayan yapilirken 1s1y1 sabit
tutmak igin i¢i buz dohu kiivet kullamildi.

e. 10x Elektrophoresis Tampon: 30g Trisma Base, 144g Glycine 100ml % 10’luk SDS
hazirlanip 1000ml’ye tamamland: ve pH 8.3’e ayarlandi.

f. 1x Elektrophoresis Tampon: 10x Elektrophoresis buffer’den % 90 deiyonize su ile
hazirland.

g. 2x Soliisyonu: Distile suda % 4 SDS, % 20 glycerol, % 10 2-mercaptoethanol, 125mM
Tris (pH 6.8) ve % 0.5 bromphenol ile hazirland.

h. Boyama Soliisyonu: 200ml Methanol ,200ml deiyonize su , 40ml asetik asit, 0.4g
Coomassie Brillant Blue R-250 ile hazirland:.

.. ‘Boya Giderme Soliisyonu: 150 ml Glacial Asetik asit , 400m! Methanol, 1450ml
deiyonize su ile hazirland:.

3.1.9. SDS —-PAGE’de Kullanilan Jeller ve icerikleri:

a. % 9’luk Ayirma jeli (Runnig Jel): 15.45 ml deiyonize su, 18.75ml Tris HCI (pH 8.8),
15ml acryl: Bisryl (29:1), 0.5ml % 10Tuk SDS, 0.25ml % 10'luk ammonium persulfate
(APS) ve 0.050ml TEMED ile hazirlandi.

b. %5'lik Yigma jeli (Stacking gel): Yigma jeli; 9.825ml deiyonize su, 1.875ml Tris HCL
(pH 6.8), 3ml acrylamide- bisacrylamide, 0.15ml %10Tuk SDS, 0.075ml %10Tuk APS,
0.015ml TEMED ile hazirlandi.

3.1.10. Western Blotta Kullamlan Soliisyonlar :

a. Transfer Tampon: 3.03gr Trisma Base 14.4g Glycine, 500ml deiyonize distile suda
¢ozilldi. Uzerine 200ml metanol ilave edilip 1000ml'ye tamamlanarak 31t hazirlandi.

b. Blocking Tampon: 50g siit tozu, 1000ml PBS'de ¢6ziiliip 2.5ml Tween 20 ilave edilerek
hazirlandi.
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c. Washing Tampon: (Tris-Saline-Tween) (TST) 6.06g Trisma Base, 29.22g NaCl 800ml
deiyonize suda ¢o6ziliip, HCI ile pH 9.0'a ayarlandiktan sonra 1ml Tween ilave edilip
deiyonize su ile 1000ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

d. Akaline Phosphatase icin Tris Tampon: 12.1 g Trisma Base , 5.84g NaCl 800ml
deiyonize suda ¢oziiliip, HCI ile pH 9.0'a ayarlandiktan sonra 2.5ml 4M MgCI2 ilave edilip
1000ml'ye tamamlanarak hazirland.

e. Nitro Blue Tetrozolium Stok Soliisyonu (NBT): 100mg NBT 1.33ml %70'lik dimetil
formamide ¢6ziliip +4C'de saklandi.

f. BCIP Substrate Stok Soliisyonu (50mg/ml): 100mg 5-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphate (BCIP) 2ml dimetil formamide iginde ¢6ziilerek hazirland:.

g. Stop Soliisyonu: 20mM Tris HCI (pH:7.5), 0.5mM EDTA

h. Amido Black Boya Soliisyonu: 2ml asetik asit, 0.1g Amido Black ve 98ml biditile su
ile hazirland.

1. Amido Black Boya Giderme Soliisyonu: 90m! metanol, 2ml.asetik asit, distile suyla
100ml'ye tamamlandi.
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3.2. METOD

3.2.1 G.vaginalis’in Uretilmesi

a. CNA'da Uretme:

Daha 6nce Piot ve arkadaglarinin (8) 6nerdigi sekilde biyotiplendirilip ependorf iginde
-20°C'de Anabilim Dalimizda saklanan G.vaginalis'in sekiz biyotipin her biri buz igerisinde
yavas¢a ¢oziindirildikden sonra iyice vortexlenip CNA besi yerine birakildi. Steril oze ile
besi yeri ylizeyine seyreltme ekimi yapildi. Ekim yapilan plaklar CO,'li etiivde 37°C 'de 24-
48 saat inkibasyona birakildi. Total hiicre protein lizat1 hazirlamak igin herbir biyotip igin 6
petri kutusuna ekim yapildi.

b. Sivi Besi Yerinde Uretme:

Total hiicre antijeni hazirlamak igin kat: besiyerinde saf olarak Uretilen G.vaginalis'in
8 biyotipi 10ml'lik hacimdeki Colombia Broth'a bir 6ze dolusu ekilerek CO,’li etiivde
37°C'de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.2. Total Hiicre Antijeninin Hazirlanmas:

Siv1 besiyerinde treyen G.vaginalis'in biyotiplerinin canl bakteri sayis1 belirlenerek
4x108 CFU/ml olacak sekilde bakteri siispansiiyonu ependorf tiiplerine alindi ve 3 kez PBS
ile yikanarak kullanilana dek -20°C'de saklandi.

3.2.3. Tavsanlarin Immiinizasyonu:

Anabilim Dalimiz hayvan laboratuvarinda uygun sartlarda beslenen yaklagik 2kg
agirhigindaki albino tavsanlara asagidaki semada 6zetlendigi gibi enjeksiyon yapildi (Tablo3)

T.C. 'n'i_);:a:;:_gx;vwmm nmm
DOKUMANTASYON MERKRZR
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Tablo-3: Tavsanlarm immiinizasyon Semasi

Giin Antijen

1.giin 0.5ml (4x108CFU/ml) bakteri sispansiyonu 1:1 Complete Freund's
adjuvani ile kanstirilarak subkutanéz verildi.

10.glin 0.5ml (4x108CFU/ml) bakteri siispansiyonu 1:1 Incomplete Freund's
adjuvam ile kanstinlarak intramiiskiiler verildi.

30.giin 0.5ml (4x108CFU/ml) bakteri siispansiyonu intravenéz verildi.

Booster | 0.5ml (4x108CFU/ml) bakteri siispansiyonu intravendz verildi.

3.2.4. G.vaginalis Biyotiplerinin Total Hiicre Protein Lizatlarmm
Hazirlanmasi :

Clombia CNA besiyerinde tretilen G.vaginalis biyotipleri 7000 rpm'de 10 dakika
santriifijlendikten sonra stipernatan dokuliip, pellet 500 pl TE igerisinde ¢oziliip steril
eperdorfa aktarildi. Ug kez 500 pl TE ile yikandiktan sonra siipernatan dokiiliip igerisinde
10mg/ml lizozim bulunan STET buffer'dan 500 pl ilave edildi. lyice vortexlenip 37°C'de 30
dakika inkiibe edildi. Viskozite gozlendikten sonra tizerine 100 ul PEN buffer koyuldu iyice
vortexlenip 100 pl 2x Sample buffer ilave edilerek 3 dakika kaynatildi ve SDS-PAGE
uygulanmak tizere -20°C'lik derin dondurucuya kaldinilds.

3.2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi:

Total hiicre proteinlerinin analizi igin % 9'luk ayirma jeli hazirlandi ve 1.5mm spacer’
kullanilarak hazirlanan cam plakalar arasina dékiilerek iist kisma 2-3mm kadar butanol ilave
edildi. Polimerizasyon igin 30 dakika oda isisinda bekletildi. Ayirma jelinin iist kismindaki
biitanol dokiilerek deiyonize su ile bir kag defa yikandi ve kurutma kagitlan ile kurulandi.
Tek kuyucugu olan tarak yerlestirildikten sonra iizerine % 5'lik yigma jeli ilave edildi. Jel
polimerize olduktan sonra tarak gikanlarak kuyucuklar elektroforez tamponu ile yikand: ve
ornekleri yiiklemek igin hazir hale getirildi.

Hazirlanmug total hiicre protein ornekleri -20°C'den alinarak 5 dakika kaynatild: ve
10 000 rpm de 2 dakika santrifiij edildikten sonra tist kisimdan 100 pl kuyucuga yiiklendi.
Proteinler bir gece boyunca 45 V dogru akim altinda elektroforeze tabi tutuldu. Isaret
boyasi jelin alt kismina geldiginde akim durdurularak jel gikarilds.
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3.2.6. Western Blot :

Jel 1 saat transfer buffer icinde equlibre edildi. Kasete yerlestirilmeden 15 dakika
once pedler, Whatman filtreleri ve nitrosellilloz membran transfer buffer igersine koyularak
islatildi. Blot kasetinin siyah yiizeyi alta gelecek sekilde temiz bir zemine oturtuldu ve fiber
ped, scoch ped, whatman filtre kagid1 (No:3) kasetin {izerine yerlestirildi. Equlibre edilen jel
dizgiin bir gekilde filtre kagidi tizerine yerlestirildi. Uzerine nitroselilloz membran koyulup
hava kabarciklar cam bir gubuk yardimyla gikartildi. Uzerine whatman filtre kagidi (No:1)
yerlestirilip alt tabakadaki gibi pedler koyulup kasetin agzi kapatildi ve tanka yerlegtirildi.
Tankin igerisine magnik bar koyulup transfer buffer ile dolduruldu. Bir gece boyunca
magnetik kangtirici iizerinde 30-35V elektirik akiminda blot islemi gergeklestirildi (Sekil 1).

Kaset agilip pedler ve filtre kagitlan kaldinldi. Membranin baglange kismi ve
transferin gergeklestigi yiizii belirlendi. Molekiiler agirlik (MA) marker bolimi kesilip amido
black boya soliisyonu igine koyuldu; diger kisim nonspesifik baglanmalari énlemek igin
blocking buffer igerisine konulup 2 saat galkalanarak inktbe edildi.

Membran temiz bir cam {izerine almip, stripler kesilerek 2-3 ml hacimli kuyucuklar
olan kanalli pleyte yerlestirildi.

1/200 diliisyondaki tavsan serumlan striplerin lizerine yerlestirildi ve 1 saat
calkalanarak inkibe edildi. S'er dakika ara ile 4 kez PBS-Tween kullanilarak yikandi.
Alkalen fosfatazla konjuge edilmis antirabit immunglobiilinin blocking tampon igerisinde
1/50001ik diliissyonu hazirlamp 1ml striplerin {izerine koyuldu ve 1 saat galkalanarak inkiibe
edildi. Her bir stripin lizerine substrat soliisyonu koyulup karanlikta 30 dakika bekletildi,
reaksiyon stop sollisyonuyla durduruldu.
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3.2.7. G.vaginalis Biyotiplerinin Adhezyonu :
3.2.7.1 Epitel Hiicrelerinin Hazirlanmas: :

Saglikli kadinlardan toplanan hiicreler pamuklu ekivyonun vajinal mukozaya
siiriilmesiyle elde edildi. Ekiivyon hemen PBS igine batirildi. Hiicre siispansiyonu daha
sonra li¢ kez PBS ile 500xg de 5 dakika santriifijjlendi ve 1 ml PBS igerisinde ¢6ziildii bire
bir oranda % 0.1 trypan blue ile boyanarak canh hiicre sayisi belirlendi ve ml de 10" olacak
sekilde PBS ile sulandinldi.

3.2.7.2 Deneyin Yapihsi :

Bakteriyel adherans gegitli arastmcﬂarm bildirdigi yontemler gergeklestirildi (38, 51,
52). Sekiz deney tiipii icerisine 10°/ml olacak sekilde epitel hiicreleri koyuldu. Uzerine her
biyotip i¢in 10°/ml bakteri koyularak 35°C’ de 100 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Sm gapinda
filtreden (Whatman cellulose filtre paper) stiziilerek 5 kez 10’ar ml PBS’le yikandi. Filtre
alimp lam tizerine yapistirilip gekildi. Havada kurutuldu ve metanolle tespit edildi. Bir
dakika metilen mavisi ile boyanarak 151k mikroskobu ile incelendi. Her biyotip i¢in dért veya
daha fazla bakteri adhere olmus 20 epitel hiicresi sayilarak ortalamalan alindi ve agagidaki
formile gore % adhezyon indeksi belirlendi.

Total epitel Epitel hiicreye adhere

hiicre sayist X  olan bakteri sayisi
% Adherens Indeksi =

Total bakteri sayisi

Sonuglar x° testi ile analiz edildi.



4. BULGULAR

4.1. G.vaginalis Biyotiplerinin SDS-PAGE ile Belirlenen Protein
Profilleri:

G.vaginalis'in sekiz farkli biyotipinin daha 6nce belirtilen yontemle protein lizatlar
hazirlandarak her bir biyotipin SDS-PAGE ile protein profilleri belirlendi. Proteinlerin
yogun olarak bulunduklan alanlar esas almdlgmda (55); genel olarak mevcut protein
bantlarin 4 ana grup igerisinde incelenebilecegi goriildii. Buna gore; Grup 1'de molekiiler
agirhklart (MA) 96 kDa ile 72 kDa arasinda degisen protein bantlarinin bulunmakta, bunlar
arasinda 93 kDa protein bandi yoSunlugu farkli olmakla beraber biitiin biyotiplerde
gérilmektedir. Grup 2, MA'lan 66 kDa ile 53 kDa degisen proteinler bulunmakta, bunlar
arasinda 66 kDa agirhgindaki protein 6zellikle biyotip 5°de yogun olarak, diger biyotiplerde
ise degisik yogunluklarda gérilmektedir. Grup 3 MA'lan 55 kDa ile 42 kDa arasinda
degisen protein bantlarim icermektedir, bunlar arasinda 45.5 kDa protein biitiin biyotiplerde
belirgin olarak goriilmektedir. Grup 4 MA'lan 40 kDa altinda olan proteinleri igermekte ve
hemen hemen bitiin biyotiplerde benzerlik gostermektedir (Sekil 2).

Ayni sarlarda hazirlanmasina ragmen jel elektroforezi yapildiginda protein
konsantrasyonlaninin aym olmadigi gorildii. Protein miktanim tayin edemedigimiz igin
transferde kullanacagimiz miktan belirlemek amaciyla herbir kuyucuga 5-10-15pl protein
lizatlar1 koyularak SDS-PAGE uygulandi. Boylece biitiin jel i¢in ne kadar protein lizat:
kullanacag: belirlendi. Buna gore biyotip 1, 2, 3 ve 5 igin 100 pl, biyotip 4 ve 7 igin 200 pl,
biyotip 6 i¢in 300 pl, biyotip 8 igin 400 pl protein lizat: kullamld: (Sekil 3).



MAx10’ BT1 BT2 BT3 BT4 BT5 BT6 BT7 BTS

Sekil 2 G. vaginalis’in sekiz biyotipinin SDS poliakril amid jel goriintiileri
BT : Biyotip
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4.2. Western Blot'un Standardizasyonu:
4.2.1. Transferin Belirlenmesi:

Bir gece 30V elektrik akimi verilerek proteinlerin nitroseliloz membrana transferi
saglandi. Bu islemin basanli olup olmadigim ve aymi zamanda Molekuler Weight Marker'
(MWM) belirlemek amactyla herbir biyotipe ait nitroseliiloz membran amido black boyas: ile
boyandi. Ayrica jelden proteinlerin ne ¢lgiide transfer oldugunu belirlemek amaciyla da jel
comassie blue boyasi ile boyandi.

Genel olarak belirtilen sartlarda gergeklestirilen blot islemi ile jeldeki mevcut
proteinlerin nitroselilloz membrana aktarildiklan belirlendi (Sekil 4). Ornek olarak Biyotip 1
ve 7'ye ait jelin transfer sonrast comassie blue ile boyanmig gortntiisii incelendiginde jelde
onemli miktarda proteinin kalmadigi goriilda (Sekil 5).
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Sekil 5 : Gardnerella vagiﬁalis Biyotip 1 ve 7’nin western blot isleminden
sonra jelin comasie blue ile boyanmig goriintiisi

T.C. YUKSERGGRETIM KURULE
PO ON
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4.2.2. Blocking Tampon’un Belirlenmesi:

Membrana aktarilan proteinlerin poliklonal serumla reaksiyonu oncesinde gerek
nitroselilloz membrandaki diger kisimlarin ve gerekse proteinler tizerindeki spesifik olmayan
bolgelerin spesifik olmayan bir proteinle doyurulmas: (bloklama); tranfer edilen proteinlerin
rejenerasyonu igin uygun sartlart belirlemek maksadiyla igin blocking tamponu igin BSA ve
yagsiz siit tozu ile birlikte Tween 20'nin degisik konsantrasyonlari denendi. Bu maksatla
normal tavsan serumu ve Biyotip 1'in 4'tinct enjeksiyonu sonrasinda elde edilen tavsan
serumu kullanildiginda siit tozu ve BSA arasinda imminglobulinlerin spesifik olmayan
baglanmasim 6nleme agisindan énemli bir dstiinlik gostermedikleri gozlendi (Sekil 6). Daha
ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi nedeniyle daha sonraki galigmalarda % 5 yagsiz sut
tozu ve % 0,250 Tween 20 igeren blocking tamponu kullanild:.

4.2.3 Tavsan Poliklonal Antikor Titrasyonu:

En uygun diliisyonu belirlemek amaciyla tavsan serumunun 1/100, 1/200 ve 1/400'ik
dilisyonlari ile western blot yapildi ve en uygun olarak belirlenen 1/200'lik poliklonal serum
diliisyonu galigmada kullamld: (Sekil 7).

4.2.4 Konjuge Anti-Tavsan Antikor Titrasyonu:

Uygun titreyi belirlemek igin 1/2500, 1/5000, 1/10 000'lik dilisyonlar hazirlanarak
western blot yapildi. En uygun dilisyon 1/5000 olarak belirlendi (Sekil 7).
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Kontrol Serum 4. enjeksiyon sonrasi

Sekil 6 : Blocking tampon™un belirlenmesi
1-5 %S siit tozu + %0.25 Tween 20
2-6 %2 siit tozu + %0.1 Tween 20
3-7 %3 BSA + %0.1 Tween 20
4-8 %3 BSA + %0.250 Tween 20
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1/100 1/200 1/400] | 1/100 1/200 1/400
Kontrol Serum

4. enjeksiyon sonrasi

Sekil 7: Poliklonal serum ve conjugate diliisyonlari
1-4 Conjugate 1/2500

2-5 Conjugate 1/5000
3-6 Conjugate 1/10000
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4.3. Biyotiplerin Homolog Serumlarla Western Blot Reaksiyonlari:

Her bir biyotipin nitroseliloz membrana aktanlmig proteinleri ile tavsanda bu
proteinleri igeren canli bakteri vermek suretiyle olusturulan hiperimmiin homolog serumlarin
reaksiyonlar1 western blot yontemiyle incelendi. Buna gére, genel olarak hemen hemen her
biyotipde belirlenen gok sayidaki proteinin hepsinin esit dizeyde antijenik 6zellikde olmadigy;
ayrica her biyotipin géraceli olarak ayni diizeyde antijenik yap: igermedigi goruldu (Sekil 8).
Nitekim, biyotip 1, 2, 5 ve 6 da hiperimmiin serumla reaksiyona giren (dominant) protein
bantlar1 goézlenirken biyotip 4, 7 ve 8'de saptanabilen bant sayisin ¢ok az veya zayif
duzeyde oldugu gortldi.

Reaksiyon diizeyi biyotipler arasinda goreceli olarak farkli olmasina ragmen 41 kDa
agirhigindaki bantin biitiin biyotiplerde spesifik serumla reaksiyona giren tek ortak protein
oldugu belirlendi. Biyotipler arasinda biyotip 1, 2, 5 ve 6 ile elde edilen hiperimmiin
serumun 41 kDa'lik protein bandi ile giiglii bir reaksiyon verdigi, buna mukabil biyotip 4, 7
ve 8'in reaksiyonlarimn zayif oldugu gorildii (Sekil 8). Ayrica, basta biyotip 2 ve 5 olmak
tizere biyotip 1 de de ikinci derecede giigli reaksiyon veren 45.5 kDa'lik protein band:
biyotip 3, 4, 6, 7 ve 8 de belirlenemedi (Sekil 8).
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Sekil 8 : G.vaginalis’in sekiz biyotip homolog serumlartyla
verdigi western blot reaksiyonlar. 1) Biyotip 1, 2)
Biyotip 2, 3) Biyotip 3, 4) Biyotip 4, 5) Biyotip 5, 6)
Biyotip 6, 7) Biyotip 7, 8) Biyotip 8,
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4.4. Biyotiplerin Homolog ve Diger Biyotiplere Ait Poliklonal
Antiserumlarla Western Blot Reaksiyonlari:

4.4.1 Biyotip 1'in Western Blot Reaksiyonlari

a. Homolog antiserumla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 1 antijenlerinin kontrol
tavsan serumu ile reaksiyonunda MA's1 145, 74, 32 ve 30 kDa olan dort bant goriilmektedir
(Sekil 9). Kontrol serumla reaksiyona giren bu proteinler homolog hiperimmiin serumlarin
hepsiyle de reaksiyon vermektedir (strip 2-5). 2. enjeksiyon sonucunda elde edilen serumla
baslamak tizere Biyotip 1'in yapisal proteinleri arasinda 41 kDa'lik proteinin tavsanda belirgin
olarak immiinoglobulin olusturdugu goriilmektedir (strip 2-5). 3. ve 4. immiinizasyon
sonrast ise MA'st 145, 107- 41, 37.5, 30, 32 kDa olan proteinlerin reaksiyon verdigi
goriilmektedir (Sekil 9, strip 3-5).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotipler arasinda
antijenik benzer yapilarin belirlenebilmesi igin her bir biyotipin 4'incti enjeksiyonu ile elde
poliklonal serumlar nitroseliloz membrana aktarilmis bir diger biyotipin antijenleri ile
kargilagtirildi.

Bu maksatla, Biyotip 1 proteinlerini igeren stripler Biyotip 2'nin 4'linci kez
enjeksiyonu ile elde edilen hiperimmiin serumla reaksiyona sokuldu.  Biyotip 2
antiserumunun Biyotip 1'in 107, 66, 45.5 ve 41 kDa'lik proteinleri ile reaksiyon verdigi
gorildii. Bunlann diginda 145 kDa ve 74 kDa proteinlerinin de reaksiyon verdigi; ancak
bunlarin kontrol serum ile de belirlendigi goriilmektedir (Sekil 9).

Ayni sekilde; Biyotip 3’tin poliklonal serumuyla olan reaksiyonda 45.5, 37.5, 32 kDa
ve 30 kDa’lik bantlar goriliirken, biyotip 4’tin serumuyla sadece 41 kDa’lik protein bantinin
reaksiyon verdigi gorildi. Biyotip 5’in serumuyla 83, 54, 50, 48 ve 41 kDa’lik bantlar,
Biyotip 6’nin serumuyla 48 ve 74 kDa agirhiginda iki bant; Biyotip 7’nin serumuyla sadece
74 kDa agirh@indaki bant; Biyotip 8’in serumuyla ise 107, 48, 41 ve 30 kDa agirhginda
bantlar gortilmiistiir (Tablo 4) (Sekil 9).



Tablo 4 : G. vaginalis Biyotip 1’in Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinleri

Poliklonal Antijen

Antikor Biyotip 1

Biyotip 1 K: 145, 74, 32, 30
1: 145, 74, 32, 30
2: 145, 74, 41
3: 145, 107, 41, 48, 35, 37.5,
30,32
4: 145, 107, 41, 48, 37.5, 35,
30,32

Biyotip 2 107, 66, 45, 41

Biyotip 3 455, 37.5, 32,30

Biyotip 4 41

Biyotip 5 83, 54, 50, 48, 41

Biyotip 6 48, 74

Biyotip 7 74

Biyotip 8 107, 48, 41, 30
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Sekil 9 :G. vaginalis BT-1 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlar
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonras,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon

6) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon

7) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon

8) Biyotip 4’e ait serumla reaksiyon

9) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon

10) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon

11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon

12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon



4.4.2. Biyotip 2'nin Western Blot Reaksiyonlar1

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 2 proteinleri ile kontrol
serumun reaksiyon vermedigi gorildii (Sekil 10). Biyotip 2 ile yapilan 1. immiinizasyon
sonrast 107 ve 50 kDa’lik, 2. immiinizasyon sonrast 107, 72, 50, 45.5, 41 kDa’lik bantlarin
reaksiyon verdigi; 3. ve 4. immiinizasyon sonrasi elde edilen serumlarin hemen hemen ayni
proteinlerle (107, 93, 83, 74, 72, 66, 50, 45.5, 41 kDa) reaksiyon verdigi goruldi. 4.
immiinizasyondan sonra reaksiyon veren bantlar daha belirgin olup 107, 93, 83, 66, 45.5 ve
41 kDa’lik proteinler daha dominant olarak goriilmektedir.

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 2'nin
antijenleriyle biyotip 1’in poliklonal serumunun western blot analizi sonucu 145, 107, 93, 74,
50, 48, 41, 36, 35, 30 kDa’lik toplam 9 bant belirlendi. Bunlar arasinda; é6zellikle 145, 74,
48, 41, 36, 35, 30 kDa’lik proteinlerin belirgin olarak reaksiyon verdigi; 107, 74, 48, 41 ve
35 kDa’lik proteinlerin biyotip 1 antijenlerinin homolog serumuyla verdigi reaksiyondaki
bantlarla ayni oldugu goriildii (Tablo 5) (Sekil 10).

Ay sekilde yapilan analizlerde, Biyotip 3’e ait serumlarla olan reaksiyonda 107, 50,
47, 37.5, 30 kDa’lik 5 bant; Biyotip 4’iin serumuyla olan reaksiyonda 107, 64, 41 kDa 'hk
bantlar; Biyotip 5’in serumuyla 107, 93, 50, 47, 41 kDa agirhgindaki protein bantlarm
reaksiyon verdigi; bu bantlarin hepsinin homolog serumla olan reaksiyonlarda da
belirlenebildigi goruldii. Biyotip 6’ ya ait serumla reaksiyonun zayif oldugu; sadece
107, 64, 50, 41 ve 36 kDa’lik proteinlerin reaksiyon verdigi goruldi. Aym sekilde Biyotip 7
ve 8’in poliklonal serumlariyla gergeklestirilen reaksiyonlarda zayif diizeyde sinyal elde
edildigi; biyotip 7’nin serumuyla tek bant (64 kDa), biyotip 8’in serumuylada 50 ve 41
kDa’lik iki protein bantin reaksiyon verdigi belirlendi (Tablo 5) (Sekil 10).



Tablo 5 : G. vaginalis Biyotip 2’nin Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor Biyotip 2
Biyotip 1 145, 107, 93, 74, 50, 48, 41, 36,
35,30
Biyotip 2 K: --
1:107,50
2: 107, 72, 50, 45, 41
3: 107, 93, 83, 66, 50, 45, 41
4:107, 93, 83, 74, 72, 66, 50, 41
Biyotip 3 107, 50, 47, 37.5, 30
Biyotip 4 107, 64, 41
Biyotip 5 107, 93, 50, 47, 41
Biyotip 6 107, 64, 50, 41, 36
Biyotip 7 64
Biyotip 8 50, 41
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Sekil 10 :G. vaginalis BT-2 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlar1
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonrasi,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon
6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon
7) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon
8) Biyotip 4’e ait serumla reaksiyon
9) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon
10) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon
11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon
12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon
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4.4.3. Biyotip 3'iin Western Blot Reaksiyonlar:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Kontrol serumla 45.5 kDa'da tek
bir protein bandi belirlendi. 1. imminizasyon sonrast 72, 66, 45 kDa 3 protein bandi, 2.
imminizasyon sonrasi 45.5 kDa’luk bant gok zayif olarak goriilirken 1. immiinizasyona
ilave olarak zayif reaksiyon veren 62 kDa agirhiginda bir protein bandi goruldi. 3.
immiinizasyon sonrast 93, 74, 66, 72, 62, 41 kDa’lik; 4. immunizasyon sonrasi 93, 74, 72,
64, 62, 41 kDa’lik proteinlerin reaksiyon verdigi; 41 kDa agirhifindan daha kiigiik protein
bantlar tek tek belirlenemedi.

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 3‘lin
antijenleriyle Biyotip 1’in poliklonal serumu karsilastinldiginda 83, 66, 50, 48, 45.5 kDa
agirhiginda 5 proteinin reaksiyon verdigi gorildii (Tablo 6) (Sekil 11).

Biyotip 2 ile elde edilen serumla 107, 93, 83, 74,66, 47 kDa’lk 6 protein bandi
goriiliirken Biyotip 4’in serumuyla reaksiyon veren protein bandi goriilmedi. Biyotip 5’in
serumuyla 50 ve 47 kDa’lik 2 protein band: belirgin olarak goriilirken 37.5 ve 35 kDa’lik
proteinlerin zayif diizeyde reaksiyon verdigi gortldi. Diger tarafdan, Biyotip 6'mn
serumuyla 47, 48 ve 37.5 kDa’lik bantlar belirgin olarak goriilirken digerlerinin ( 107, 66
kDa) zayif sinyal verdigi, aym sekilde Biyotip 7’nin serumuyla 66 kDa’lik zayif bir bant
goriilirken Biyotip 8’in serumuyla 66, 64, 48, 42 kDa’lik proteinlerin reaksiyon verdigi
belirlendi (Tablo 6) (Sekil 11).



Tablo 6 : G. vaginalis Biyotip 3’iin Homolog ve Heterolog Antiserum Kullamlarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor BiyOtip 3
Biyotip 1 83, 66, 50, 48, 45.5
Biyotip 2 107, 93, 83, 74, 66, 47
Biyotip 3 K: 455

1: 72, 66, 45.5

2:72, 66, 62, 41

3: 93, 74, 66, 72, 62, 41
4: 93, 74, 72, 64, 62

Biyotip 4 -

Biyotip 5 50, 47, 37.5, 35

Biyotip 6 107, 66, 48, 47, 37.5, 50
Biyotip 7 66

Biyotip 8 66, 64, 48, 47
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Sekil 11:G. vaginalis BT-3 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlari
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrast, 4) 3. immiinizasyon sonrasl,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon

6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon

7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon

8) Biyotip 4’e ait serumla reaksiyon

9) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon

10) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon

11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon

12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon

TC. YUKSE:

AUGKETIM KURULD

DOKUMANTASYON MERKEZ]
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4.4.4. Biyotip 4'iin Western Blot Reaksiyonlar:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 4 proteinleriyle homolog
serumun oldukga zayif diizeyde reaksiyon verdigi gorildia. Kontrol serumla reaksiyonda 66
kDa’lik tek bir bant gériliirken 1. immiinizasyon sonrasi spesifik immiinglobulin gelismedigi;
2. immiinizasyon sonrasinda ise 64, 41 ve 29 kDa’lik proteinlere karsi antikor gelistigi
goruldu (Tablo 7) (Sekil 12). Ancak, 3. enjeksiyon sonrasi elde edilen serumun bu protein
bantlar1 ile reaksiyon vermedigi, sadece 97 kDa'min iistinde agirhga sahip bir proteinle
reaksiyon verdigi; 4. immiinizasyon sonras: elde edilen serumun ise bunlara ilaveten sadece
41 kDa’lik proteinle reaksiyon verdigi goriildii (Tablo 7) (Sekil 12).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 4’tin
antijenleriyle diger biyotiplere karst olusturulan antikorlarin reaksiyonlari incelendiginde;
Biyotip 1 le elde edilen poliklonal serumun Biyotip 4 proteinleri arasinda 107, 93, 83, 54, 41
ve 35 kDa’lik 6 proteinle reaksiyon verdigi, bunlar arasinda 41 kDa’lik proteinin digerlerine
gore daha yogun olarak sinyal verdigi goruldii (Tablo 7) ($ekil 12). Benzer sekilde, Biyotip
2’nin serumuyla da ¢ok sayida Biyotip 4 proteinlerinin (107, 93, 83, 74, 45.5, 41) 107, 45.5
ve 41 kDa) reaksiyon verdigi goriildi. Diger tarafdan Biyotip 3’e ait serumla 107, 45.5,
37.5, 30 kDa’lik, biyotip 5’in serumuyla 93, 48, 45, 41 kDa’lik protein bantlar: belirlenirken
Biyotip 4 proteinlerinin Biyotip 6’nin serumuyla ¢ok zayif reaksiyon verdigi (64, 45.5, 41, 35
kDa'lik proteinler); Biyotip 7’nin serumuyla sadece 64 kDa’lik; Biyotip 8’in serumuyla da 2
proteinin (41, 45.5 kDa) ¢ok zayif diizeyde reaksiyon verdigi gortildii (Tablo 7) (Sekil 12).



Tablo 7 : G. vaginalis Biyotip 4’iin Homolog ve Heterolog Antiserum Kullamlarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor Biyotip 4
Biyotip 1 107, 93, 83, 54, 41, 35
Biyotip 2 107, 93, 83, 74, 45.5, 41
Biyotip 3 107, 45, 37.5, 30
Biyotip 4 K: 66

1: 66

2: 66, 64, 41, 29

3:--

4: 41
Biyotip 5 41,455, 48
Biyotip 6 35, 41, 45.5, 64
Biyotip 7 64
Biyotip 8 41, 48
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Sekil 12:G. vaginalis BT-4 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlari
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasl,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonras,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon

6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon

7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon

8) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon

9) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon

10) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon

11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon

12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon
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4.4.5. Biyotip 5'in Western Blot Reaksiyonlari:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 5 proteinleri ile kontrol
serumun reaksiyonunda 145, 107, 66, 50, 45, 29 kDa olmak lzere 6 protein bandinin
belirlendigi; bunlar arasinda 145, 50 ve 45.5 kDa agirhgindaki bantlarin daha yogun sinyal
verdigi gorildi (Tablo 8) (Sekil 13). Biyotip 1'in ilk enjeksiyonu sonrasinda elde edilen
serum kullanildiginda kontrol serumun reaksiyon verdigi proteinler tekrar belirlendi; ancak 2.
immiinizasyondan sonra 145, 107 ve 29 kDa’lik bantlarin kayboldugu, buna mukabil 66
kDa’lik bandin yogunlugunun daha da arttigi goriilda. Ayrica, 50 ve 45.5 kDa’luk bantlarin
yogunluklarimin aym diizeyde devam ettigi, yeni olarak da 41 kDa’lik protein bandinin
reaksiyon verdigi goriildi. 3'Uincii immiinizasyonda sinyal veren bant sayisi ve dizeyi
degismezken 4'lincii enjeksiyondan sonra elde edilen serumun 3'inct imminizasyondaki
bantlara ilave olarak 96 ve 89 kDa’lik proteinlerle de reaksiyon verdigi belirlendi (Tablo 8)
(Sekil 13).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Tablo 8 de
ozetlendigi gibi Biyotip 1’e ait poliklonal serum ile reaksiyonda Biyotip 5 proteinleri
igerisinde 93, 83, 76, 66, 62, 50, 41, 42 ve 32 kDa’lik protein bantlarimn belirlendigi goruldi
(Sekil 13). Bunlar arasinda MA's1 41 kDa olan proteinin digerlerinden daha yogun sinyal
verdigi gorildi.

Benzer sekilde, Biyotip 2’nin poliklonal serumuyla olan reaksiyonda da 93, 83, 80,
74, 66, 64, 62, 45.5, 41, 32, 30 kDa proteinlerinin yogun bir sinyal verdigi belirlendi. Diger
taraftan Biyotip 3’tin serumuyla reaksiyonda 50, 45.5 ve 37.5 ve 32 kDa’luk protein bantlar:
goriliirken Biyotip 4, 6 ve 8 ile elde edilen hiperimmiin serumlarla Biyotip 5 proteinlerinin
zayif bir reaksiyon verdigi, bunlar arasinda sadece Biyotip 7 antiserumu ile 64 kDa’luk
agirhiginda tek bir protein bandimin sinyal verdigi goruldi (Tablo 8) (Sekil 13).



Tablo 8 : G. vaginalis Biyotip 5’in Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen

Antikor Biyotip 5

Biyotip 1 93, 83, 76, 66, 62, 50, 41, 32

Biyotip 2 93, 83, 80, 74, 66, 64, 62, 45.5, 41,
32,30

Biyotip 3 50,45.5,37.5, 32

Biyotip 4 74,455,375

Biyotip 5 K: 145, 107, 66, 50, 45.5, 29

1: 145, 107, 66, 50, 45.5, 29
2: 66, 50, 45.5, 41

3: 66, 50, 45, 41

4: 96, 89, 66, 50, 45.5, 41

Biyotip 6 45.5,37.5, 74

Biyotip 7 64

Biyotip 8 45.5, 50
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Sekil 13:G. vaginalis BT-5 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlart
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonrasi,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon

6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon

7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon

8) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon

9) Biyotip 4’¢ ait serumla reaksiyon

10) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon

11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon

12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon



4.4.6. Biyotip 6'min Western Blot Reaksiyonlari:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 6 proteinlerinin kontrol
serum ile reaksiyonunda 83, 74, 52, 48 kDa agirhgindaki 4 protein bandi belirlendi. 1'inci
enjeksiyon sonrasinda elde edilen serumla reaksiyonda ise 50 kDa'lik protein
belirlenebilirken, kontrol serumla reaksiyon veren 48 ve 52 kDa’lik proteinlerin sinyal
vermedigi gorildii (Tablo 9) (Sekil 14). Ancak, 2. immiinizasyon sonrasi elde edilen
antiserumun 83, 76, 74, 66, 50, 48 kDa’lik protein bantlariyla reaksiyon verdigi; 3'tncii
immiinizasyonda 73, 74, 75 ve 41 kDa’likk 4 bantin yogun sinyal verdigi, 4'incti enjeksiyon
sonrasi elde edilen antiserumla da 3'lincii enjeksiyon antiserumla elde edilen bantlara ilave
olarak 37.5, 35, 30 kDa’lik proteinlerin reaksiyon verdigi belirlendi (Tablo 9) (Sekil 14).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 6
proteinlerinin Biyotip 1'in 4'iincti enjeksiyonu ile elde edilen antiserumla reaksiyonunda
MA'st 74, 47, 45.5 ve 32 kDa olan protein bantlar belirlendi (Tablo 9) (Sekil 14). Benzer
sekilde, Biyotip 2 antiserumuyla Biyotip 6 proteinleri arasinda reaksiyon veren bantlarm 107
ve 41 kDa; daha zayif olarak da 83, 74, 73, 50, 41, 32, 29 kDa proteinleri oldugu gérildi.
Diger tarafdan, Biyotip 3 antiserumuyla 41 ve 32 kDa’lik protein bantlari yogun olarak
sinyal verirken 47 ve 50 kDa proteinlerinin de belirlenebilirken Biyotip 4 antiserumuyla
sadece 47 kDa proteinin yogun olarak belirlendigi; Biyotip 5 antiserumuyla yine 47 ve 50
kDa’lik proteinlerin reaksiyon verdigi goriildi. Biyotip 7 antiserumuyla Biyotip 6 proteinleri
arasinda sadece 66 kDa'nin yogun bir sinyal verdigibant belirlenirken Biyotip 8 antiserumuyla
kayda deger reaksiyon veren protein goriilmedi (Tablo 9) (Sekil 14).



Tablo 9 : G. vaginalis Biyotip 6’min Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor Biyotip 6
Biyotip 1 74, 50, 47, 45.5, 32
Biyotip 2 107, 83, 73, 52, 47, 41
Biyotip 3 50, 47, 41, 32
Biyotip 4 47
Biyotip 5 74, 50, 47, 41
Biyotip 6 K: 83, 74, 52, 48
1: 83, 74,50
2: 83, 76, 74, 64
3: 41, 48, 50, 73, 74, 75
4:75, 74,73, 50, 48, 41, 37.5, 35,
30,29
Biyotip 7 66
Biyotip 8 --
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Sekil 14:G. vaginalis BT-6 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlar
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonras,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon
6) Biyotip 1’¢ ait serumla reaksiyon
7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon
8) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon
9) Biyotip 4’¢ ait serumla reaksiyon
10) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon
11) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon
12) Biyotip 8’e ait serumla reaksiyon
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4.4.7. Biyotip 7'nin Western Blot Reaksiyonlar:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 7 proteinlerinin kontrol
serum ile reaksiyonunda herhangi bir sinyal goriilmezken 1'inci enjeksiyon sonras: elde edilen
antiserumla sadece 37.5 kDa agirh@inda bir proteinin reaksiyon verdigi; 2, 3 ve 4'linci
enjeksiyonlarda elde edilen antiserumlarla reaksiyonlarda ise sadece 41 kDa agirhigindaki
proteinin belirlenebildigi gortildii (Tablo 10 ) (Sekil 15; strip 3-5).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar: Biyotip 1’e ait
antiserum ile Biyotip 7 antijenleri kargilagtirildiginda 66, 41, 32 kDa agirhinda 3 bant;
Biyotip 2 antiserumuyla yogun olarak basta 145 ve 66 kDa olmak tizere 50, 41 ve 37.5
kDa’lik protein bantinin sinyal verdigi gorildii. Aym sekilde, Biyotip 3 antiserumuyla 107,
93, 66, 45.5, 41,37.5 kDa'lik protein bantlart belirlenebilirken Biyotip 4 antiserumuyla 66
kDa protein bandinin reaksiyonu goriildi. Benzer sekilde, Biyotip 5 antiserumuyla
reaksiyonda 66, 50, 29 kDa agirliginda 3 protein bandi belirlenirken bunlar arasinda 29 kDa
agirhigindaki proteinin goreceli olarak daha yogun sinyal veren protein oldugu goriilda.
Biyotip 6 antiserumuyla reaksiyonda ise 66, 29 ve 27 kDa proteinlerinin sinyal verdigi;
Biyotip 8 antiserumuyla da 37.5 ve 27 kDa proteinlerinin belirlendigi goriildii (Tablo 10 )
(Sekil 15).



Tablo 10 . G. vaginalis Biyotip 7°nin Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testlerinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor Biyotip 7
Biyotip 1 66, 41
Biyotip 2 145, 66, 50, 41, 67.5
Biyotip 3 107, 93, 66, 41, 45.5, 37.5
Biyotip 4 66
Biyotip 5 66, 50, 29
Biyotip 6 66, 2927
Biyotip 7 K:37.5
1: 41
2:41
3:41
4: 41
Biyotip 8 375,29
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Sekil 15 :G. vaginalis BT- homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlar:
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasi,
3) 2. immiinizason sonrasi, 4) 3. immiinizasyon sonrast,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon
6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon
7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon
8) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon
9) Biyotip 4’e ait serumla reaksiyon
10) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon
11) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon
12) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon
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4.4.8 Biyotip 8’in Western Blot Reaksiyonlari:

a. Homolog antiserum ile verdigi reaksiyonlar: Biyotip 8 proteinleriyle kontrol
serumun reaksiyonunda 29 kDa’lik tek bir proteinin sinyal verdigi gortildi (Tablo 11) (Sekil
16; strip 1). Biyotip 8'in 1'inci enjeksiyonu sonrasinda elde edilen antiserumuyla da ayrica 50
kDa proteinin belirlendigi, ancak bunun 2'inci enjeksiyon sonrasi antiserumla reaksiyon
vermedigi, bunun yerine 74 ve 35 kDa proteinlerinin belirlendigi goriildii (Sekil 16; strip 3).
Diger tarafdan, 3 ve 4'inci enjeksiyonlar sonrasi antiserumlarla reaksiyonda Biyotip 8
proteinleri arasinda zayif olarak 64 ve 41 kDa proteinlerinin reaksiyon verdigi gorildi
(Tablo 11) (Sekil 16; strip 4-5).

b. Diger biyotiplerin antiserumlariyla verdigi reaksiyonlar:

Biyotip 8 homolog antiserumunun nitroseliiloz membranda diigiik say1 ve yogunlukda
proteinle reaksiyon vermesine ragmen Biyotip 1 heterolog antiserumuyla 74, 64, 58, 50, 48,
41, 32 kDa agirh@mndaki proteinler diizeyinde; yine Biyotip 2 antiserumuyla benzer
proteinlerin sinyal verdigi, bunlar arasinda da ozellikle 66 kDa agirh@indaki bantin sinyalinin
yogun oldugu goriildi (Tablo 11) (Sekil 16; strip 6-7). Buna karsin, Biyotip 8 proteinlerinin
heterolog Biyotip 3 antiserumuyla reaksiyonunda 66 ve 41 kDa; Biyotip 4 antiserumuyla
sadece 66 kDa; Biyotip 5 antiserumuyla ise 66, 62, 32 ve 30 kDa proteinleri sinyal verdigi
belirlendi. Benzer sekilde Biyotip 6 antiserumuyla 66, 41 ve 35 kDa proteinleri reaksiyon
verirken Biyotip 7’ antiserumuyla belirgin olarak sadece 35 kDa'lik bir proteinin reaksiyon
verdigi gorildi (Tablo 11) (Sekil 16; strip 11-12).



Tablo 11. G. vaginalis Biyotip 8’in Homolog ve Heterolog Antiserum Kullanilarak
Yapilan Western Blot Testlerinde Antijenik Oldugu Belirlenen Proteinler

Poliklonal Antijen
Antikor Biyotip 8
Biyetip 1 74, 66, 58, 50, 41, 30
Biyotip 2 66, 58, 54, 50, 48, 41,37.5
Biyotip 3 41, 66
Biyotip 4 66
Biyotip 5 66, 62
Biyotip 6 35, 41, 66
Biyotip 7 35, 41
Biyotip 8 K: 29
1: 50
2:35,74
3: 64,41, 35
4: 64,41, 35




3
MA% 1O ' 2 3 4 5 1 ® o
g -
M6 =
CER
bb — e , ,.
-
45 -
” o
i S
20 - § ‘
“ N =

Sekil 16:G. vaginalis BT-8 homolog ve diger biyotiplere ait poliklonal
serumlarla western blot reaksiyonlar:
1) Kontrol serum, 2) 1.immiinizasyon sonrasl,
3) 2. immiinizason sonrast, 4) 3. immiinizasyon sonras,
5) 4.immiinizasyon sonrast homolog poliklonal serumla
reaksiyon

6) Biyotip 1’e ait serumla reaksiyon

7) Biyotip 2’ye ait serumla reaksiyon

8) Biyotip 3’e ait serumla reaksiyon

9) Biyotip 4’e ait serumla reaksiyon

10) Biyotip 5’e ait serumla reaksiyon

11) Biyotip 6’ya ait serumla reaksiyon

12) Biyotip 7’ye ait serumla reaksiyon



4.5. G.vaginalis Biyotiplerinin Vajinal Epitel Hiicrelere Adherensi :

G.vaginalis biyotiplerinin adherens indekslerini belirlemek amaciyla her bir biyotip
icin 4 veya daha fazla bakteri yapismis 20 epitel hiicresi sayilip ortalamas alinarak %
adherens indeksi formiiliine gore her bir biyotipin adherens indeksleri belirlendi. Biyotiplerin
% adhezyon indekslerine bakildiginda ; biyotip 1’in 18, biyotip 2’nin 27, biyotip 3’tn 14 ,
biyotip 4’n 5, biyotip 5’in 24, biyotip 6’mn 36, biyotip 7’nin 4, biyotip 8’in 8 oldugu
belirlendi (Tablo 12)..

Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiklarinda biyotiplerin adherens indeksleri
arasinda anlaml fark oldugu belirlendi. (x’=64.78, p:0.00000 ). Sekiz biyotip adhezyon
indekslerinin yakinliklarina gére gruplandinildiginda Biyotip 1,2,3,5 ve 6 bir grup altinda
toplamp adherensleri arasinda istatistiksel olarak fark goriilmedi. (x* =15.95, p:0.00312219).
Aymi sekilde biyotip 4,7,8 ‘in bir grup altinda toplanip adherensleri arasinda istatistiksel
farkin olmadigi belirlenmistir. (x’=1.62, p:0.44457244). Biyotipler adezyon indexlerine gore
siralandiklarinda en iyi adezyonun biyotip 6 (%36), 2 (%27), 5 (%24) oldugu belirlendi.
(Sekil 17-18-19)

Tablo 12: G.vaginalis Biyotiplerinin Vajinal Epitel Hiicrelerine Olan Adherens

indeksleri
G.vaginalis Biyotipleri
1 2 3 4 § 6 7 8
Adherens
I 18 27 14 5 24 36 4 8
indeksi (%)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada G.vaginalis’in sekiz epidemiyolojik biyotipinin SDS-PAGE ile protein
profilleri ¢ikanlarak; ayrica, imminodominant protein antijenlerin belirlenmesi maksadiyla bu
proteinlerin .nitroseliiloz membrana aktarildigi western blot teknigi ile, tavsanda bu
biyotiplerin tekrarlanan enjeksiyonlarla elde edilen antiserumlarla reaksiyonlarindan elde
edilen sonuglar degerlendirildi. Aynca, yine G. vaginalis’in sekiz biyotipinin epitel
hiicrelerine adherans 6zellikleri incelenerek sik izole edilen biyotipler ve adherans indeksleri
arasinda bir korelasyon olup olmadi irdelendi ve sonuglar literatiir bilgileri isiginda
tartigildi.

G. vaginalis’in biyokimyasal testlerle belirlenen 8 biyotipi ayn ayn iiretilip SDS-
PAGE ile incelendiginde goriiniir MA'lan1 205 kDa ve 29 kDa arasinda degisen sayica
yaklagik 40 kadar yapisal protein igerdikleri gorildii. Bunlar arasinda, muhtemelen dimer
veya daha st protein kuruluglanmn yer aldil yiiksek MA'L proteinler géz O6niine
alinmadiginda, yapisal dominant proteinlerin MWM'a gére 97 kDa ve 29 kDa arasinda
yogunlagtiklan belirlendi.

Bu arahktaki proteinler, bantlarnin dizilis ve yogunlastiklar: alanlar baz almarak dort
gruba ayrilarak incelendiginde (55); birinci grupta 93 kDa agirligindaki protein bandiun
butiin biyotiplerde go6rillmesi bu bandin biyotipleri ayirmada kullanilamayacagin
gostermektedir. Yine aym sekilde dominant oldugu goriilen 2'inci grup proteinler arasindaki
66 kDa; 3'Uncii grup proteinler arasinda da 45.5 kDa agirh@indaki protein bandimin yine
bitiin biyotiplerde bulundugu gorilmektedir. Biyotip 3, 4 ve 5' in SDS-PAGE ile
aynstinimig ve nitroseliiloz membrana aktarilmig protein antijenlerinin normal tavsan
sefumlan ile reaksiyonlarinda da bu iki bantin belirlenebilmesi, bunlann digindaki diger
yapisal proteinlerle reaksiyonun  goérillmemesi bu proteinlerin = Haemophilus ve
Corynebacterium gibi G. vaginalis’e benzer bakterilerin de yapilaninda bulunabilecek, G.
vaginalis’e spesifik olmayan protein bantlan oldugunu digindirmektedir.  Deneysel
sartlarda dogrulanamamis olmakla birlikte, bu proteinlerle reaksiyonunun tavsan
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serumlarinda bu bakteri tiirlerine kars1 spesifik antikorlarin bulunmas: sebebiyle oldugu ileri
stiriilebilir.

Genel olarak, G. vaginalisin SDS-PAGE protein profillerine bakilarak biyotipler
arasinda proteinlerin yogunluklari ve sayisi bakimindan kismi farkliliklar gériilmektedir;
fakat, bu farkliliklarin G. vaginalis biyotipleri arasinda yapisal protein igerigi agisindan ayirt
etmeye olanak verecek diizeyde olmadig distiniilda.

G. vaginalisin yapisal proteinlerinin antijenik  6zelliklerini, bunlar arasinda
immiinodominant olanlarin belirlenebilmesi igin; her bir biyotipin ayrt ayn tekrarlanan
enjeksiyonlarla tavsanlara verilerek elde edilen antiserumlariyla Biyotiplerin SDS-PAGE

sonrast nitroselilloz membrana aktanilmig. proteinlerinin western blot reaksiyonlan uyguland.

Bunun maksatla, 6ncelikle antiserum ve reaksiyonun varligim ortaya koymak igin
kullanilan AP-konjuge anti-tavsan serumunun (konjugat) uygun diliisyonlarim belirlemek igin
yapilan o6n galiymalarda, bizim sartlanmizda antiserumun 1:200, konjugatin  1:5000
dilisyonlarinin uygun oldugu belirlendi.  Diger taraftan, nitroselilloz mebrana aktarilan
proteinlerin gerek blot sartlan altinda olumsuz yonde etkilenen antijenik ®zelliklerinin
yeniden diizenlemesi maksadiyla kullamilan non-iyonik deterjan; gerekse proteinler iizerindeki
spesifik olmayan bolgelerinin bloklanmast igin kullanilan farkli tiirden protein soliisyonunun
ve konsantrasyonlarimn segimi i¢in 6n ¢aliymalar yapildi. Bizim deney sartlanmizda, bir non-
iyonik deterjan olan Tween 20'nin % 0.250 konsantrasyonun uygun oldugu; yagsiz siit tozu
ve BSA’nin degisik konsantrasyonlanyla yapilan immiinoblot islemlerinde de siit tozu ve
BSA arasinda fark olmadig belirlendi; ancak ucuz ve kolay bulunur olmasi nedeniyle
blocking buffer siit tozu ile hazirlandi.

Western blotda; G. vaginalis'in immiinodominant proteinlerini belirlemek igin her bir
biyotip antijenlerinin homolog antiserumlariyla reaksiyonlan incelendiginde; &zellikle Biyotip
2’de olmak tzere biyotip 1, 2, 3, 5 ve 6'min yapisal proteinleri arasinda birgogunun spesifik
olarak antiserumlarniyla reaksiyon verdigi goriildii. Biyotip 7 ve 8’de antiserumla
reaksiyonunun nisbeten zayif olmasina kargin, biitiin biyotiplerde dier yapisal proteinlere
gore MA'st 41 kDa olan proteinin immiinodominant oldugu gorilmektedir. 41 kDa
agirhgindaki immiinodominant proteinin 6zellikle Biyotip 1, 2, 5 ve 6 da yogun sinyal verdigi
goriildi. Boustouller ve arkadaslan (52) biyotipleri belirtiimeyen, 23 G.vaginalis klinik
izolat: ile yaptiklan bir ¢ahsmada spesifik antiserumlarla kullanarak suslar arasinda antijenik
varyasyonlann oldugunu, fakat hepsinin 41 kDa’luk immiinodominant bir protein antijen
icerdiklerini bildirmiglerdir.

G. vaginalis yapisal proteinleri arasinda, ilging olarak, coomassi blue ile boyanmus
SDS-PAGE profilinde bakterinin yapisinda yogun olarak bulundugu gérillen proteinler
arasinda goriinir MA's1 41 kDa olan dominant bir protein belirlenememekte; buna mukabil,
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antiserumlar igerisinde 41 kDa'ya spesifik giigli bir poliklonal immiinoglobulin varlig
goriilmektedir. Antijenlerin antijen isleyen hiicrelere prezantasyon sekli basta olmak tizere
biiyiiklilkleri ve miktarlan agisindan  B-lenfosit cevap olusturma dizeyleri farkli
olabilmektedir, neticede, dominant proteinlerin ilk bakigda daha antijenik olmalan
beklenirken, proteinlerin giigli B-hiicre yanit1 olusturmalar: igerdikleri B-hticre epitoplariyla
oldukga alakalidir. Bu nedenle, jel elektroforezinde belirlenemeyen, ancak bu epitoplara
sahip bir proteinin B lenfositlerini giiglii bir gekilde uyarabilmesi beklenebilir.

Diger tarafdan, 41 kDa'hk immiinodominant proteinin biyotip spesifik antiserumlarla
giiclii reaksiyon vermesi sebebiyle G.vaginalisin birlikte bulunabilecegi heterojen bir
¢evrede, ornegin vajen floras: icerisinde, belirlenmesi igin bir marker olarak kullanilabilir.

Biyotipler, homolog antiserumlariyla ve diger biyotiplere ait (heterolog)
antiserumlarla western blotta incelendiginde; bazi biyotipler arasinda ortak olarak goriilen
(capraz reaksiyon veren) oldukga fazla antijenik yap: goriilmektedir. Biyotip 1 ile
gelistirilen antiserumun Biyotip 1 proteinleriyle reaksiyonu incelendiginde; 3 ve 4'inci
imminizasyondan sonra bantlarin aym olmasi 3'linci enjeksiyon sonrast miimkiin olan tiim
proteinlere karg1 immiinoglobulin gelistigi goriildii. Kontrol serum ile reaksiyonda gériilen
bantlanin 4. immiinizasyonda da goriilmesi bu bantlarin G. vaginalis i¢in spesifik protein
bantlar1 olmadigimi distindiirmektedir. Diger tarafdan, spesifik olarak kabul edilen
reaksiyonlarda 41 kDa agirhgindaki proteinin digerlerine gére dominant oldugu
gorilmektedir. Biyotip 1 antijenleri diger biyotiplere ait antiserumlarla kargilastirmah olarak
reaksiyona sokuldugunda; biyotip 2’nin antiserumuyla verdigi reaksiyonun homolog serumla
reaksiyona oldukga benzedigi, Biyotip 5’e ait antiserumla kargilagtinldiginda ise homolog
serumla elde edilen bantlara ilave olarak 54, 50, 48 kDa agirligindaki proteinler yogun sinyal
vermektedir. Biyotipler arasinda en ¢ok Biyotip 5 antiserumunun Biyotip 1 proteinlerle
¢apraz reaksiyon verdigi; buna kargin, Biyotip 1 antiserumunun Biyotip 5 proteinleriyle aym
diizeyde gapraz reaksiyon vermedigi belirlendi. Benzer gekilde, Biyotip 2 antiserumunun da |
. diger antiserumlara gore daha fazla sayida Biyotip 1 antijenleriyle reaksiyona girdigi
g2orilmektedir. Bu da, Biyotip 1, 2 ve 5 arasinda serolojik benzerligin oldugu
diisindirebilir. Bu serolojik benzerligin Biyotip 2 ile gosterilememesine ragmen, nitekim,
Ison ve arkadaslan (30) G. vaginalis suslan arasinda Biyotip 1, 3 ve Biyotip 5° i ayni1 serotip
altinda toplamislardir (serotip C).

Biyotip 2’de de 3. enjeksiyon sonrasi yeterli poliklonal immiinglobulin sentezinin
saglandigi gorilmektedir. Bu 6zelligi ile biyotip 1’e benzerlik gostermektedir. Homolog
serumla ve diger biyotiplere ait serumla 107 kDa’lik (biyotip 7 ve biyotip 8 harig) ve 50
kDa’lik (biyotip 4 ve biyotip 7 harig) bantlanin gériillmesi bunlarin G. vaginalis biyotipler
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arasinda ortak antijenik proteinler oldugununu; Biyotip 4, 7 ve 8’de bu bantlarin
gorilmemesi bu biyotiplerin zayif antijenik 6zellige sahip olduklarimt diisindiirmektedir.

Biyotip 3’lin kontrol serum ile reaksiyonunda belirlenen 45.5 kDa’lik bandin G.
vaginalis’e spesifik olmadifim gostermektedir.  Bu biyotip ile yapilan antiserum
reaksiyonlarimn tek tek, belirgin bir sekilde goriilemediginden spesifik reaksiyonlarin
degerlendirilmesi yapilamads.

Biyotip 4'in tavsana l'inci enjeksiyon sonrasinda elde edilen antiserumla
reaksiyonlarda herhangi bir sinyal goriilmezken, 2'inci enjeksiyonla elde edilen antiserumun
41 kDa proteini ile belirgin bir reaksiyon verdigi gortlmistlir.  Tekrarlanan diger
enjeksiyonlara ragmen Biyotip 4 yapisal proteinlerinin oldukga zayif bir antijenik yapiya
sahip oldugu diigiiniilmektedir. Nitekim, Ison ve arkadaglan (30) biyotipleri belli olmayan G.
vaginalis suglariyla tavsan immiinizasyonu sonrasinda, bazi izolatlanin iyi antikor
olusturduklarim, bazilaninin ise zayif antikor cevabr olusturduklanm bildirmiglerdir. Buna
karsin, baz1 Biyotip 4 proteinlerinin (daha gok 41 kDa) bagsta Biyotip 1, 2 ve 5 olmak iizere
heterolog antiserumlarla gii¢lii reaksiyon verdigi gérilmektedir. Bu ozellikleriyle, Biyotip 1
proteinlerinin homolog ve heterolog antiserumlarla reaksiyonlar1 6rneginde oldugu gibi,
Biyotip 1, 2 ve 5'in burada da aym serotipe ait olduklarim diigiindiirmektedir.

Biyotip 5 proteinleriyle kontrol serumun reaksiyonunuda yogun olarak 50 ve 45.5
kDa’lik bantlarin sinyal verdiginin gorilmesi, G. vaginalis Biyotip 5' ile ortak epitop
benzerligi olan bakterilere karsi tavsanda dogal olarak gelismis olan immiinglobulinlerle
capraz reaksiyon sebebiyle olabilecegini dﬁsﬁﬁdﬁrmektedir. Diger tarafdan, Biyotip 5
proteinlerinin Biyotip 1 ve 2 antiserumlanyla giigli sinyal veren reaksiyonlar verdigi
goriilmekte, bu da yine bu biyotiplerin aym serotipe ait G. vaginalis olduklarimn
gostermektedir.

Biyotip 6’nin holmolog ve heterolog antiserumlarla reaksiyonlan diger biyotiplerden
daha farkh bir profil olusturmaktadir. 'Omegin, homolog antiserumla reaksiyonlarda 73 ve
75 kDa agirhgindaki proteinlerin diger biyotiplerin reaksiyonlarinda goriilmemesine karsin
biyotip 6°da dikkat ¢ekecek diizeyde sinyal verdigi goriilmektedir.. Ison ve arkadaslan (30)
da serotiplendirmeye ¢ahistiklan G. vaginalis suslari igerisinde Biyotip 6 ve Biyotip 8 oldugu
belirlenen suglan serotiplendirememiglerdir. Ayrica, blot stripleri incelendiginde 41 kDa
proteinin 3 ve 4'lincii enjeksiyon sonrasi antiserumlarla belirgin olarak reaksiyona girdigi,
ancak bu proteinin heterolog antiserumlarla reaksiyon vermedigi goriilmektedir. Bu da, 41
kDa proteinin Biyotiplere 6zgti B-hiicre epitoplar1 bulundurabilecegini diigiindiirmektedir.
Diger tarafdan, Biyotip 6 proteinlerinin, biyotipler arasinda sadece Biyotip 1, 2 ve 5
antiserumlanyla glgli reaksiyon vermesi, bu biyotiplerin aym serotip i¢inde
degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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Biyotip 4 harig, diger biyotiplerin aksine, Biyotip 7 ve 8' in tavsanlara tekrarlayan
enjeksiyonlarinin yeterli bir poliklonal immiinglobulin cevap olusturmadift goriilmektedir.
Buna kargilik, zayif diizeyde de olsa, her iki biyotipin de 41 kDa proteinine kargi, spesifik
cevap olusturduklar, bu proteinin Biyotip 1 ve 2 antiserumlariyla da reaksiyon verdigi
gorilmektedir.

G. vaginalis biyotiplerinin yapisal proteinlerinin antijenik 6zellikleri ve tiir spesifik
heterolog antiserumlarla reaksiyonlan genel olarak degerlendirildiginde; farkh yogunlukta
olmakla beraber biitiin biyotiplerde 41 kDa agirhigindaki proteinin immiinodominant
goriilmesi bu proteinin G. vaginalis’e spesifik immiinodominant bir protein olduguna isaret

" etmektedir. Boustouller ve arkadaglan (56) Neisseriae, Haemophilus ve 5 adet G. vaginalis
susu ile yaptiklar1 western blot galiymalaninda 41 kDa agirhgindaki bandin sadece G.
vaginalis suglarninda go6rildigini ve bu bandin SDS-PAGE’de belirgin olarak
gorilmemesine ragmen western blot analizi sonucu dominant olarak antiserumlarla
belirlenebildigini bildirmislerdir.

Caligmanin diger bir asamasinda, yapisal proteinler agisindan belirleyici farkhiliklar
tagimayan ancak tiire spesifik antiserumlarla reaksiyonlarda g¢apraz reaksiyon veren; immiin
cevabi uyarma kapasitesi farkhi antijenik yapilar sergileyebilen G. vaginalis biyotiplerinin
epitel hiicrelerine adheranslan arasinda farkliligin olup olmadig: irdelenmistir.

. Genel olarak, bakterilerin adherensi mukoz membran yiizeylere kolonize olmada
oldukga etkili bir faktordir. Boylece adhezyonla kommensal durum devam ettirilirken; bazi
bakteriler igin adezyon infektif durumun hazirlanmasinda 6nemli rol oynar (34).

G. vaginalis’in non spesifik vajinit’de tek bagina etyolojik ajan olup olmadig: hala
tartigithrken, bakteriyel vajinozisli kadinlarin vajinal akintilarinda "clue hiicrelerinin varlig"
arastinicillan  G.  vaginalis’in  adherens Ozelliklerinin  belirlenmesi yoniinde g¢alismaya
yoneltmistir. Ik olarak Edmunds (29) G.vaginalis'in hemagliitinasyon  6zelligini
gostermigtir. Mardh ve Westrém (52) G. vaginalis’in epitel hiicrelere adhere oldugunu
gostermis, daha sonra birgok arastrmact G. vaginalis’in adherans: ile ilgili deneyler
yapmuslardir. (32,34,38,51,57,58) .

Calismamizda G. vaginalis’in  biyotipleri arasinda epitel hiicrelere adheranst
yoniinden farkliigin olup olmadigim aragtirdiimizda;. biyotipler arasinda adherans
indekslerinin farkli farkli oldugu gozlendi. Epitel hiicrelerine adhere olma kapasiteleri
agismdan; Biyotip 6, 2, 5, 1 ve 3' iin 8, 4 ve 7'ye gore istatistiki olarak anlamli diizeyde
yitksek adherans indeksine sahip olduklan belirlendi.

Scott ve arkadaglan (38) izole ettikleri 105 G. vaginalis susunu adhezyon indeksine
gore gruplandirmi§ ve adezyon indeksi bakimindan fark olmadigim bildirmiglerdir.
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~ Biyotip 1, 2,3, 5 ve 6’'min adherens indeksinin diger biyotiplere oranla yitksek olmas,
bu biyotiplerin en sik izole edilen biyotipler iginde olmasi agisindan dikkate degerdir.
Villegas ve arkadaslan (59) yaptiklan bir ¢aligmada BV’li kadinlarin seksiiel partnerlerinin
semen Orneklerinde % 50 oraminda G.vaginalis’i izole etmigler ve iiretral epitel hiicrelere
adhezyonun kadinlarnin reinfeksiyonnunun klinik olarak agiklanmasinda 6nemli oldugu
bildirmislerdir.

Caliymamizda;  biyotiplerin  yapisal  proteinlerinin = antijenik  6zellikleri
kargilagtinldiginda biyotip 4, 7 ve 8 proteinlerinin diger biyotiplere gére daha zayif antijenik
olduklan belirlenmigdi. Biyotip 4, 7 ve 8'in epitel hiicrelerine adhere olma 6zelliklerinin de

diger biyotiplere gore daha diigitk olmasi bu biyotiplerin western blot reaksiyon sonuglan ile
uyum gostermektedir..



6. SONUC VE ONERILER

G. vaginalis’e ait sekiz epidemiyolojik biyotipin jel elektroforez profilleri ¢ikarilarak
incelendi. Biyotipler arasinda protein yapilari bakimindan kismi bir farkliigin oldugu; fakat
bu farkhiliklarin biyotipler arasinda ayirici tanty saglamayacagi gorildi.

Her biyotipin homolog ve heterolog antiserumlarla immunoblot reaksiyonlan ayn ayr
degerlendirildiginde; biyotipler arasinda farkli antijenik molekillerin bulundugu; ancak
biyotipe spesifik reaksiyonlarin olmadigi belirlendi. = Binaenaleyh, biyotiplerin hepsinde
goriiniir MA's1 41 kDa olan tek ortak bir antijenik molekiil 41 belirlendi. Biyotip 4, 7 ve 8
tavsanlara tekrarlanan enjeksiyonlarla verildiginde zayif antijenik 6zellik gosterirken Biyotip
1, 2, 3, 5 ve 6 antiserumlannin immunblotlarda degisen oranlarda reaksiyon verdikleri
belirlendi. Bu reaksiyonlarin homolog ve heterolog antiserumlarla gergeklestirildigi sartlarda
Biyotip 1, 2 ve 5’in antijenik yonden benzedigi gorildi.

Adherans 6zelliklerine bakildiginda biyotiplerin pH:7,2 ‘de vajinal epitel hiicrelerine
adhere olduklan, adherans indexlerine gore siralandiklaninda en iyi Biyotip 6’nin daha sonra
biyotip 5 ve biyotip 2’nin adhere olduklan belirlendi. Sonuglar istatistiksel olarak
kargilagtirildiklaninda zayif adhere olan biyotip 4, 7, 8°in farkli oldugu belirlendi. Bakteriyel
vajinozis olgularinda en sik izole edilen Biyotip 1, 2 ve 5 in epitel hiicrelere adherans
indekslerinin yiiksek, serolojik reaksiyonlarinda da benzer olduklan goriildii.

G. vaginalis'in yapisal proteinlerinin farklh antijenik 6zellikler tasimasi; dzellikle 41
kDa agirligindaki proteinin yapisal proteinler arasinda gok az miktarda bulunmasina ragmen
yiksek diizeyde antijenitesi ve serotipler arasinda ortak epitoplara sahip oldugunun
gosterilmis olmasi, bir sonraki asama olarak immun serumlann G.vaginalis biyotiplerinin
adherans 6zelliklerine olan etkilerinin incelenmesini gerekli kilmaktadir. Ayrica, BV’den en
sik izole edilen biyotiplerdeki immiinodominant proteinlerin saflagtirilarak normal vajen
florasina hakim olan laktobasiller ve diSer bakteriler iizerine tiizerine olan etkileri
arastirilmasi; bu proteinlerin 6zellikle seksle gegen hastalik etkenleri arasinda viruslarn
(HIV, genital herpes vb) biyolojik 6zelliklerini belirlemede ne tiir etkilerinin olabileceginin
arastinlmasi da digiintlebilir.



7. OZET

Bu ¢alismada G.vaginalis’in sekiz epidemiyolojik biyotipinin SDS-PAGE ile protein
profilleri gikarilip, antiserumlarla yapilan immiinoblotlarda yapisal proteinlerin antijenik ve
immiinodominant 6zellikleri arastirildi. Ayrica herbir biyotipin vajinal epitel hiicrelere adher
olma kapasiteleri arasinda fark olup olmadig incelendi.

Jel elektroforez profilleri degerlendirildiginde biyotiplerin protein yogunluklan ve
sayllaninda  farkliliklar oldugu; ancak, bu farklihgin biyotipleri ayirt etmeye olanak
saglayacak diuizeyde anlamli olmadig: belirlendi.

Western blot ¢alismalarinda, jel elektroforezinde agikga belirlenemeyen, fakat
antiserumlarla giiglii reaksiyon veren, MA'st 41kDa proteinin diger proteinlere gore
immiinodominant oldugu belirlendi. Antijenik yap1 bakimindan Biyotipler 1, 2 ve 5'in benzer
reaksiyonlar verdigi; Biyotip 4, 7 ve 8’in antijenik 6zelliklerinin diger biyotiplere oranla daha
az oldugu belirlendi.

Vajinal epitel hucrelerine adhezyonda biyotipler arasinda istatistiksel olarak fark
belirlendi. Sik izole edilen biyotiplerin adherens indekslerinin de yiiksek oldugu goriildi.



8. SUMMARY

'The main purpose of this study was to determine immunodominant structural proteins of
G.vaginalis biyotypes isolated from vaginal samples of women. The structural proteins of
eight biotypes were first analysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and
subsequently blotted onto nitrocelulose membranes by electrophoresis. The antigenic
proteins were then identified by reacting each of biotype proteins with homolog antiserum
obtained by subsequent live bacteia injections into rabbits. In addition, the adhesion of the
biotypes to the vaginal epithelial cells were studied with a view to identify whether there
was any correlation between biotypes isolated more frequently from bacterial vaginosis cases
and those that are more antijenic and sérologically similar biotypes.

SDS-PAGE analysis identified to many strongly expressed proteins, but no major
differences were found between the number and/or the density of individual structural
proteins as determined by coomassie blue stained gels. On the other hand, the
immonoblotting studies indicated that among all the major structural proteins of G.vaginalis
a protein band with an apparent molecular weight of 41 kDa was the most reactive with
homolog as well as heterolog antisera. Although, this immunodominant protein was not
readily identified in coomassie blue stained gels, it is strongly detected by the biotype spesific
antiserum, and found to be cross reactive, albeit with weak reactions with some of the
biotype antisera. Furthermore, the antigenic properties of the Biotypes 1, 2 and 5 were
found to be strong and equally cross reactive while the biotypes 4, 7 and 8 were much less
antigenic than the other biotypes.

It was also shown that there was statistically significant differences between the
biotypes in terms of adherence to the vaginal epithelial cells, and that those biotypes isolated
more frequently in the bacterial vaginosis cases had higher adherence indexes.
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