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OZET

SEMINAL STAFILOKOK ENFEKSIYONLARININ SPERM MATURASYONU
VE SPERM DNA FRAGMANTASYONU UZERINE ETKISI

Stafilokoklar, insanlarda cilt, yumusak doku, ve diger enfeksiyonlara neden olan bir
bakteridir. Ozellikle Staphylococcus aureus tiirii, birgok klinik enfeksiyona yol
acabilir. Bu bakteri, ¢ogunlukla cilt, burun pasajlar1 ve diger anatomik bdlgelerde
bulunur. Erkek ve disi iireme sisteminde de sikga goriilir ve infertiliteyle
iligkilendirilebilir. ~ Stafilokok enfeksiyonlari, sperm aktivitesini ve {ireme
organlarmin islevini olumsuz etkileyebilir, hatta sperm kalitesini digiirebilir. Bu
nedenle, stafilokok enfeksiyonu ile erkek infertilitesi arasinda bir iliski olabilir.
Onceki calismalarda, infertilite sorunu olan erkeklerde S.aureus enfeksiyon oranmin
%20.6 oldugu rapor edilmistir. Stafilokok enfeksiyonlarnin sperm maturasyonu ve
sperm DNA fragmantasyonunu arastirmayir amaglayan bu calismada infertilite
klinigine bagvuran 44 erkek bireyin semen Orneklegiyle calisiimis ve 22 bireyde
stafilokok enfeksiyonu oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak kabul edilen

normospermik bireylerde normal form, enfeksiyonlu bireylerde ise sperm DNA

fragmantasyonu anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Stafilokok enfeksiyonunun

sperm maturasyonuna anlamli bir etkisi goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: infertilite, Stafilokok, Fragmantasyon, Maturasyon

Ozge YILDIZ, 2024
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ABSTRACT

THE EFFECT OF SEMINAL STAPHYLOCOCCAL INFECTIONS ON SPERM
MATURATION AND SPERM DNA FRAGMANTATION

Staphylococcus is a bacterium that causes skin, soft tissue, and other human
infections. Notably, the Staphylococcus aureus species can lead to various clinical
infections. This bacterium is commonly found on the skin, nasal passages, and other
anatomical regions. It is also frequently present in the male and female reproductive
systems and can be associated with infertility. Staphylococcal infections can
adversely affect sperm activity and the function of reproductive organs, potentially
reducing sperm quality. Therefore, there may be a relationship between
staphylococcal infection and male infertility. Previous studies have reported a 20.6%
infection rate of S. aureus in men with infertility issues. In a study investigating
sperm maturation and DNA fragmentation due to staphylococcal infections, semen
samples from 44 male individuals seeking infertility treatment were analyzed,
revealing Staphylococcus infection in 22 individuals. In comparison to
normospermic individuals considered as the control group, those with infections
showed significantly higher sperm DNA fragmentation rates. In contrast, no
significant impact on sperm maturation due to Staphylococcus infection was

observed.

Keywords: Infertility, Staphylococcus, Fragmantation, Maturation

Ozge YILDIZ, 2024
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1. GIRIS

Staphylococcus sp. sadece kommensal bir bakteri degil, ayn1 zamanda cilt ve
yumusak doku enfeksiyonu, ploropulmoner ve osteoartikiiler enfeksiyon ve
endokardit gibi ¢esitli klinik enfeksiyonlara ve ayrica hayati tehdit eden sistemik
enfeksiyonlara neden olan biiyiik bir insan patojenidir. Ureme organlarindaki
bakteriyel enfeksiyon, hem erkek hem de kadin hastalarda infertilitenin en yaygin
nedenlerinden biridir. Ayrica cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ve olumsuz gebelik
sonuglar1 ile iligkilidir. Klamidya, mikoplazma ve bazi bakteriler gibi farkl
mikroorganizmalarla enfeksiyon, insan iireme fonksiyonunun g¢esitli klinik
belirtilerine yol agabilir. Staphylococcus sp., flora bakterisi olmasina ragmen, cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin ve hayati tehdit eden sistemik enfeksiyonlarin 6nde

gelen nedenidir (Golshani vd., 2006).

Bakteriler yaklagik 0.5-1.0 pm c¢apindadir ve kiimeler, ciftler ve bazen de kisa
zincirler halinde goriiniirler. Stafilokoklar kan plazmasini pihtilagtirma yeteneklerine
gore iki gruba ayrilir. Koagiilaz pozitif stafilokoklar en patojenik Staphylococcus
aureus tiirtinii olusturur. Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), cogu enfeksiyona
neden olmadan cildin yararli bakterileri olan 30'dan fazla tiirii igerir (Ivanov vd.,
2009). Bilinen stafilokoklar arasinda S. aureus en onemli insan patojenidir ve ¢ok

cesitli klinik enfeksiyonlara neden olur (Goziikara vd., 2015).

Esas olarak burun pasajlarini, ayn1 zamanda cilt, agiz boslugu ve gastrointestinal
sistem gibi diger anatomik lokalizasyonu kolonize eder. Kritik olarak, S. aureus'un
erkek ve disi genital sistemindeki en yaygin organizmalardan biri oldugu
kanitlanmistir ve treme hastaliklar ve infertilite patogenezindeki etkisi artan bir
sekilde ilgi cekmistir (Keles, 2017). Ek olarak, S. epidermidis ve S. haemolyticus gibi
merkezi sinir sistemini de enfekte edebilen ve erkek infertilitesi ile iliskili bakteriler
olarak bilinmektedir. Erkeklerde iirogenital sistem enfeksiyonlar infertilitede 6nemli
etiyolojik faktorlerden biridir. Staphylococcus sp. erkek iireme sisteminde tespit

edilmistir (Lozano-Hernandez vd., 2017).



Erkek iireme organlarinda ve aksesuar bezlerinde stafilokok enfeksiyonu sperm
aktivitesi {izerinde zararli etki yapabilir. Onceki caligmalar stafilokoklarin sadece
sperm aktivitesini etkilemekle kalmayip epididim, seminal vezikiiller ve prostatin
salg1 kapasitesini de etkiledigini gostermistir (AL-Ghizzawi vd., 2005). Aslinda,
stafilokoklar erkek lireme sisteminde tespit edilebilen en yaygin suslardan biri olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, stafilokoklarla enfekte olan erkeklerin yiizdeleri,
farkli ¢alismalarda kullanilan farkli izolasyon yontemleri ve prosediirlerine gore
degisir. S. aureus enfeksiyonunun semen kalitesini ve aktivitesini énemli Slgiide
etkiledigi gosterilmistir. Spermanin hacmini ve sperm konsantrasyonunu, ayrica
spermin motilitesini, morfolojisini ve canliligint bozar. Bu nedenle, stafilokok
enfeksiyonu ve erkek infertilitesi arasinda nedensel bir iliski olabilir. Onceki bir
calismada, infertilite sorunu olan erkeklerden alinan semen orneklerinde % 20.6

oraninda S. aureus enfeksiyonu bildirilmistir (Liyun Shi vd., 2016).



2. GENEL BILGILER

2.1.Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesi, bir erkegin en az bir yil boyunca korunmasiz cinsel iligki
yasayarak dogurgan bir kadinda hamilelik olusturamamasi olarak ifade edilir. Erkek
infertilitesi, vakalarin yaklasik %20'sinde tek basina sorumlu iken tiim infertilite
durumlarmin %30 ila %40'na katkida bulunan bir faktordiir. Genel olarak erkek
faktorli, tiim infertilite durumlarimin yaklasik yarisinda 6nemli 6l¢iide etkili olur

(Leslie vd., 2023).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi detayli bir tibbi Oykii alinmasi, fiziksel
muayene, endokrin degerlendirme ve sperm analizi gibi adimlar1 igerir. Sperm
analizinde, sperm konsantrasyonu, hareketliligi ve morfolojisi ile birlikte semen
hacmi ve pH degeri gibi parametreler degerlendirilir. Ayrica sperm canliligi, 16kosit
varlig1 ve olgunlasmamis germ hiicrelerinin sayist da olciiliir ve elde edilen sonuglar
referans degerleri ile karsilagtiriir. Bu siireg, Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan belirlenen standartlar dogrultusunda gergeklestirilir (WHO, 2010).

Erkek infertilitesi hormonal dengesizlikler, genetik sorunlar, fiziksel faktorler veya
psikolojik/davranigsal etmenler gibi cesitli nedenlerden kaynaklanabilir. Yetersiz
beslenme, anemi, asir1 stres ve g¢esitli g¢evresel tehlikeler de infertiliteyle
iligkilendirilmistir. Bu tehlikeler arasinda pestisitler, kursun iceren boyalar,
radyoaktif maddeler, civa, benzen, bor ve diger agir metaller bulunmaktadir (Esteves
ve Agarwal, 2011; Stuppia vd., 2015). Ayrica ileri yasin erkeklerde sperm kalitesini
etkileyerek infertiliteye neden olabilecegi de gozlemlenmistir (Horta vd., 2019).
Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda testislerin normal yerine inmemesi
(kriptorsidizm), testis damarlarinda genisleme (varikosel), sperm kanallarinin
tikanmas1 veya olmamasi, iltihaplanmalar, alkol tiiketimi, kanser tedavisi gibi cesitli
etkenler de siralanabilir. Bununla birlikte, infertilitenin 6nde gelen nedenlerinden biri
de genetik degisikliklerdir. Infertil erkeklerde sik¢a goriilen genetik kusurlar arasinda

kromozomal anormallikler, gen kopya sayisinda degisiklikler, tek gen mutasyonlari,



genetik varyasyonlar ve Y kromozomunun uzun Kkolundaki silinmeler (Yq
mikrodelesyonlar1) bulunmaktadir. Bu genetik kusurlar erkek iireme organlarinin
gelisimini engeller, iireme hiicrelerinin iiretimini durdurur, olgunlagsmasini engeller
veya islevsel olmayan sperm hiicreleri iretir. Erkek infertilitesinin onde gelen
genetik nedenleri arasinda kromozomal anormallikler ve Y kromozomu

mikrodelesyonlar1 yer almaktadir (Colaco ve Modi, 2018).

2.2. Fertil Erkeklerde Seminal Mikrobiyom

Semen, bosalmanin %90'!ndan fazlasin1 olusturan seminal sividir. Bu sivi,
epididimis, prostat, seminal vezikiiller, bulboiiretral bezler ve periiiretral bezlerin
salgilariin bir karisimini igerir (Castillo vd., 2018). Semen, genellikle hafif alkali bir
pH seviyesine sahiptir (pH 7,2-8). igeriginde lipitler, glikosakkaritler, glikanlar,
inorganik iyonlar, bagisiklik bilesenleri, enzimler, niikleik asitler, proteinler ve
peptitler gibi bilesenler bulunur (Ronquist vd., 2011; Jodar vd., 2016). Bu
ozellikleriyle, mikroorganizmalarin geligsebilecegi ideal bir ortam olusturur.
Ozellikle, semende bulunan fruktoz, seminal kesecikler tarafindan iiretilir ve
spermatozoonlar icin metabolik bir enerji kaynagi saglamanin yani sira
mikroorganizmalar igin de bir besin maddesi gorevi goriir (Javurek vd., 2016).
Semendeki bakteri ¢esitliliginin nedeni, kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gibi mikrobiyal tespit yontemleri ile ortak bir 6zellik sergilemedigi, farkli enfeksiyon
etkenlerinden kaynaklandigi gozlemlenmistir (Méandar, 2013; Kermes vd., 2003).
Ancak ileri dizileme tekniklerini kullanan c¢aligmalar, semenin kendi mikrobiyal
toplulugunu barindirdigini 6ne siirmektedir (Weng vd., 2014; Monteiro vd., 2018;
Hou vd., 2013; Baud vd., 2019).

Yapilan bir tanimlayici calismada bakterilerin semen kalitesi ve erkek fertilitesi
tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla 96 semen 6rnegi incelenmistir. Sonugta en
yaygin tiir olarak Pseudomonas (%9.85), Gardnerella (%4,21), Lactobacillus
(%19.9), Prevotella (%8.51) goriilmiistiir. Lactobacillus ve Gardnerella orani
normal numunelerde 6nemli Olgiide daha yiiksekken, Prevotellanin orani diisiik

kaliteli numunelerde 6nemli Gl¢iide daha yiiksek bulunmustur. Analiz sonuglari,



seminal bakteri topluluk tiplerinin semen saglig: ile yiiksek oranda iligkili oldugunu
gostermistir. Lactobacillus’un yalnizca semen kalitesinin korunmasi igin potansiyel
bir probiyotik olmakla kalmayip, Prevotella ve Pseudomonas'in olumsuz etkilerine

kars1 koymada da yardimci olabilecegi belirtilmistir (Weng vd., 2014).
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Sekil 2.2.1: Erkeklerde iirogenital sistemde bulunan bakteri topluluklar: (Castillo vd.,
2018).

a. Testislerde, metastatik olmayan seminomlu erkeklerden alinan neoplastik olmayan
orneklerde Firmicutes ve proteobakteriler baskindir (Alfano vd., 2018). b. Yabani
tipteki farelerde seminal vezikiilde mikrobiyom %50'den fazla Firmicutes'tan olusur
ve az miktarda Siyanobakteriler bulunur (Javurek vd., 2016). c. iyi huylu prostat
kanserli erkeklerden alinan prostat dokusu, Actinobacteria'nin baskin oldugunu



gosterir (Cavarretta vd., 2017). d. Semende bulunan bakteri filumu g¢aligmalarindan
elde edilen verilere gore, saglikli erkeklerden elde edilen veriler, Firmicutes'lerin
seminal mikrobiyomun yaklasik %50'sini olusturdugunu gdstermektedir. Insanlarda
ise yaklasik %25'i proteobakteriler, geri kalan %25' ise Actinobacteria ve
Bacteroidetes'ten olusmaktadir (Chen vd., 2018; Méndar vd., 2017).

2.3. Infertil Erkeklerde Seminal Mikrobiyom

Erkek infertilitesinin yaygin nedenleri arasinda g¢esitli genetik, immiinolojik ve
anatomik nedenlerin yani sira inflamasyonun erkek genital kanalinda yol actigi
etkiler de bulunmaktadir (Méndar vd., 2017; Agarwal vd., 2015). Inflamasyon,
aksesuar bezlerin salgi kapasitesinin bozulmasi, oksidatif stres, seminal kanalin
anatomik tikanikligi veya mikroorganizmalarin dogrudan spermler iizerinde etki
etmesi gibi birka¢ yol aracilifiyla azalmis semen kalitesiyle iliskilendirilebilir
(Monteiro vd., 2018; Calogero vd., 2017; Condrelli vd., 2017). Bu
mikroorganizmalar, reaktif oksijen tiirlerinin ve inflamatuar sitokinlerin aracilig
olmaksizin dogrudan sperme etki ederek inflamasyon olusturmadan, ya
mikroorganizmanin dogrudan spermatozoona yapismasi yoluyla ya da sperm
hareketliligini degistirebilen ve/veya apoptozis olusturabilen ¢oziiniir faktorlerin
iretilmesi yoluyla dogrudan spermatozoonun fonksiyonunu degistirebilir (Monteiro
vd., 2018; Calogero vd., 2017; Punab vd., 2013). Seminal mikrobiyotanin
incelenmesi heniiz baslangi¢ asamasindadir ve erkek infertilitesinde inflamasyon ve
irogenital enfeksiyonlarin etkisi hakkinda hala bir¢ok soru cevaplanmay1
beklemektedir. Ozellikle bakterilerin hangi molekiiler siirecleri tetikleyebilecegi ve
ardindan konak¢inin negatif tepkisiyle hangi konak¢r savunma faktorlerinin
iliskilendirilebilecegi, semen kalitesindeki kayip ve infertilite ile nasil
iliskilendirilebilecegi konusunda netlik kazanmasi gereken konular bulunmaktadir
(Monteiro vd., 2018). Mikroorganizmalar, erkek tireme fonksiyonunu dogrudan veya
dolayli olarak etkileyebilir. Hareketli spermin agliitinasyonuna neden olarak,
akrozom reaksiyonu yetenegini azaltarak ve hiicre morfolojisinde degisikliklere yol
acabilecegi gibi inflamatuar yanit tarafindan tiretilen reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi
yoluyla da etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir. Ancak, semende bakteri varliginin
zararl rolii konusunda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bir arastirmada, farkl

bakteri tiirlerinin varligi, semen kalitesinin incelenmesi amaciyla 20'si fertil, 226's1



infertil olan ve infertilite klinigine basvuran erkek bireylerin sperm Ornekleri
tizerinde galisilmistir. Spermiyogram, semen kiiltiiri ve sperm transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) yontemleri kullanilarak yapilan analizlerde, 246 hastanin
spermiyokiiltirinde 79 ornekte E.faecalis, 50 ornekte E.coli, 33 Ornekte
Streptococcus agalactiae, 29 ornekte Ureaplasma urealyticum, 24 Ornekte S.
epidermidis, 23 ornekte Streptococcus anginosus ve 8 drnekte Morganella morganii
tespit edilmistir. Calisma, S. agalactiae ve S. anginosus disindaki tiim gruplarda
motilitenin anlamli olarak azaldigin1 gostermistir. Bu durum, bakteriyel flagella ve
pili gibi sabit aksesuar yapilarin, 6rnegin E. coli ve M. morganii'nin, patojenitenin
onemli bir belirleyicisi olabilecegini disiindiirmektedir (Moretti vd., 2009).
Tahranda yapilan bir calismada infertil erkeklerin semen Orneklerini inceleyerek
bakteriyosperminin, sperm parametrelerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu amagla infertilite klinigine basvuran 88 infertil erkek bireyden alinan semen
ornekleri incelenmis, bakteri kiiltlirii yontemi ve mikrobiyolojik hizli tani testleri
uygulanarak tani konulmustur. Semen parametrelerinin istatiksel analizi SPSS
programi kullanilarak yapilmistir. Sonu¢ olarak 57 bireyin Orneginde iireme
goriilmemis ve negatif kabul edilmistir. 88 bireyin 31’inde (%35,22) en az bir
patojen tespit edilmistir. Bu bireylerin yedisinde E.coli, besinde koagiilaz negatif
Staphylococcus, dordiinde Grup B Streptococcus, ikisinde Entrococcus, ikisinde ise
S. aureus goriilmiistiir. Hareketsiz ve morfolojik olarak anormal sperm oram
ozellikle E.coli ve Entrococcus pozitif vakalarda daha yiiksek bulunmustur. Ancak,
bakteriyospermi ile diger semen parametreleri arasinda belirgin  bir iliski

saptanmamistir (Golshani vd., 2006).

2.4. Erkekte Reprodiiktif Sistem Enfeksiyonlari

Genital enfeksiyonlar genis bir hastalik yelpazesini kapsar ve cogunlukla cinsel yolla
bulasan veya bulasmayan hastaliklar olarak ortaya c¢ikar (Workowski ve Berman,
2011). Epididim, prostat, seminal vezikiiller, iiretra, cowper veya bulbouretral bezler
ve vas deferensin iltihaplanmasi olarak sirasiyla epididimit, prostatit, seminal
vezikiilit, liretrit, cowperit ve vasitit olarak adlandirilir. Ekstratestikiiler kanallarin ve

erkek ekstraseks organlarin enfeksiyonlar1 genellikle bir bakteri veya viriis olan bir



enfeksiyon etkeninin kanallar araciligiyla yayilmasi sonucunda olusur. Erkek
tirogenital sisteminin hematojen enfeksiyonlart nadirdir. En yaygmn enfeksiyon
etkenleri, cinsel yolla bulasan Neisseria gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis'tir
(Krause W, 2008).

2.5. Cinsel Yolla Bulasan Hastaliklar (CYBH)

CYBH yalnizca gelismekte olan iilkeleri degil, gelismis tilkelerde de gengleri 6nemli
Olctlide etkileyen bir saglik sorunudur. CYBH; etkenleri bakteri, parazit, viriis basta
olmak tizere viicut sivilari ile birlikte oral, anal veya vajinal seks yoluyla cilt temasi
gercekleserek kisiden kisiye bulasarak yaptiklart hastaliklar olarak tanimlanmaktadir
(Fasciana T vd., 2022). CYBH'lar, bir¢ok patofizyolojik mekanizma yoluyla
infertiliteye neden olabilir. Ayrica cinsel yolla bulasan hastalik patojenlerinin cinsel
partnerlere yatay bulagsmasi veya fetiislere ve yenidoganlara dikey bulasma olasilig1
da miimkiindiir (Gimenes vd., 2014a; Gimenes vd., 2014b). Bakteriyel enfeksiyonlar
sadece sperm hiicresi fonksiyonunu degil ayn1 zamanda spermatogenezin tamamini
da etkiler (Peerayeh vd., 2008).N. gonorrhoeae, C. trachomatis, U.
urealyticum ve M. genitalium cinsel yolla bulasan en yaygin patojenler arasinda
kabul edilir ve diinya ¢apinda bir etkiye sahiptir (Gdoura vd., 2008; Krause, 2008).
C. trachomatis, Ureaplasma spp., insan papilloma viriisii (HPV), hepatit B ve C
virlisleri, insan immiin yetersizlik virlisii-1 (HIV-1) ve insan sitomegaloviriisiiniin
(CMV) tiimii testis, aksesuar bezi ve iretral enfeksiyonlari olan semptomatik ve
asemptomatik erkeklerin semenlerinde tespit edilmistir. Bu patojenler, zayif sperm
kalitesi ve azalmig sperm konsantrasyonu ve hareketliligi ile iliskilidir. Bununla
birlikte, Herpes simpleks viriisit (HSV) tip 1 ve tip 2, N. gonorrhoeae, Mycoplasma
spp., Treponema pallidum ve Trichomonas vajinalis'in etkileri gibi, bu CYBH
ajanlariin semen kalitesi lizerindeki etkileri de belirsizdir, ¢linkii bunlarin etkisini
degerlendiren c¢ok az caligma vardir. Erkek infertilitesinde, ¢ogu vakada kesin
etiyolojik ajanlar bilinmemekle birlikte, kronik veya yetersiz tedavi edilen

enfeksiyonlar, infertilite ile daha fazla iliskilendirilmektedir (Gimenes vd., 2014a).
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2.6. Cinsel Yolla Bulasan Hastahk Patojenleri ve Erkek Fertilitesi Uzerindeki
Etkileri

2.6.1. Chlamidya trachomatis

Chlamidya trachomatis erkek infertilitesi ile iliskilidir ¢linkii {ireme sistemi
organlarindaki pelvik inflamasyonun ana nedenidir, epididimitin %40 ila 80'inden
sorumludur ve sonug olarak orsit ve prostatite neden olur. Dolayisiyla bu enfeksiyon
kanalikiiler sisteme zarar vererek testis atrofisine ve obstriiktif azospermiye neden
olabilir. Epididim, sperm olgunlasmasi lizerinde etki eder ve enfekte oldugunda
sperm fonksiyonunu etkileyebilir (Greendale vd.,1993; Stephens vd., 2011; Gallegos
vd., 2008). Bu siire¢, inflamatuar hiicrelerin varligina, epitelyumdaki ve mukus
bilesimindeki degisikliklere bagli olabilir (Paavonen ve Eggert-Kruse, 1999).
Chlamydia enfeksiyonu spermde dogrudan hasara neden olarak hareketliligin
azalmasina, spermatozoanin canli olmayan formlarinin artmasina ve yiiksek
immunglobulin A (IgA) seviyelerine bagli olarak hiicre zarlarmin lipid
peroksidasyonunun artmasina neden olur. Ayrica bu enfeksiyonun sperm
hiicrelerinde apoptozu tetikleyebilecegini ve DNA parcalanmasina yol acabilecegi de
gosterilmistir (Sonnenberg vd., 2013). Iran'da yapilan bir ¢alismada, klinik olarak
semptomsuz, anormal seminal parametrelere sahip 165 infertil erkek, normal seminal
parametrelere sahip 165 dogurgan erkekten olusan bir kontrol grubuyla
karsilastirlmistir.  Infertil oldugu degerlendirilen 165 hastadan yedisinde C.
trachomatis pozitif ¢ikarken, kontrol grubunda bakteri pozitif sonug¢ veren bir kisi
bulunmaktadir. Her iki  grubun seminal parametreleri karsilastirildiginda
konsantrasyon (milyon/ml), toplam sayi, ilerleyici hareketlilik A, ilerleyici
hareketlilik B, toplam ilerleyici hareketlilik (A + B + C) ve morfoloji agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Bakteri pozitif olan hastalara 7 giin
boyunca doksisiklin tedavisi uygulanmigs ve 30 giin sonra semen analizi
tekrarlanmistir. Boylece, spermatozoanin konsantrasyonu ve toplam ilerleyen
hareketliligi (A + B + C) basta olmak iizere hemen hemen tiim parametrelerde
istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme (>%57) meydana gelmistir. Progresif

hareketli simif A'da yalnizca %42,9'luk bir iyilesme gosteren bir istisna



gozlemlenmistir. Baglangic ve tedavi sonrasi analizlerde hacim, pH, viskozite ve
ilerleyici olmayan hareketlilik (sinif C) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir (Ahmadi vd., 2018).

Bunun yaninda C. trachomatis enfeksiyonu morfoloji ve ileri hareketlilik gibi sperm
parametrelerinin genelinde bozulmalara neden olabilir, molekiiler diizeyde de DNA

fragmantayonunda artig gibi negatif bir etkiye sahiptir (Gallegos vd., 2008).

2.6.2. Neisseria gonorrhoeae

Cinsel yolla bulagan hastaliklarda en sik izole edilen ikinci patojen N. gonorrhoeae
"dir (Fang L. vd., 2010). Siklikla iiretrite nadiren de tek tarafli epididimoorsite neden
olabilir. Obstruksiyona, inflamasyona ve testis fonksiyonlarinda hasara dolayisiyla
fertilite potansiyelinde azalmaya da neden olabilir (Dohle, 2003; Ochsendorf,
2008). N. gonorrhoeae tipik olarak bitisik, kenarlar1 diizlestirilmis iki birlestirilmis
hiicreden olusur, mikroskopide karakteristik bir bobrek veya kahve c¢ekirdegi
goriinimiinde  diplokok, Gram-negatif mikroorganizmadir; Betaproteobacteria
bakteri sinifina ve Neisseriaceae familyasina aittir ve yiizyillardir insan konakgisiyla
birlikte gelismektedir. Neisseriaceae ailesi, Neisseria cinsini
Kingella ve Eikenella gibi diger cinsleri icerir (Elias ve Vogel, 2019; Adeolu ve
Gupta, 2013; Tenjum ve van Putten 2016). N. gonorrhoeae, digerlerinin yani sira
oksijen, fizyolojik olmayan sicakliklar, kuruma ve toksik maddelerin varligi gibi
(birgok yag asidi gibi) bir¢ok cevresel faktore duyarli bir organizmadir (Morse,
1979). N. gonorrhoeae, erkek ve disi iirogenital yollarin mukozal epitelini, rektum,
farenks veya konjonktivayr enfekte eder (Hook ve Handsfield, 2008). N.
gonorrhoeae esas olarak korunmasiz vajinal, anal veya oral iliski yoluyla bulasir.
Vajinal seks sirasinda erkeklerden kadinlara bulagsma oranlari, kadinlardan erkege
gore daha yiiksektir (Hooper vd., 1978). Enfekte erkeklerin bosalmasi, organizmay1
alic1 anatomik bolgeye etkili bir sekilde enjekte eden milyonlarca bakteri igerir.
Organizmanin vajinal, rektal veya oral/faringeal bolgelerden erkek liretrasina nasil
etkili bir sekilde aktarildigi tam olarak anlagilamamistir. N. gonorrhoeae

enfeksiyonunun HIV ve diger bazi cinsel yolla bulasan hastaliklarin bulagma ve
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bulagsma riskini arttirdigi dikkate alinmalidir (Cohen vd., 1997; Price vd., 2003).
Erkeklerde N. gonorrhoeae enfeksiyonu en yaygin olarak gonokoklarin enfekte

etmeye yonelik es zamanli inflamatuar yanitindan gelisen akut iiretrit olarak ortaya

¢ikar (Ramsey vd., 1995).

Daha 6nce agiklanan, 93 infertil ve 70 fertil erkegi kapsayan Urdiin ¢alismasinda,
infertil erkeklerin %6,5'inin semeninde N. gonorrhoeae DNA's1 tespit edilmis ve
fertil erkeklerin higbirinde tespit edilmemistir. (p < 0,05) (Abusarah vd., 2013).

2.6.3. Mycoplasma ve tiirleri

Ureme sistemi enfeksiyonlari, semenin 18kositozisine, iltihabi faktorlerin salmimima
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) degismis seviyelerine neden olabilir. Ayrica,
bunlar ikincil vas deferens tikanikligina yol acarak infertiliteye neden olabilir. Bir¢ok
patojen arasinda yer alan Mycoplasma spp. ve Ureaplasma spp. bakterileri,
erkeklerde iiretranin dogal sakinleri olmalarina ragmen, potansiyel olarak patojenik
tirlerdir. Genital enfeksiyonlar ve erkek infertilitesi etiyolojisinde rol oynayabilirler
(Farsimadan ve Motamedifar, 2020). Androloji agisindan 6zellikle 6nemli olan iki
patojen Mycoplasma spp. bulunmaktadir: Mycoplasma genitalium ve Mycoplasma
hominis. Hem M. hominis hem de M. genitalium, {irogenital enfeksiyonlara neden
olan androlojik olarak 6nemli Mycoplasma spp.'dir (Dessi vd., 2019; Horner vd.,
2018; Jensen vd., 2022).

Sekil 2.6.3.1: M.genitalium elektron mikroskop goriintiisii (bar: 500nm) (Gnanadurai ve
Fifer, 2020).
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Erkek infertilitesi ile Mycoplasma enfeksiyonlari arasinda bir iligki bulunmus olsa
da, Mycoplasma enfeksiyonlar ile erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi arastiran az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu konuyu ele almaya yonelik olan ¢alismada Iran'in
Yazd sehrindeki Merkez Laboratuvari'ndan 136 hastadan (68 infertil erkek ve 68
fertil erkek) semen Ornekleri toplanmigtir. Mycoplasma spp. agisindan PCR
kullanilarak incelenen 68 infertil ve 68 fertil erkekten alinan semen orneklerinden
sirastyla 13 (%19,12) ve 2 (%2,94) ornek pozitif bulunmustur. Mycoplasma
enfeksiyonu tespit edilen infertil erkeklerin 10'unda anormal sperm morfolojisi,
altisinda ise anormal sperm motilitesi goriilmiistiir. Mycoplasma spp. igin pozitif olan
orneklerin higbiri M. hominis igin pozitif olmayip, Mycoplasma spp. i¢in pozitif olan
orneklerden biri Mycoplasma hyorhinis (strain  NBRC 14858) tiiriine ait
bulunmustur. Mycoplasma spp. varligi infertil erkeklerde belirgin sekilde daha
yiiksek tespit edilmistir (p=0,003). Mycoplasma enfeksiyonu infertil erkeklerde
olduk¢a yaygindir. Sasirtict olan ise M. hominis'in yoklugu ve infertil erkeklerin
semeninde M. hyorhinis strain NBRC 14858'in bulunmasi durumudur. Bu nedenle,
diger Mycoplasma spp. tarafindan neden olunan tireme yolu enfeksiyonlarinin

arastirilmasi erkek infertilitesinde dikkate alinmalidir (Babakhani vd., 2022).

U. urealyticum'un yaygmnhig %10 ila %40 arasinda degismektedir ve prostatit,
epididimit ve erkek infertilitesi ile iliskilendirildigi diisiiniilmektedir (Reichart vd.,
2001). Birka¢ ¢alismada, infertilitesi olan erkeklerin semeninde U. urealyticum'un
tespit edilme orani (%5 ila %58) fertil erkeklerinkinden (%3 ila %31) daha yiiksek
bulunmustur (Andade-Rocha, 2003 ; Pellati vd., 2008). U. urealyticum, diisiik pH'da
sperm motilitesini azaltan ve yiiksek pH'da sperm hizini artiran ¢ift bir rol oynar, bu
nedenle U. urealyticum'un infertiliteye neden oldugu mekanizma heniiz net degildir
(Knox vf., 2003).
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2.6.4 Stafilokok ve tiirleri

Stafilokoklar, neredeyse insan derisi ve mukozalarimin %30'unu kolonize eden,
insanlarda yaygin bir kommensal bakteri olan S. aureus ve koagiilaz negatif
stafilokoklar ad1 verilen tiirleri i¢erir. Bu tiirler arasinda neredeyse tiim insan derisini

kolonize eden S. epidermidis gibi tiirler bulunur (Grice ve Segre, 2011).

S. aureus, hastane veya toplum kaynakli enfeksiyonlardan en sik izole edilen
patojenlerden biridir. Stafilokoklar, her ortamda bulunan biiyiik bir bakteri grubudur;
ancak, bu bakteriler yalnizca insanlarda veya hayvanlarda cogalabilir. Birgok
stafilokok tiirii, 6zellikle perineum ve farinks gibi deri ve mukozal zarlarda kolonize
olur. Bu bakterileri barindiran diger bolgeler ise gastrointestinal sistem, vajina ve
koltuk altidir, ancak bu alanlardaki tasiyicilik daha az yaygindir (Kosecka-Strojek
vd., 2018). Apseler, akciger enfeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit ve osteomiyelit,
insanlarda S. aureus enfeksiyonlarindan kaynaklanmaktadir (Tong vd., 2015).
Geleneksel olarak stafilokoklar, ekstraseliiler koagiilaz enzimi {iretimine dayali
olarak iki gruba ayrilmistir: koagiilaz-pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagiilaz-negatif
stafilokoklar. Ilk grup, S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius ve S. pseudintermedius
gibi 1y1 bilinen firsat¢1 patojenlerle temsil edilir; ikinci grup ise geleneksel olarak
nonpatojen veya firsat¢i patojenleri igerir, ancak son zamanlarda birkag klinik rapor,
ozellikle yeni doganlar veya bagisikli§i zayiflamis hastalar KNS'leri tehlikeli
patojenler olarak sunmustur (Heilmann vd., 2019). Birkag tiir, 6zellikle S. hyicus, S.
agnetis ve S. felis, tiglincii gruba ait olan koagiilaz-degisken stafilokoklara aittir. Bu
tirler genellikle KPS ile bir grup olarak smiflandirilir ancak pihtilagsma faktorleri

iiretemezler ve koagiilaz tiretim testleri degisken sonuglar verir (Becker vd., 2014).

Insan derisinde ¢esitli stafilokok tiirleri kolonize olur, ancak en istilac1 S. aureus'tur
ve bunu S. auricularis, S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S.
saprophyticus, S. simulans ve S. warneri takip etmektedir (Yu vd., 2017). KNS, kan
orneklerinden en sik izole edilen mikroorganizmalar arasindadir. S. aureus suslariyla
karsilastirildiginda, invazif patojenler olarak smiflandirilan KNS'nin klinik 6nemi

kanitlanmalidir. KNS'min varliginin gercek bir bakteriyemiyi mi yoksa Ornek
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kontaminasyonu mu temsil ettigini tahmin etmek Onemlidir. Yapilan bircok
caligmada, bu tiirlerin genel olarak daha az yaygin olmasindan dolayi, bu bakterilerin
tiir diizeyinde tanimlanmamis olmasindan dolay1 veya tiirler arasindaki farklarin ayirt
edilmemis olmasindan dolayr KNS'nin kan enfeksiyonlariyla iliskili ger¢ek etkisi
tahmin edilememistir. Ancak, birka¢ c¢alisma, KNS'min ciddi kan dolagimi
enfeksiyonlarina neden olabilecegini gostermistir (Grzebyk vd., 2013; Li vd., 2016;
Szczuka vd., 2016). Bu nedenle uygun kosullar altinda KNS tiirleri oldukca
patojenik hale gelebileceginden, her bir enfeksiyonun seyrinin daha iyi anlagilmasi
icin konakeiya 6zgii yeteneklerin ve susa 6zgii 6zelliklerin yeniden degerlendirilmesi

gerekir (Becker vd., 2014).

Stafilokoklar, bilindigi tizere hastaliklara neden olabilirler ve Micrococcaceae
ailesine aittirler. Bu mikroorganizmalar, yuvarlak kok seklinde ve 1 pm'ye kadar
biiyiikliikte olabilirler. Stafilokoklarin belirgin 6zellikleri arasinda, kiime olusturarak
ve tiztim salkimi seklinde goriinmeleri bulunur. Bunlar hareketsiz, kamgisiz ve spor
olusturmayan organizmalardir. Kapsiil olusturma egiliminde degillerdir. Istya karsi
direnglidirler ve 60°C'de 30 dakika boyunca 1sitilmalari etkinliklerini kaybetmelerine

neden olmaz. Ayrica, dezenfektanlara karsi direng gostermezler (Arda vd., 1992).

Tastyicilar, enfeksiyonun yayilmasinda rol oynarlar; S. aureus'un gecisi bir kisiden
baska birine yakin veya dogrudan temas, kisisel esyalarin paylasilmasi, gida
kontaminasyonu ve bu patojenleri tasiyabilen herhangi bir cansiz nesne ile temas gibi

dolayli temas yoluyla olabilir (Taylor ve Unakal, 2023).

Gilineydogu Nijerya'daki infertil giftlerin erkek partnerleri arasinda antiklamidyal IgG
antikorlarmin yaygmlhigini ve sperm kalitesi ile iliskisini belirlemeyi amaclayan bir
calisma yapilmistir. Infertil ciftlerin 282 erkek partneri incelenmistir. Infertilite, 40
yas ve lzeri katilimcilar arasinda (%45,1) daha yaygin bulunmustur. Antiklamidya
antikoru 156 (%55,3) katilimcida tespit edilmis ve sperm kalitesiyle anlamli diizeyde
iliskilidir (P = 002; OR = 2,294; %95 CI = 1,36-3,88). Genel olarak 81'inde (%28,7)
sperm kalitesi anormaldir. Sperm sayisi, ilerleyici hareketlilik ve canlilik, anormal

sperm kalitesine sahip katilimcilarda normal sperm kalitesine sahip olanlara gore
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onemli Olcilide disiiktiir (P < 0.001), morfoloji, hacim ve sivilagsma siiresi ise dnemli
Olgiide farklilik gostermemistir (P > 0.05). S. aureus kiiltiirden izole edilen baskin
organizma olup (122/282, %43,3), Streptococcus tiirleri ise en az izole edilen
organizma (4/262, %1,4) olarak tespit edilmistir. Antiklamidyal antikorlara karsi
seropozitif olan katilimcilarin semenlerinden seronegatif olanlara gére dnemli dlgiide
daha fazla S. aureus izole edilmistir (80/156, %51,3 vs. 42/126, %33,3; OR = 2,105;
%95 Cl =1,30-3,42) ; P = 0,003) (Olibe vd., 2023).

Avrupa Uroloji Dernegi (EAU) yonergeleri, semen icinde artmis 16kositler
durumunda semen kiiltiirii yapilmasini 6nermektedir. Ancak, bu parametrenin klinik
Oonemi tartismalidir. Ayrica, infertil erkeklerde enfeksiyonlarin olast neden roliiniin
belirlenmesi, akut veya kronik enfeksiyonlarin tanimlanmasi klinik olarak 6nemlidir.
Bu nedenle bu calisma, enfeksiyon belirtileri olmayan veya seminal lokosit artisi
gozlenmeyen infertil erkeklerde bakteriyel enfeksiyonlarin yayginligini ve tiirlerini
degerlendirmeyi amaclamustir. Infertilite klinigine basvuran genital enfeksiyonlar
icin semptomsuz olan ve semen analizinde artmis 16kosit sayist olmayan 873 ardisik
hasta verisi analiz edilmis, her bir bireyden semen kiiltiirii alinmistir. Semende C.
trachomatis ve U. urealyticum'u tanimlamak i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
DNA's1 kullanilmis, ejakiilatta >10° cfu/mL idrar yolu patojeni konsantrasyonunun
bakteriospermi i¢in anlamli oldugu kabul edilmistir. Semen analizinde ejakiilatta
16kosit sayisinin 10%iin tizerinde olmasi l6kositospermi olarak tanimlanmis, yapilan
semen kiiltiiriinde 873 erkekten 96's1 (%11) ve 777'si (%89) sirastyla iireme pozitif
ve negatif olarak gosterilmistir. Semen kiiltiirii pozitif ve negatif olan erkekler
arasinda klinik parametreler agisindan anlamli  bir fark gozlenmemistir.
Lokositospermi olmamasina ragmen semen Kkiiltiirii pozitif olan grupta toplam
testosteron daha diisiik bulunmustur (p<0,05). En sik tespit edilen enfeksiyonlar U.
urealitycum (%35) ve Enterococcus faecalis (%31) olurken, bunlar1 S. aureus (%7),
C. trachomatis (%6), S. faecalis (%4) ve digerleri (%]17) izlemistir (Cazzaniga vd.,
2019).

Streptokok, stafilokok, mikoplazma, klamidya ve iireoplazma gibi patojenik

bakteriler, genital sisteme I0kosit akisi ile akut enflamatuar bir yanit olusturarak
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reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretim seviyesini artirir (Sasikumar vd., 2013;
Ochsendorf, 1999; Potts vd., 2000). Bu maddelerin fazlasi sperm parametreleri
tizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Segnini vd., 2003). Hammadeh ve arkadaslari
seminal plazmadaki ROS konsantrasyonunun artmasinin sperm canliligi, membran
biitiinligli, sperm yogunlugu, kromatin kondensasyonu ve sperm DNA kiriklari

tizerinde olumsuz etkileri oldugunu bildirmistir (Hammadeh vd., 2008).

Iran'da Golshani ve arkadaslar1 infertil erkeklerin %35,22'sinde en az bir patojen
tespit etmistir. E. coli, KNS (saprofitus), B grubu streptokoklar, %5,88 enterokoklar,
Candida sp., gonokoklar, S. aureus, Klebsiella sp. ve Providencia sp. izole edilmistir
(Golshani vd., 2006).

2.6.5 Stafilokoklarin sperm iizerindeki etkisi

S. aureus, viicuttaki cesitli organlar enfekte edebildigi igin en patojen bakterilerden
biridir (Gupta ve Prabha, 2012). Cesitli ¢alismalar seminal sivi 6rneklerinden en sik
izole edilen bakteri tiiriinin S. aureus oldugunu ortaya koymustur. Prabha ve
arkadaglar1 seminal siv1 6rneklerinin %51,85'inin S. aureus ile kontamine oldugunu
bulmustur (Prabha vd., 2011a). Ayrica, Emokpae ve arkadaglari seminal sivinin
%68,2'sinde S. aureus tespit etmistir (Emokpae vd., 2009). Seminal sivinin S. aureus
ile kontaminasyonu, tekrarlayan gebelik diistikleri riskini 6nemli Glgiide artirmistir
(Nabi vd., 2013). Bakteri tiirlerinin bircogu sperm konvansiyonel parametreleri,
kromatin yogunlagsmasit ve DNA biitiinliigii ilizerinde olumsuz etkilere sahiptir
(Calogero vd., 2011). Deneysel enfeksiyon modiiliinde, insan sperminin E. coli, S.
haemolyticus ve Bacteroides ureolyticus gibi bazi bakteri tiirlerinin
siispansiyonlariyla inkiibasyonu sperm hareketliliginin azalmasiyla sonu¢lanmistir

(Fraczek vd., 2014).

S. aureus, sperm immobilizasyan faktor (SIF) adi verilen bir protein molekiilii (MW
= 20 kDa) iiretir. Bu protein Prabha ve arkadaslari tarafindan izole edilmis ve
saflagtirilmistir; burada SIF'in 150 mg/ml konsantrasyonda spermatozoanin tamamen

hareketsizlesmesine yol agabildigini, spermatozoay1 oldiirmek i¢in ise bu faktoriin
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200 mg/ml'sinin gerekli oldugunu bildirmislerdir (Prabha vd., 2009).Diger bir
caligmada ise S. epidermidis'in sperm konsantrasyonu ve ilerleyen hareketlilik

tizerinde olumsuz etkileri oldugunu gostermistir (Golshani vd., 2006).

2.6.6. Stafilokoklarin sperm patogonez mekanizmasi

Spermatozoanin hareketliligi, spermi dollenme bdlgesine iten flagellar harekete giic
saglamak i¢in sperm mitokondrisi tarafindan saglanan ATP (adenozin trifosfat)
formunda enerji gerektirir (Nelson, 1980; Alcivar vd., 1989). Bu nedenle, SIF ile
etkilesimden sonra sperm hareketliliginin inhibisyonunun ATPaz aktivitesindeki
azalmaya veya biyolojik 6neme sahip molekiillerdeki dengesizlige bagli olmasi
mimkiin goriinmektedir. Ayrica, klinik alanda insan sperminin dollenme yetenegini

tahmin etmek i¢in insan sperminde akrozom reaksiyonunun analizi dnerilmektedir

(Ohashi vd., 1995).

Daha once yapilan bir ¢alismada, infertil bir kadinin serviksinden, spermatozoanin
%100 immobilizasyonuna neden olan bir S. aureus susu izole edilmistir. Sonrasinda
bu sustan SIF izole edilerek saflagtirilmistir (Prabha vd., 2009). Boylece SIF'in
Mg*"ATPaz aktivitesi ve akrozom reaksiyonu iizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Daha sonra SIF'e karsilik gelen reseptorii izole etmek i¢in bir girisimde
bulunulmustur (Prabha vd., 2011b). Saflastirilmis SIF, dikkate deger sperm
immobilizasyon aktivitesine sahip, yaklagik 20 kDa'lik bir proteindir ve 20 kDa'lik
bu proteinin heat shock protein70 (hsp-70) proteini ile peptit sekans benzerligine

sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 2.6.6.1: SIF ile inkiibe edilmis FITC etiketli insan spermatozoasinin floresan
mikroskobu (1000x) goriintiisii

FITC (fluorescein isothiocyanate) etiketli SIF'nin floresan mikroskobu kullanilarak
spermatozoa ile baglanma calismalari, SIF'nin spermatozoa ylizeyine baglandigini
gostermis ve bu da SIF baglanma reseptoriiniin varligina isaret etmistir. Reseptoriin
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) ile
karakterizasyonu, reseptorin MHC (major histocompatibility complex) simf II
antijeni ile sekans benzerligini paylastigini gostermistir. Kalorimetrik bir ¢aligma,
reseptoriin liganda baglanmasimin hem entalpik olarak (—11,9 kJ mol*) hem de
entropik olarak (21.53 Jmole " K™) tercih edilmesi nedeniyle spermatozoa
tizerindeki reseptor kisminin saflastirilmis ligand igin spesifik oldugunu gostermistir.
S. aureus'tan saflagtirilan SIF'nin spermatozoanin Mg++ adenozin trifosfataz

aktivitesi iizerindeki etkisi incelenmistir.
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Tablo 2.6.6.2: SIF molekiiliiniin Mg++ ATPase aktivitesi tizerindeki etkisi

S.Number | SIF Konsantrasyonu (ug/ml™) Mg"™ ATPase aktivitesi
(units) *
Kontrol - 931.7+1.3
1 12.5 712.86+2.3
2 25.0 574.86+0.96
3 50.0 195.23+2.3
4 100.0 0.004+0.0025

Tabloda SIF'in spermatozoanin Mg'* ATPase aktivitesini doza bagli bir sekilde
inhibe ettigi gézlemlenebilir (Gupta ve Prabha, 2012).

Ayrica, akrozom reaksiyonunun degerlendirilmesi dollenme basarisini tahmin etmek
icin kullanilabilir. Spermatozoanin spontan akrozomal reaksiyon orani in vitro
fertilizasyonun (IVF) basar1 orantyla iligkili olmasa da, indiiklenmis (kalsiyum
iyonofor ile inkiibasyondan veya diisiik sicakliga maruz kaldiktan sonra) ve spontan
akrozomal reaksiyon arasindaki farkla Olgiilen indiiklenebilirlik indeksi, sperm
fertilizasyon kapasitesi i¢in prognostik degere sahiptir (Henkel vd., 1993). SIFnin
insan spermi tiizerindeki etkisi arastirildiginda, spermin SIF ile muamele edilen
testlerde elde edilen akrozomla reaksiyona giren spermatozoa yiizdelerinin, kalsiyum
iyonoforla tedavi edilen numunelerden (pozitif kontrol) elde edilenlerden tutarli bir

sekilde daha diisiik oldugu bulunmustur.

Bu c¢aligma sonucunda S. aureus'tan izole edilen SIF'nin spermatozoaya
baglanabilecegi ve sperm yiizey proteininin SIF'e baglanma i¢in reseptdr gorevi
gorebilecegi sonucuna varilabilir. Caligma ayn1 zamanda reseptor-ligand
etkilesiminin  spermatozoanin SIF tarafindan immobilizasyonundan sorumlu
olabilecegini de gostermektedir. Bu nedenle, bu reseptor-ligand etkilesimleri yoluyla

sperm immobilizasyonunun ayrintili molekiiler mekanizmalarina iliskin gelecekteki
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calismalar, muhtemelen kisirlik tedavisindeki gelismelere ve hem giivenli hem de
etkili sperm immobilize edici kontraseptiflerin yaratilmasina yonelik girisimlere

yonelik yararli iggoriilere yol agabilir ( Gupta ve Prabha, 2012).

2.6.7. Stafilokoklarin tayini

Staphylococcus, Streptococcus ve Micrococcus genuslar insanlarla iligkili olup ayirt
edilmesi gereken genuslardir. Morfolojik olarak her ne kadar belirgin farklar
gostersede birbirlerinden ayirmak i¢in yeterli degildir. Gram pozitif olan bu
genuslarin birbirinden ayrilmast icin ilk kullanilan yontem katalaz deneyidir.

Staphlococcus ve Micrococcus katalaz pozitifken, Streptococcus katalaz negatiftir.

Mikrokoklarin stafilokoklardan ayrilmasinda ise glikoz fermantasyonu deneyi
kullanilir. Stafilokoklar fermantatif, mikrokoklar ise oksidatif ilireme gosterirler.

Bunun yerine lysostaphine deneyi de kullanilabilir. Stafilokoklarin ¢ogu lysostaphine
duyarlidir. Bu ayrimi yapabilmek i¢in son zamanlarda ii¢ test gelistirilmistir. Bunlar;

Furazolidone deneyi, modifiye oksidaz deneyi, basitrasine duyarlilik deneyi.

2.6.7.1. Stafilokoklarm identifikasyonunda kullanilan bashca deneyler

1. Gram Boyamasi: Stafilokoklarin tiimii Gram pozitiftir.

2. Pigment Olusumunun Arastirtlmasi: Stafilokoklarda pigment olusumu

identifikasyonda biiyiik 6nem tagimaz.

3. Katalaz Deneyi: Stafilokok ve Mikrokoklarin (Micrococcaceae) Steptococcaceae

familyasi liyelerinden ayirt edilmesinde kullanilan deneydir.

4. Glikoz Fermantasyou Deneyi: Glikozlu oksidasyon-fermantasyon besiyerinde

yapilir. Micrococcus cinsi oksidatif Staphylococcus cinsi fermantatif etki gosterir.

5. Koagiilaz Deneyi: S. aureus'un diger Stafilokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan

en onemli deneydir. Testte S. aureus'un salgiladigr bagimsiz koagiilaz arastirilir. Bu
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enzim benzeri madde plazmada bulunan bir faktor (Coagulase reacting Factor= CRF)

ile iligki kurarak fibrinojeni pihtilagtirir.

6. DNAase ve Termostabil Nukleaz (Thermonuclease) Deneyi: Koagiilaz deneyinde
zayif reaksiyon sonucunda yapilir ve koagulaz sonuglarini destekleyici deneylerdir.
Ayrica S. aureus’un S. epidermidis’ten ayrilmasinda kullanilir. S. aureus DNAase ve

termostabil endoniikleaz olusturur.

7. Lizostafin Duyarlilik Deneyi: Stafilokoklarin hiicre duvar1 yapisi olan
peptidoglikaninda glisin adinda bir madde bulunur. Lizostafin enzimi glisinler
arasindaki baglarin c¢oziilmesinde rol oynar. Stafilokoklar bu nedenle lizostafine
duyarl iken, mikrokoklarda bu baglar olmadigi i¢in direnglidir. Stafilokoklarin hiicre
duvar1 yapist olan peptidoglikaninda glisin adinda bir madde bulunur. Lizostafin
enzimi glisinler arasindaki baglarin ¢6ziilmesinde rol oynar. Stafilokoklar bu nedenle

lizostafine duyarli iken, Mikrokoklarda bu baglar olmadigi i¢in direnglidir.

8. Stafilokoklarin Antibiyotik Duyarlilik Testleri ile Ayrimi

A) Polymxin Duyarlilik Deneyi: Bu test koagiilaz negatif stafilokoklarin
polimiksinlere karsi belirli konsantrasyonlarda direngli olmalari, ancak diger

stafilokok tiirlerinin duyarli olmasi ilkesine dayanir.

B) Novobiocin'e Duyarlilik Deneyi: S. saprophyticus ve daha nadir soyutlanan bazi
KNS'ler bu antibiyotige direngli iken S. epidermidis duyarlilik gosterir.

C) Neomycin'e Duyarlilik Deneyi: Streptokoklar neomisinli disklerde direngli sonug

verirken stafilokoklar duyarli sonug verir.

D) Bacitracin'e Duyarlilik Deneyi: Stafilokoklar bacitrasin disklerine direncli sonug

verirken mikrokoklar duyarli sonug verir. (Bilgehan, 2009).
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2.6.7.2. Koagiilaz negatif stafilokoklarin tayini

KNS kolonileri ve mikroskop goriiniimleri ilk bakista S. aureus'a ¢cok benzerdir.
Soyutlanan stafilokok morfolojisindeki bir bakterinin identifikasyonu i¢in ilk olarak
koagiilaz testi yapilir ve pozitif sonu¢ alindiginda S.aureus olarak kabul edilir.
Olumsuz sonug alindiginda en sik rastlanan KNS'ler olarak bilinen S. epidermidis ve
S. saprophyticus'un ayirt edilmesi i¢in novobiyosine diren¢ deneyi uygulanir.
S.saprophyticus direngli (16 mm'den kiigiik inhibisyon zonu), S.epidermidis
duyarhdir. Diger KNS'lerin ayirt edilmesinde kullanilan deneyler ve o6zellikleri

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.6.7.2.1:Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin ayirt edici 6zellikleri (Bilgehan H.
2009).

Tiir Arginin Ureaz | Mannitol | Siikroz | Trehaloz | Novobiyosine Direng
Utilizasyonu

S. epidermidis + + - Asit - -
S. saprophyticus - + Asit/ - Asit Asit +
S. haemolyticus + - Asit/ - Asit Asit -
S. hominis -+ + - Asit Asit/ - -
S. warneri -[+ + Asit/ - Asit Asit -
S. cohnii - - Asit/ - - Asit +
S. simulans + + Asit Asit Asit/ - -
S. sacharolyticus + - - - -
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2.6.8. Prostatit

Prostatit, prostatin inflamasyonu demektir (Benoit vd., 1993).

Prostatitin, enfeksiydoz ve iltihapli bir hastalik oldugu bilinmektedir. Bu durum,
Amerika Birlesik Devletlerinde 50 yasin altindaki erkekler arasinda en yaygin
tirolojik sorundur. Bununla birlikte 50 yasin iistiindeki erkeklerde, benign prostat
hiperplazisi ve prostat kanserinden sonra ligiincii siklikta goriilen bir sorundur.
Diinyada en yaygin kullanilan prostatit siniflandirma sistemi, Amerikan Ulusal

Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan gelistirilmistir (Krieger vd., 1999).

Tablo 2.6.8.1: NIH’a gore prostatit siniflandirmasi (Krieger vd., 1999; Aydin ve
Yaytokgil, 2021.)

Tip1 Prostatin akut enfeksiyonu
Tip 2 Prostatin kronik bakteriyel enfeksiyonu
Tip3 Kronik pelvik agri sendromu (KPAS): Standart yontemlerle prostat

icinde tiropatojen bir bakteri olmadan kronik {irogenital agr1 olmasi

Tip 3A Prostat masaj1 sonrasi idrar sedimentinde, semende ya da prostat
(Inflamatuvar) sekresyonunda belirgin 16kosit (>10) bulunmasidir.
Tip 3B Prostat masaj1 sonrasi prostat sekresyonu, sediment ya da semende
(non- inflamatuvar) onemsiz sayida 16kosit (<10) bulunmasidir.
Tip4 Herhangi bir yakinmasi olmayanlarda infertilite ya da prostat kanseri

arastirmasi igin yapilan incelemelerde semende ya da prostatik

histolojik 6rneklerde 16kosit veya bakteri bulunmasidir.

Prostat enfeksiyonlarinin en yaygin patojenleri arasinda Klebsiella tiirleri, E. coli, E.
faecalis, Proteus mirabilis (P. mirabilis) ve Pseudomonas aeruginosa (P.

aeruginosa) bulunmaktadir. 50 yas alti erkeklerde goriilen prostatitin iireme
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tizerindeki etkisi 6nemlidir. Prostatit teshisi genellikle semen ve ejakiilasyon sonrasi
idrarda artmis l0kosit seviyelerinin tespit edilmesiyle konulur, ancak burada
incelenen parametrelerin enfeksiyon dis1 bir inflamasyonla iliskili olup olmadigi hala
tartismalidir (Nickel vd., 2003). Henkel ve digerleri, kronik prostatitin spermin
akrozom reaksiyonu olarak bilinen bir membran fonksiyonu tizerinde serbest oksijen
radikalleri araciligiyla gerceklesen inflamatuar bir tepkiyle olumsuz bir etki
yarattigin1 gostermislerdir (Henkel vd., 2006). Engeler ve diger arastirmacilarin,
kronik prostatitin tip 3B formunun sperm motilitesinde ve fruktoz miktarinda azalma

oldugunu gosteren ¢alismalar1 da mevcuttur (Engeler vd., 2003)

2.6.9. Epididimit

Epididimit, iltithaplanma durumunu ifade eder. Epididimit iltithabini, ergenlik
déneminden 35 yasina kadar olanlarda, genellikle cinsel yolla bulasan bir hastalik
olan ger¢ek bir hastaliktan ayirmak gerekir. 35 yasindan biiylik hastalarda ise,
genellikle alt idrar yolu hastaligina ikincil olarak gelisen akut bakteriyel prostatitin
dogrudan bir komplikasyonu olan bir durum séz konusu olabilir. Tedavi i¢in uygun

antibiyotik kullanimin1 gereklidir. (Phé ve Rouprét, 2010).

Gram boyamada dogrudan mikroskopi altinda Gram negatif intraselliiler diplokok
goriintiistiniin bulunmasi, N. gonorrhoeae enfeksiyonunu diisiindiirebilirken, tiretral
sirintide sadece lokositlerin bulunmasi, oOzellikle %2/3'tinde C. trachomatis

enfeksiyonunu gosterebilir (Weidner vd., 1987).

Epididim, spermin depolandigi, membranimin olgunlastifi ve hareket yetenegi
kazandig1 bir bolgedir. Bu bolgede herhangi bir inflamasyon sonucunda sperm
sayisinda azalma, hareketlilikte bozulma veya islev bozuklugu meydana gelebilir.
Epididimitin basarili bir sekilde tedavi edilmesine ragmen, olast sekel olusumunun
fertilite iizerindeki etkisi belirsizdir. Inflamasyona sekonder gelisen skarlasma,

obstriiktif azospermiye yol agabilir (Dohle 2003; Weidner vd., 1990).
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2.6.10. Orsit

Testisin agrili, 6demli ve lokal veya sistemik bir hastaliga bagli akut veya
subakut/kronik olarak gelisebilen bir durumdur. Kisa siireli (alt1 haftadan az) akut
bakteriyel orsit genellikle cinsel yolla bulasan hastaliklarla veya iiriner sistem
enfeksiyonlariyla iligkilidir. Diger yandan, subakut/kronik orsit vakalari genellikle
kronik inflamasyona yol agan enfeksiyon disi nedenlerle gelisir ve genellikle
semptomsuzdur. Viral enfeksiyonlar da testis tutulumuna neden olabilir. En sik viral
orsit nedeni kabakulak orsitidir, 6zellikle de kabakulak geciren puberte sonrasi
hastalarin %20-30'unda goriiliir. Kabakulak orsitinde %20'sinde orsit bilateraldir ve
bilateral testis atrofisi ve azoospermiye yol agabilir. Diger viral orsit nedenleri
arasinda Coxsackie, Varicella ve HIV bulunmaktadir (Chopra vd., 2015; Liu vd.,
1994). Kronik orsitte meydana gelen inflamatuar degisiklikler genellikle otoimmiin
orsitte de mevcuttur ve her iki durumda da testisin immiin o6zerkligi bozulur
(Schuppe vd., 2008). Otoimmiin orsit, antisperm antikorlarinin (ASA) varliginda
testisin otoimmiin inflamasyonudur ve genellikle Sertoli hiicreleri arasindaki kan
testis bariyerinin bozulmasiyla meydana gelir. Otoimmdin orsitler genellikle iki gruba
ayrilir: Birincil otoimmiin orsitler genellikle infertilite ile iliskilidir ve ¢ogunlukla
semptom gostermez; bununla birlikte, seminifer tiibiill membranlarina kars1 olusan
ASA varligi (%100) ile iliskilidir. ikincil otoimmiin orsit, semptomatik orsit veya
sistemik bir otoimmiin hastaliga/hastaligin vaskiilitine bagli olarak ortaya ¢ikabilir.
ASA'lar, spermatositlerin ve spermatidlerin apoptozunu tetikleyerek spermatozoanin
hareket kabiliyetini ve agliitinasyonunu engeller, boylece sperm-oosit etkilesimini

etkileyebilir (Silva vd., 2014).

2.6.11. Uretrit

Uretrit, {iretranin iltihabin1 ifade eder ve gonokokal (N. gonorrhoeae tarafindan
olusturulan) veya nongonokokal kokenli (genellikle C. trachomatis, Mycoplasma

genitalium veya T. vaginalis tarafindan olusturulan) olarak smiflandirilir. En yaygin
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belirtiler arasinda disiirinin, mukopiiriilan {iretral akintinin, iiretral rahatsizlik ve
eritemin bulunmasi yer alir. Tan1 kriterleri; tipik belirtiler, semptomlar veya 6ykiiye
ek olarak mukopiiriilan akinti, iiretral sekresyonlarin Gram boyamasinda en az iki
l6kositin goriilmesi, ilk idrarin yiiksek biliyiitme alaninda en az 10 l6kositin
goriilmesi veya ilk idrarda pozitif 16kosit esteraz sonucu gibi kriterleri igerir (Shell
vd., 2021). Uretra inflamasyonunun sperm parametrelerine dogrudan bir etkisi
yoktur. Ancak iiretrit sonucu gelisebilecek epididimit veya skarlasma nedeniyle
olusacak kismi veya tam tikaniklik, ejakiilat hacminde azalmaya ve dolayisiyla

fertilite potansiyelinde azalmaya yol agabilir (Rusz vd., 2012).

Tablo 2.6.11.1: Semen parametreleri referans degerleri (WHO, 2010).

Parametre En Diisiik Referans Arahgi
Volim (ml) 1.5 (1.4-1.7)
pH >7.2
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12-16)
Total sperm sayisi (10°) 39 (33-46)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Morfoloji (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Lokosit (10%/ml) <1.0

2.7. Spermatogenez

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde meydana gelen ve olgun erkek gamet
tiretimiyle sonuglanan karmagik bir siire¢ agin1 kapsar. Siirecler sunlardir:
Spermatogonianin  ¢ogalmasi; spermatogoniyal farklilagmanin spermatositlere

donilismesi; spermatidleri lireten spermatositlerin mayotik boliinmesi; yuvarlak
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spermatidlerin olgunlagmasi ve oldukg¢a 6zellesmis olgun spermatozoanin testikiiler

tiiblil limenine salinmasi1 (Turek, 2016).
2.7.1. Spermatositogenez

Spermatositogenez, li¢ asamada incelenir: Spermatogonyum kok hiicreleri, mitoz
boliinmelerle A tipi spermatogonyumlart olusturur. A tipi spermatogonyumlar, bir
dizi mitoz boliinmeyle B tipi spermatogonyumlarina doniisiir. B tipi
spermatogonyumlar, tekrar mitoz boliinmeler gecirerek primer spermatositler
(44XY) haline gelirler. ilk mayoz béliinmelerinden yaklasik 21-22 giin sonra profaz
asamasina ulasir ve mayoz boliinme tamamlandiginda 23 kromozomlu sekonder
spermatositler (22Y veya 22X) meydana gelir. Sekonder spermatositler, bir sonraki

mayoz boliinmeyi gegirerek spermatidleri olusturur (Sharma vd., 2018).

Tip A spoermatogonyurm

@ @ @ (kOk hicreleri)
)

Tip B spermatogonyum

“4 }
- (Oncul/progenitor hucreler)
S RC O ]
-
B S e e Y Mitoz bolonme

- ’_Q C R R \@/:&_\/'\(X\_/\.A.z e ==

@m Primer spermatositier :7 Birinci mayoz bolonme
- \ ,‘ .
1
]

Sekonder spermatositior Ixinci mayoz bolanme

Artik cisimcik

—— Artik cisimcik

B

/'\,\ ——— ————— Spérmatozooniar J

Sekil 2.7.1.1: Erkek germ hiicrelerinin olusumu (Junqueira vd., 1998).

2.7.2. Spermiyogenez

Spermiyogenez  spermatidlerin  olgun, hareketli spermatozoalara doniistigi

spermatogenezin final asamasidir. Spermatid bir ¢ekirdek, Golgi aygiti, sentriol ve
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mitokondri i¢eren dairesel bir hiicredir. Tiim bu yapilar, spermatozoon olusumunda
gorev alir. Mayozun tamamlanmasinin ardindan, haploid yuvarlak spermatitler, hiicre
iskeleti agiyla kaplanmis kiigiik, non-polarize hiicrelere doniiserek spermiyogenezise

baglarlar (Griswold, 2016).
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—Nucleus & | =
j //-\ ' Head -
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T ,‘ Mitochondria
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acrosomal vesicle

and flagellum in

spermatid (2) Growth of ‘
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excess ( @ Mature sperpig

cytoplasm .

Sekil 2.7.2.1: Spermiyogenez (Junqueira vd., 1998)

Spermiyogenez, mayoz boliinme sonrasinda olusan spermatidlerin olgun erkek
lireme hiicresi olan spermatozoaya (sperm) doniisiim siirecini ifade eder. Bu siirec,
Golgi asamasi, akrozomal asama ve maturasyon asamasi olmak lizere ii¢ fazda

gerceklesir.

1. Golgi Fazi: Golgi faz1 olarak da bilinen bu asamada, Golgi kompleksinde
akrozomal graniil ad1 verilen yapilar olusur ve sperm hiicresine hareket yetenegini

saglayan flagellum burada gelisir.

2. Akrozomal Faz: Akrozomal faz olarak adlandirilan bu asamada, sperm
hiicresindeki mitokondriler flagellumun proksimal bolgesinde bulunur ve hareket

icin gerekli olan enerjiyi saglayarak spermin orta kismini olustururlar.
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3. Olgunlasma Fazi: Olgunlagma fazi olarak da bilinen bu asamada, sperm hiicresinin
tim organelleri tamamlanir ve olgunlasan spermler seminifer tubiil lumenine
aktarilir. Bu stiregte, ¢ekirdek yogunlasir ve uzar, akrozom olusur, flagellum gelisir
ve sitoplazmanin biiyiik bir kismi kaybolur. Spermiyogenez siirecinde, iireme
hiicreleri dolleme kabiliyetini kazanirken, spermlerin hareket yetenegini saglayan
kuyruk da gelisir. Sonu¢ olarak, seminifer tiibiil liimenine salinan olgun

spermatozoon meydana gelir (Junqueira vd., 1998).

2.8. Epididimal Maturasyon

Spermatogenez sonucu ortaya c¢ikan testikiiler spermatozoa, morfolojik olarak
farklilasmis olmasina ragmen hala fonksiyonel olarak olgunlagsmamis hiicrelerdir,
ilerleyici bir sekilde hareket edemez ve bir oositi dolleme yeteneginden yoksundur
(Orgebin-Crist, 1967 , 1969; Schoysman ve Bedford, 1986; Dacheux J.L ve Dacheux
F, 2013; Jodar vd., 2017 ). Insanlarda ve farelerde, spermatozoanin hareketliligi ve
dolleme potansiyeli testislerden ayrildiktan sonra, testis spermi epididimden
gecerken ve erkek ilireme sistemi boyunca kazanilir. Bu yolculuk sirasinda sperm
hiicreleri, toplu olarak seminal plazmay1 {ireten epididim, prostat, seminal vezikiiller
ve bulboiiretral bezler tarafindan salgilanan sivilarla temas halindedir (Camargo vd.,
2018). Bu karmasik sivi, spermin beslenmesi, olgunlagsmasi ve hayatta kalmasi i¢in
c¢ok onemlidir ve erken kapasitasyonu oOnleyerek ve sperm-oosit taninmasina ve
etkilesimine katkida bulunarak doéllenmede 6nemli bir rol oynar (Drabovich vd.,
2014; Jodar vd., 2017; Camargo vd., 2018; Samanta vd., 2018; Barrachina vd.,
2019). Bu testis sonrast modifikasyonlar, sperm ¢ekirdeklerinin yiiksek DNA
sikismasi ve sitoplazmanin ¢ogunlugunun ekstriizyonu nedeniyle transkripsiyonel ve
translasyon agisindan inert olan bir erkek gamette meydana gelir (Dacheux vd., 2012;
Castillo vd., 2015; Jodar wvd., 2016, 2017; Barrachina vd., 2018). Bu nedenle
spermatozoanin testis sonrasi fonksiyonel olgunlagmasi, seminal plazmadan
bilesenlerin eklenmesine atfedilir (Reilly vd., 2016; Jodar vd., 2017; Zhou vd., 2018;
Barrachina vd., 2019; Hernandez-Silva ve Chirinos, 2019).
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Insan epididimisi testisleri vas deferense baglayan 6-7 m uzunlugunda boru seklinde
bir organdir. Sperm hiicreleri testis tarafindan tiretildikten sonra oradan gecer ve
epididimde iki haftaya kadar depolanir. Bu donemde sperm hiicreleri olgunlasir,
hareketlilik ve oositi dolleme yetenegi kazanir (Orgebin-Crist, 1969; Breton vd.,
2016; Sullivan vd., 2019). Anatomik olarak epididim dort ana bdlgeye ayrilir:
baslangi¢ segmentleri, kaput, korpus ve kauda epididimitler (Turner, 1995;
Belleannée vd., 2013; Breton vd., 2016; Sullivan ve Mieusset, 2016 ).

Epididim, sperm olgunlasmasi, konsantrasyonu, korunmasi ve depolanmasi icin
benzersiz bir limen ortaminin olusturulmasinda temel rol oynayan ana hiicreler,
berrak hiicreler, dar hiicreler ve bazal hiicreler dahil olmak iizere birgok hiicreden
olusan psodostratifiye (yalanci ¢ok katli) epitelyumdan meydana gelir (Breton vd.,
2016; Zhou vd., 2018).

2.9. Sperm DNA Yapisi

Sperm hiicresinin nukleusundaki DNA, sikica paketlenmis bir yapidadir. Diger viicut
hiicrelerinin DNA's1 histon proteinleriyle sariliyken, sperm DNA'sinda histonlarin
%90-95'1 protaminlerle degistirilir. Bu degisiklik, TP1 ve TP2 ge¢is proteinlerinin
etkisi altindadir ve genellikle P1 ve P2 protaminlerini igerir. DNA ve protaminler,
sperm ¢ekirdegi iginde sikica sarili bir sekilde bulunur, protaminler arasinda capraz
disiilfit baglar1 bulunur ve bu baglar sperm c¢ekirdeginin sikismasinda onemlidir.
Histonlarla sarilmis kromatin gevsek bir yapiya sahipken, protaminlerle sarilmis
kromatin yapilari daha sikidir. Histon paketlenmesinin artmasi, sperm DNA'sinda
hasar olusumunu artirabilir (Giines vd., 2013). Spermatozoa kromatin yapisinin
bliylik cogunlugu protaminlerle sikica sarilirken, sadece %15'lik bir kismi histonlarla
daha gevsek bir sekilde paketlenir. Infertil erkeklerde, fertil erkeklere kiyasla artmus
histon/protamin orani tespit edilmistir. Bu durum anormal kromatin paketlenmesi
olarak bilinir ve spermin dis etkilere kars: artan hassasiyetine yol agabilir. Infertil
erkeklerin %5-15'inde protamin eksikligi oldugu goézlemlenmistir (Tesarik vd.,
2002).
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2.10. Sperm DNA Fragmantasyonu

Sperm DNA fragmantasyonu, tek veya ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin yani sira
eklentilerin birikmesini ifade eder ve sperm DNA kalitesini yansitir. Mevcut veriler,
yiiksek veya diisiikk dogurganliga sahip bireyler arasinda sperm DNA kalitesinde
farkliliklar oldugunu géstermektedir ve bu gézlem, sperm DNA pargalanmasinin test
edilmesinin erkek fertilitesi agisindan yararli bir test olabilecegi fikrine yol agmistir

(Karavolos, 2021).

Erkek infertilitesinin 6nemli bir etmeni, sperm DNA'sinin zarar gérmesidir. Diisiik
kaliteli sperm DNA, dogurganligin bozulmasina yol acabilir. Tip bebek (IVF)
tedavisi goren hastalarda, sperm hiicrelerinin déllenme oranlarinda genetik kusurlarin
azaldig1 gdzlenmistir. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sirasinda hasarli
DNA'ya sahip sperm kullanilmasi, embriyolarin genetik yapisinin zarar gérmesine
yol acabilir. Bu nedenle, DNA par¢alanma oraninin bilgisi, dollenme basaris1 ve

saglikli embriyo gelisimi agisindan dnemlidir (Aksoy vd., 2009).
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Sekil 2.10.1: Sperm DNA fragmantasyonunun baslica nedensel faktorleri (Evgeni
vd., 2014).

2.11. Sperm DNA Fragmantasyonunun Patogenezi

Sperm DNA kirilmalarina yol agabilen {i¢ ana mekanizma bulunmaktadir. Bu
mekanizmalar; spermatogenez asamasinda yanlis kromatin paketlenmesi, bosalma
oncesinde hiicre o6liimii (apopitoz), ve semende yiiksek diizeyde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusmasidir (Elder ve Dale, 2014). Sperm hiicrelerindeki DNA hasari,
mitokondriyal ve niikleer DNA'da olusabilir. Bu zarar, sperm hiicrelerinin nakli veya
iiretim siirecinde meydana gelir ve spermatogenez siirecinde hiicre 6liimii gozlenir.
Spermatogenez siirecinde, sperm kromatininin yeniden yapilandirilmasi sirasinda DNA
zincirinde kiriklar meydana gelebilir. Sperm DNA fragmentasyonunda etkili olan bir

diger mekanizma ise, spermlerin epididime taginmasi sirasinda testikiiler hasardir. DNA
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fragmantasyonu, testikiiler spermle karsilastirildiginda kaudal epididim ve ejakiilasyon

spermlerinde daha yiiksektir (Sakkas ve Alvarez, 2010).

2.11.1. Apoptoz

Fizyolojik kosullar altinda, apoptoz, normal gelisim sirasinda gergeklesen, genomun
parcalanmasi ve birka¢ hiicresel proteinin kesilmesi veya parcalanmasi ile ayirt
edilen genetik olarak kontrol edilen hiicre 6liimiidiir. Apoptozun dengesizligi bir¢ok
hastaligin temel nedenidir. Normal sperm hiicrelerinin apoptozu, sperm sayisinin
diizenlenmesinde belirleyici bir rol oynar, viicuttaki kromozomal anormalliklere
sahip spermleri hizla uzaklastirir ve sperm kalitesini korur. Spermatogenez sirasinda,
sperm hiicrelerinin %25 ila %75'1 apoptoz tarafindan yok edilir. 2010 yilinda Jana ve
arkadaslari, spermatogenez hiicrelerinin erken apoptozunun temel olarak
spermatogenez hiicreleri ve hiicre yiizeyinde ifade edilen Fas/Fas ligandlari
tarafindan diizenlendigini bildirdi (Jana vd., 2010). Lee ve arkadaslarinin
calismasinin sonuglariyla uyumlu olarak testis patolojik olarak degistiginde Fas/Fas
ligand sisteminin anormal ifadesi ortaya ¢ikabilir (Lee vd., 1999). Ayrica, sperm
"apoptozdan kacgis" belirli apoptotik yollardan kaginarak DNA pargalanmasi olan
spermatojenik hiicrelerin kagmasina ve daha sonra parcalanmis DNA tasiyan olgun
sperm hiicrelerine doniismesine neden olabilir (Sakkas vd., 2003). Anormal sperm ve
yumurtalar normal olarak déllenebilse de embriyo 4-8 hiicre asamasina geldiginde
parcalanan DNA, embriyonik apoptozu indiikleyecek, blastosist olusum hizini
azaltacak ve embriyonik gelisimde anormal bir artisa ve erken diisiiklere neden

olacaktir (Alvarez vd., 2017; Fatehi vd., 2006).

2.11.2. Kromatin paketleme anomalileri

Spermatogenezin bir asamasinda, kromatinin sekillendirilmesi sirasinda histonlar
protaminlerle degistirilir, bu 6nemli bir siirectir. Kromatin, histon hiperasetilasyonu
ile gevsetilir ve siiper sarilma kaynakli burkulma stresini gidermek igin sperm
DNA'sinda gecici c¢entikler olusturan DNA topoizomeraz II (Topo II) tarafindan

islenir. Bu gegici centikler, spermiyogenez ve ejakiilasyondan dnce ayni Topo II
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enzimi tarafindan onarilir. Onarim gergceklesmezse, ejakiilatta DNA's1 parcalanmig

spermler bulunabilir (Laberge ve Boissonneault, 2005).

2.11.3. Reaktif oksijen tiirleri

Oksidatif stres, sperm hiicrelerini olumsuz etkileyen bir durumdur. Oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda, oksidatif stres ortaya g¢ikar. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), yiiksek diizeyde oksitlenmis serbest radikallerin bir alt sinifini
olusturur (Aitken vd., 1995). ROS, sperm plazma membraninda lipid peroksidasyonuna
neden olarak DNA'daki iplik hasarina ve fertilizasyondaki bazi protein aktivitelerinde
degisikliklere yol agar. Mutajenik olan siiperoksit ve hidroksil radikalleri, kardes
kromatin ve kromozom delesyonlarina neden olabilir (Shamsi vd., 2008). Fertil
erkeklerde, semen igindeki antioksidanlar ROS hasarina kars1 koruyucu etkiye sahiptir.
Semendeki 16kosit konsantrasyonunun 3 milyon/ml'yi asmasi ROS'un kaynagidir. Bu
durumlarda, 6nemli Olciide fertilizasyon bozuklugu gézlemlenmistir (Zhou vd., 2007).
Infertil erkekler, semen parametrelerine bakilmaksizin, fertil kontrollerle
karsilagtirildiginda antioksidan kapasitede azalma ile birlikte ROS diizeylerinde
onemli 6l¢iide artis gostermektedir (Aitken ve Baker, 2006; Kullisaar vd., 2013)

Aragtirmalarda, testikiiler spermatozoanlarda, epididimis proksimalinden elde
edilenlere kiyasla anlamli olarak daha diisiik DNA hasarli spermatozoan oranlari
tespit edilmistir. Bu farkin, genital yolda spermatozoanlari etkileyen ROS'un etkisi

olabilecegi One siiriilmiistiir (Seli ve Sakkas, 2005).

2.12. Stafilokoklarin Sperm DNA Fragmantasyonuna Etkisi

Hayvan spermasi, lirogenital sistemin i¢ ortamindan kaynaklanan firsatg1 bakteriyel
patojenler tarafindan siklikla kontamine olur. Ozellikle stafilakok cinsine ait tiirler,
sigir ejakiilatlarinda baskin olarak bulunur. Bu nedenle, in vitro kosullar altinda
Staphylococcus'un neden oldugu bakteriosperminin sigir sperm kalitesi tizerindeki
etkilerinin daha yakindan incelenmesini amaglayan bir calismada bes sigir
ejekiilatindan spermatozoalar ayrilmistir. Daha 6nce si1gir spermasindan izole edilen

yedi stafiolokok tiirii deneylerde kullanilmustir. Stafilok tiirleri ile kontamine edilen
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ornekler 37°C'de 0, 2 ve 4 saatlik siirelerde inkiibe edilip hareketlilik, mitokondriyal
membran potansiyeli, reaktif oksijen tiirleri iiretimi, sperm DNA fragmantasyonu ve
magnezyum ve kalsiyumun hiicre dis1 konsantrasyonu analiz edilmis ve kontrol
grubuyla karsilastinnlmistir.  Sonuglar ilk Olgiimde Onemli bir degisiklik
gostermemistir. Ancak 2 saatlik ve 4 saatlik inkiibasyondan sonra énemli olumsuz
etkiler gézlemlenmistir. En 6nemlisi, S. aureus, S. warneri, S. kloosii ve S. cohnii'nin
varligi, ROS f{iretiminde 6nemli bir artisa neden olmus, bu da sperm DNA
fragmantasyonuna, mitokondriyal membran potansiyelinde degisikliklere ve sperm
hareketliliginin azalmasina yol agmistir. Ayrica Staphylococcus tiirlerinin varlig
hiicre dis1t Mg ve Ca konsantrasyonlarinin azalmasima yol agmistir. Sonug olarak,
sigir spermasinda Staphylococcus bakterilerinin asir1 ¢ogalmasi, oksidatif strese
katkida bulunarak sperm DNA parcalanmasina, mitokondriyal membran

potansiyelinin degismesine ve sperm hareketliliginin azalmasina neden olabilir.
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Sekil 2.12.1: 37°C'de in vitro 2 ve 4 saatlik bakteri/sperm ortak inkiibasyonu
sirasinda sperm motilitesindeki degisiklikler.
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Staphylococcus tiirleri ile inkiibe edilen her grup, bakteri eklenmeyen kontrol
grubuyla karsilagtirnllmigtir. Her ¢ubuk, hareketli sperm hiicrelerinin ortalama
yilizdesini (=5 pm/s) + SEM temsil eder. Bu verileri elde etmek icin bes ayr1 deney
yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Sekil 2.12.2: 37°C'de in vitro 4 saatlik bakteri/sperm ortak inkiibasyonu sirasinda
kiiresel reaktif oksijen tiirlerinin tiretimindeki degisiklikler.

Staphylococcus tiirleri ile inkiibe edilen her grup, bakteri eklenmeyen kontrol
grubuyla karsilastirilmistir. Her cubuk 10° sperm hiicresi + SEM bagina saniyedeki
bagil 151k biriminin ortalama degerini temsil eder. Bu verileri elde etmek i¢in bes ayr1
deney yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001.
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Sekil 2.12.3: 37°C'de in vitro 4 saatlik bakteri/sperm ortak inkiibasyonu sirasinda
sperm DNA parcalanmasinda meydana gelen degisiklikler.

Staphylococcus tiirleri ile inkiibe edilen her grup, bakteri eklenmeyen kontrol
grubuyla karsilagtirllmistir. Her c¢ubuk, sperm kafasinin icindeki parcalanmis
DNA'ya sahip spermatozoanin ortalama yiizdesini temsil eder £ SEM. Bu verileri
elde etmek igin bes ayri deney yapilmustir. Istatistiksel anlamlilhk diizeyi * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001. (Duracka vd., 2021).

Sperm DNA hasarinin dogal gebe kalma olasilig1 ile negatif bir iliskisi vardir. Sperm
kromatin yap1 analizi (SCSA) testleriyle degerlendirilen sperm DNA fragmantasyon
(SDF) indeksi %20-30 oldugunda, dogal gebelik olasilig1 azalir (Agarwal vd., 2016).
Bazi ¢alismalar, %30'dan daha yiliksek SDF seviyelerinin diisiik gebelik oranlariyla
iligkili oldugunu 6ne siirmektedir (Agarwal vd., 2016; Zini, 2011). Benzer sekilde,
SDF tekrarlayan diisiik gebeliklerle iliskilendirilmistir (Ford ve Schust, 2009).
Tekrarlayan spontan 30 diisiik vakast ve 30 kontrol grubu iizerinde yapilan bir

calismada hasta grubunda daha yiliksek SDF orani1 bulunmustur (Khadem vd., 2014).

37



2.13. Sperm DNA Fragmantasyon Tespit Yontemleri

DNA hasarli sperm oranini ve bu hasarlarin derecesini belirlemek i¢in ¢ok sayida
farkl1 yontem tarif edilmistir. Baslica yontemler su sekildedir: Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (COMET) Testi, Sperm Kromatin Yapisi Testi (SCSA), Akridin
Turuncu Testi (AOT), Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Aracili Deoksiiiridin
(TdT) Trifosfat (dAUTP) Nick End Etiketleme (TUNEL) Testi ve Sperm Kromatin
Dispersiyonu (SCD) ) testidir (Kiigiik, 2018).

2.13.1. Akridin oranj (AO) testi

AO, cift sarmalli ve normal olan dogal deoksiriboniikleik asit (DNA) ile
baglandiginda yesil floresan verirken, denatiire edilmis DNA (tek sarmalli) ile
baglandiginda kirmizi floresan verir. Hiicre biyologlar1 tarafindan yaygin olarak
kullanilan bir¢ok teknik, DNA'nin in situ denatiirasyonunu indiikleyen yontemler
icerir. DNA'nin denatiire olmasi, yani ¢ift sarmalli DNA'nin iki tek sarmalli parcaya
ayrilmasi, gesitli kimyasal yontemler veya 1s1 ile indiiklebilir (Tejada vd., 1984).
Evenson ve arkadaglari, AO ile sperm boyanmasinin, 6rnegin alindigi bireyin
fertilitesini tahmin etmelerine olanak tanmidigini gostermistir. Bu prosediirde,
infertilite sorunu olan bireylerin spermleri, ayni tiirden fertil bireylerinkine kiyasla
yiiksek olan kirmizi floresansa sahiptir. Bu sonuglardan, spermin DNA'sinin
denatiirasyona kars1 direncinin fertilitede 6nemli bir parametre oldugunu ¢ikariyoruz

(Evenson vd., 1980).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmaya Dahil Edilen Gruplar ve Ozellikleri

Bu c¢alisma, Ocak-Nisan 2023 tarihleri arasinda Sisli Memorial Tiip Bebek
Merkezi'ne infertilite nedeniyle basvuran 22-48 yas araligindaki erkek bireylerden
alman 2-7 gilinliik cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon yoluyla elde edilen semen
ornekleri lizerinde gerceklestirilmistir. Calismaya toplam 40 birey katilmistir. Semen
orneklerinin Gram boyamasinda l6kosit goriilmemesi ve kiiltiir ekiminde herhangi
bir tireme olmamasi durumunda, normospermik bireyler kontrol grubu olarak kabul
edilmistir. Gram boyamasinda 16kosit gortilen, kiiltiir ekiminde iireme olan ve gerekli
tan1 testleri sonucunda Stafilokok tanisi konulan bireyler ise hasta grubu olarak
smiflandirilmistir. Azospermik ve ileri oligospermik, astenospermik, teratospermik
hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir. Calismamizda 18 birey kontrol grubu olarak
degerlendirilirken, 22 birey enfeksiyonlu (S. aureus + KNS) olarak tanimlanmuistir.

Enfeksiyon grubunda 4 bireye S. aureus, 18 bireye KNS tanis1 konmustur.
3.2. Gereg Listesi
3.2.1. Mikrobiyoloji deneyleri icin kullanilan malzemeler

- %5 Koyun kanli agar

- Lam

- Oze

- Ispirto ocagi

- Pasteur pipeti
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- Filtre kagidi

- Gram boyama seti

e Gram kristal moru ¢ozeltisi
e Gram lugol ¢ozeltisi
e Gram denatiire alkol

e Gram fuksin ¢ozeltisi

- %3’lik H20,

- Buyyon besiyeri

- Immersiyon (Sedir) yagi

- Isik mikroskobu

- Etiiv (37°C)

- Antibiyotik diskleri

e Basitrasin (Bacitrasin 0.04 units)

e Sefoksitin (Cefoxitin 30 pg)

- Kan plazmasi

- Santrifiij cthaz1

- Cam tiip

- Parafilm
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3.2.2. Sperm maturasyonu deneyi icin kullanilan malzemeler

- %5°lik Anilin blue boyasi

- Rodajli lam

- Distile su

- Lamel

- %10’luk formalin

- Sale

- Mikropipet

- 20 pl’lik pipet ucu

3.2.3. Sperm DNA fragmantasyonu deneyi icin kullanilan malzemeler

- Eppendorf

- Rodajli lam

- Santrifiij cthazi

- Hassas tart1

- Distile su

- Mikropipet

- 20 ul’lik pipet ucu
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- Carnoy fiksatifi

- Akridin oranj boyasi

- Floresan mikroskop

- Tyrodes soliisyonu

- Sale

3.2.4. Sperm DNA fragmantasyonu deney soliisyonlari

3.2.4.1. Asidik Tyrodes soliisyonunun hazirlanmasi

Uygun bir kaba 800 ml distile su konmustur. Cozeltiye sirasiyla;

- 8 gr sodyum kloriir

- 0,2 gr potasyum kloriir

- 0,24 gr kalsiyum kloriir dihidrat

- 0,1 gr magnezyum kloriir hekzahidrat
- 1grglikoz

- 4 gr polivinilpirolidon (PVP) eklenerek ¢ozelti 1 litreye tamamlanmustir.

3.2.4.2. Stok akridin orange (AO) cozeltisi, AO boya soliisyonu ve Carnoy

fiksatifinin hazirlanmasi

Stok AO ¢ozeltisi: %1 AO distile suda hazirlanir (1 gr AO/100 ml distile suda
¢oziiliir).
AO boya soliisyonu:

- 10 ml stok AO ¢ozeltisi

- 40 ml 0,1 M sitrik asit (19,212 gr/ 1 litre distile su)

- 2,5ml 0,3 M Na;HPO,.7H,0 (268,07 gr/ 1 litre distile su)

Carnoy fiksatifi: (75 ml metanol, 25 ml asetik asit)
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3.2.4.3. Stok Etidyum Bromiir ¢ozeltisinin ve Etidyum Bromiir boyasinin

hazirlanmasi

STOK COZELTISI: 10 ml distile su igerisinde 00,1 gr etidyum bromiir ¢6ziilmiistiir.

BOYA COZELTISI: 50 ml distile su icerisinde 1 ml stok edityum bromiir ¢ozeltisi

eklenerek hazirlanmistir.

3.3. Calismada Kullanilan Yontemler

3.3.1. Mikrobiyolojik tani

Alinan her bir drnekten 16kosit varlig1 incelemesi igin steril 6ze yardimiyla yayma
preparat hazirlanmigtir. Kurumasi beklenmis ve kuruyan preparatlara Gram boyama
yapilmistir. Gram boyama i¢in preparata Gram kristal moru ¢6zeltisi damlatilarak 2
dk beklenmis ve akarsuda yikanmustir. Gram lugol ¢ozeltisi damlatilarak 2 dk
sonunda akarsuda yikanmistir. Sonrasinda Gram denatiire alkol ile 15 saniye
muamele edilip tekrar akarsuda yikanmis ve son olarak Gram fuksin ¢ozeltisi
damlatilarak 30 saniye sonunda akarsuda yikanarak filtre kagidi arasinda
kurutulmustur. Kuruyan preparatlarin 6rnek alinan yiizeyine 1 damla immersiyon
(Sedir) yagi damlatilmis ve 151tk mikroskobunda 100x immersiyon objektifinde

incelenmigtir. Tiim alan taranarak 16kosit varligi tayin edilmistir.
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Sekil 3.3.1.1: Lokosit goriilen preparat 6rnegi

Sekil 3.3.1.2: Lokosit goriilmeyen preparat 6rnegi

Semen Ornegi, Gram pozitif bakteri liremesi yoniinden arastirilmak iizere %5’lik
koyun kanli agar besiyerine 6ze yardimiyla azaltma yontemi ile ekilmistir. Besiyeri
37°C’lik etiivde 18-24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
iireme goriilen besiyerlerindeki her bir koloni; koloni sekli, hemoliz ve pigment

yoniinden degerlendirilmistir. Stafilokok oldugu diistiniilen sarimtirak, beyaz, krem
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rengi, B hemolizli ve hemolizsiz kolonilerin her biri ayri ayri lamlarda buyyon
damlatilarak 6ze yardimiyla yayilmis, Gram boyama yapilmis ve 151k mikroskobunda
x100 immersiyon objektifi ile incelenmistir. Mikroskopta Gram pozitif kok seklinde

goriilen koloniler streptokok ayirimi igin katalaz testine tabi tutulmustur.

Katalaz testi i¢in lama 1 damla %3’lik H,O, damlatilarak bakteri kolonisinden 6ze
yardimiyla alman ornek yayilmistir. Reaksiyon sonucu hava kabarcigi (H,O02+0z)
goriilen Ornekler katalaz pozitif (+), hava kabarcigi goriilmeyen Ornekler katalaz

negatif (-) kabul edilmistir.

Sekil 3.3.1.3: Katalaz pozitif (+) 6rnek

Katalaz (+) Orneklere mikrokok veya stafilokok ayrimi igin antibiyotik testi
yapilmistir. Koloniden koyun kanli agara pasaj yapilarak ekim yerine basitrasin
antibiyotik diski konulmustur. 37°C’lik etiivde 18-24 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucu disk etrafindaki zon olusumu dikkate alinarak
duyarli veya direngli olduguna karar verilmistir. Basitrasine duyarli olanlar mikrokok

kabul edilmistir.
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Sekil 3.3.1.4: Basitrasin antibiyotigine duyarli 6rnek (mikrokok)

Basitrasin antibiyotigine direng gosteren kolonilere S. aureus veya KNS ayrimi

yapabilmek i¢in koagiilaz testi yapilmistir.

Sekil 3.3.1.5: Basitrasin antibiyotigine diren¢li 6rnek

Koagiilaz testi i¢in insan kan plazmasi kullanilmistir. Cam tiip igerisine Pasteur
pipeti ile 1 ml plazma konulmus ve ilizerine 6ze yardimiyla iki veya ii¢ bakteri
kolonisinden alinan bakteri 6rnegi eklenerek karistirtlmistir. Cam tiipiin tizeri
parafilm ile kapatilarak 37°C’lik etiivde 18-24 saat siire ile inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda pihtilasan plazmanin katilasmasi gozlenerek
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koagiilaz pozitif (+) kabul edilmis ve S.aureus tanis1 konulmustur. Pihtilasma sonucu
katilagsmayan ornekler plazmanin sivi kalmasi durumunda koagiilaz negatif (-) kabul

edilerek KNS kabul edilmistir.

Sekil 3.3.1.6: Koagiilaz pozitif ve koagiilaz negatif 6rnek

Koagiilaz pozitif ornekler metisiline diren¢ yoniinden degerlendirilmek iizere pasaj
yapilarak ekim yerine Sefoksitin antibiyotik diski konulmustur. 18-24 saat
inkiibasyon sonras1 Sefoksitin diski etrafinda olusan zon degerlendirilmis ve direngli
olarak kabul edilenlere metisiline direngli S. aureus (MRSA), duyarli olarak kabul

edilenlere Metisiline duyarli S. aureus (MSSA) tanis1 konulmustur.

3.3.2. May Grunwald ve Giemsa boyamasi

Sperm morfolojisinin degerlendirmesi amaciyla daha once formaldehit ile fikse
edilen preparatlar ilk olarak May Grunwald ile sonrasinda Giemsa boyamasina tabii
tutulmustur. May Grunwald ile 3 dk boyanan ve tespit edilen preparatlar sonrasinda
akarsuda yikanmistir. Preparat basina 3 ml olacak sekilde Giemsa boyasi
hazirlanmistir. 3 ml distile suya 6 damla Giemsa boyas1 damlatilarak hazirlanan boya
soliisyonu ile 15 dk boyanan preparatlar akarsu ile yikanip kurumaya birakilmistir.
Kuruyan 6rnekler 151k mikroskobunda x100 immersiyon objektifinde incelenip her

bir hasta i¢cin 200 sperm saymak suretiyle morfojik olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.3.2.2: KNS enfeksiyonlu grupta sperm morfoloji degerlendirmesi
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Sekil 3.3.2.3: S.aureus enfeksiyonlu grupta sperm morfoloji degerlendirmesi

3.3.3. Sperm maturasyonu deneyi

Her hasta i¢in en az iki lam olacak sekilde 20’ser ul’lik 6rnekle yayma preparat
hazirlanmistir. Ornekler oda sicakliginda kurutulup bir saat siireyle %10°luk formalin
ile sale igerisinde fikse edilmistir. Fikse edilen preparatlar oda 1sisinda kurutulup
%35’lik anilin blue soliisyonunda (pH:3,5) 5-7 dk siireyle boyanmistir. Boyanan
ornekler distile su ile yikanmis ve oda 1sisinda kurumasi beklenmistir. Kuruyan
ornekler her bir hasta i¢in 200 sperm saymak suretiyle 151k mikroskobunda x100’°de

incelenmis ve boyanmayan spermlerin (matur) yiizdesi bulunmustur.
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Sekil 3.3.3.1: Kontrol grubunda sperm maturasyonu

Sekil 3.3.3.2: KNS enfeksiyonlu hastada sperm maturasyonu
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Sekil 3.3.3.3: S.aureus enfeksiyonlu hastada sperm maturasyonu

3.3.4. Sperm DNA fragmantasyonu deneyi

Akridin  oranj testi sperm DNA fragmantasyonunu arastirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Arastirmamiz i¢in -20°C’de saklanan 6rnekler ¢oziildiikten sonra
her bir hasta i¢in 1 ml semen 6rnegi eppendorf igerisinde 2 oraninda Tyrodes
soliisyonu ile karistirilmistir. 1500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. islem iki kez
yapilmis ve ¢okelti 1 ml Tyrodes soliisyonu ile karistirilip 20 pl ahinarak her hasta
icin ikiser adet olmak iizere lam iizerine yayilmistir. Kurumasi beklenmis ve
kurutulmus yayma preparatlar Carnoy soliisyonu ile 30 dk fikse edilmistir. Daha
sonra hazirlanmig akridin oranj boyasi damlatilarak karanlikta 5 dakika boyanmis ve
distile suyla yikanmustir. Akridin oranjla boyanan preparatlar kuruduktan sonra
etidyum bromiir ile 5 dk karanlikta boyanarak distile suyla yikanmistir. Preperatlar
floresan mikroskobunda akridin oranj i¢in 490 nm excitation filtre, 530nm barier
filtresinde; etidyum bromiir igin ise 580 nm excitation filtre, 668 nm barier filtresinde

incelenmistir. Kirmizi-sar1 floresan veren spermler DNA fragmantasyonu
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gosterirken, yesil floresan verenler ise normal olanlar1 gostermektedir. Ornekler
floresan mikroskobun uygulamasi olan ZEN 2.3 programi kullanilarak x10 ve x40
objektifinde incelenmis, her bir 6rnek icin en az 200 sperm sayilmis ve sperm DNA

fragmantasyon hesaplamas1 yapilmistir.

Sekil 3.3.4.1: Kontrol grubu sperm DNA fragmantasyonu
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Sekil 3.3.4.2: KNS enfeksiyonlu grupta sperm DNA fragmantasyonu

Sekil 3.3.4.3: S.aureus enfeksiyonlu 6rnekte sperm DNA fragmantasyonu
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4. BULGULAR

Tablo 4.1: Perhiz siiresi, likefaksiyon ve Iokosit sayisinin gruplarda dagilimi ve
karsilastiriimast.

Gruplar

Ki-
Kontrol Enfeksiyon Kare P
(n=18) (n=22)
3 giin ve n 3 5
daha az : : 0
Perhiz suiresi % 16.7% 22,7% 0,23 0,634
4 giin ve n 15 17
daha gok o 83,3% 77.3%
n 17 21
Normal
% 94,4% 95,5%
Likefaksiyon 0,02 0,884
Normal n 1 1
degil % 5,6% 4,5%
n 18 19
Normal
% 100,0% 86,4%
Lokosit sayisi 2,65 0,103
Normal n 0 3
degil % 0,0% 13,6%

Kontrol ve toplam enfeksiyon grubu (KNS+S. aureus) perhiz siiresi, likefaksiyon ve
16kosit sayis1 bakimindan karsilastirilmistir (K- Kare analizi). Perhiz siiresi,
viskozite ve likefaksiyon sikligi bakimindan gruplar farklilik gostermemektedir.
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Tablo 4.2: Perhiz siiresi, likefaksiyon ve 16kosit sayisinin ii¢ grupta dagilimi.

Gruplar
Kontrol _ S. aureus
(n=18) KNS (n=18) (n=4)
3 giin n 3 4 1
ve daha
az % 16,7% 22.2% 25,0%
Perhiz siiresi
4 giin n 15 14 3
ve daha
cok % 83,3% 77,8% 75,0%
n 17 17 4
Normal
% 94,4% 94.,4% 100,0%
Likefaksiyon
Normal n 1 1
degil % 5,6% 5,6%
n 18 15 4
Normal
Lokosit % 100,0% 83,3% 100,0%
Savyisi
Y Normal n 3
degil % 16,7%

S. aureus grubunda vaka sayisi ¢ok az oldugu i¢in Ki-Kare analizi

uygulanamamaktadir.
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Tablo 4.3: Shapiro Wilk analizi sonuglar1 (degiskenlerin normallik analizi).

Shapiro-Wilk p
Yas 0,957 0,037
Ph 0,628 0,001
Hacim 0,862 0,001
Konsantrasyon 0,852 0,001
Toplam motilite 0,902 0,001
Normal formlar 0,884 0,001
Sperm matiirasyonu 0,970 0,036

Tim nicel degiskenlerin normal dagilip dagilmadigi Shapiro-Wilk Analizi ile
incelenmis ve normal dagilim gostermedikleri saptanmistir. Bu nedenle non

parametrik analizler uygulanmistir.
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Tablo 4.4: Spermiyogram, sperm maturasyonu ve sperm DNA fragmantasyonu
degerlerine iligkin ortalamalar ve karsilastirmalar.

Gruplar

Kontrol (n=18) Enfeksiyon (n=22) z* p

Ortalama Std. Ortalama Std.
Sapma Sapma
Yas 36,00 7,63 3505 675 022 0,827
Ph 7,97 067 792 010 1,70 0,088
Hacim (ml) 3,78 168 356 1,30 0,03 0,978
Konsantrasyon 5425 1464 3414 3240 1,57 0,118
(105/ml)
Toplam

Motilite (%) 39,28 9,21 45,00 12,20 1,39 0,165

Normal

Formlar (%) 15,89 4,61 2,82 295 523 0,001

Sperm 4477 1846 5320 2122 1,47 0142
maturasyonu
Sperm DNA 31,33 1865 49,77 20,68 2,65 0,005
fragmantasyonu

*: Mann Whitney

Kontrol ve toplam enfeksiyon grubuna iliskin nicel degiskenler Mann Whitney
analizi ile karsilagtirilmistir. Normal form kontrol grubunda; sperm DNA
fragmantasyonu ise enfeksiyon grubunda daha biiyilk bulunmustur; istatistiksel
olarak anlamlhidir (p<0,05).
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Tablo 4.5: Spermiyogram, sperm maturasyonu ve sperm DNA fragmantasyonu
degerlerinin ii¢ gruba iliskin ortalamalar1 ve karsilastirmalar.

Kontrol (n=18) KNS (n=18) S. aureus (n=4)
KW** p

Ortalama Std. Ortalama Std. Ortalama Std.

Sapma Sapma Sapma
Yas 36,00 7,63 34,61 6,90 37,00 6,63 049 0,784
Ph 7,97 0,07 7,92 0,10 7,95 0,10 342 0,181
Hacim (ml) 3,78 1,68 3,63 1,35 3,28 1,19 0,53 0,768

Konsantrasyon

(10%/ml) 34,72 14,64 32,83 31,07 40,00 42,68 2,49 0,287

Toplam motilite

%) 39,28 9,22 45,00 12,80 45,00 10,71 194 0,380

Normal formlar )0 gosm 4 61 311 316 150 129 27,71 0,001

(%)

e 44,78 1847 5322 2095 5313 2579 2,22 0,330
maturasyonu

Sperm DNA K «

fragmantasyonu S50 18,65 49,330 1964 51750 2830 7,10 0,029
**: Kruskal Wallis Analizi SMK: Mann Whitney Analizi

Kontrol ve iki enfeksiyon grubuna iligkin nicel degiskenler Kruskal Wallis Analizi
ile karsilastirilmistir. Normal form kontrol grubunda; sperm DNA fragmantasyonu
ise her iki enfeksiyon grubunda daha biiyiikk bulunmustur; istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05).
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Tablo 4.6: Degiskenler arasinda korelasyon (Spearman's rho analizi).

Hacim Konsantrasyon Toplam Normal Sperm
Yas Ph (ml) (10 l)y Motilite Formlar matu?as onu
" (%) (%) 4
r 0,328
Ph p 0,039
r -0,132 0,286
Hacim (ml) p 0418 0,073
r -0,077 -0,498 -0,352
Konsantrasyon
(109/ml) p 0638 0,001 0,026
r -0397 -0,793 -0,155 0,406
Toplam Motilite (%) p 0,011 0,001 0,339 0,009
r 0054 0,301 0,018 0,214 -0,221
Normal Formlar (%) p 0,742 0,059 0,911 0,185 0,170
r 0,093 0,077 0,150 -0,386 -0,176 -0,139
Sperm maturasyonu
p 0568 0,635 0,357 0,014 0,279 0,392
r 0041 -0130 -0,231 0,092 0,009 -0,181 -0,102
Sperm DNA
fragmantasyonu p 0801 0424 0,152 0,571 0,954 0,264 0,531
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Yas ile korelasyon: Ph (pozitif yonde),

Toplam motilite (negatif yonde),

Ph ile korelasyon: Konsantrasyon (negatif yonde),
Toplam motilite (negatif yonde)

Hacim ile konsantrasyon (negatif yonde),

Konsantrasyon ile: Toplam motilite (pozitif yonde), sperm maturasyonu (negatif
yonde)

[statistiksel Yontemler:

Istatistiksel analizler SPSS 26.0 ile yapilmustir. Nicel degiskenlerin normal dagilim
kontrolii Shapiro Wilk analizi ile degerlendirilmistir. Tiim nicel degiskenler normal
dagilim gostermedigi i¢in iki grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann
Whitney analizi, ii¢ grubun karsilastirilmasinda ise Kruskal Wallis Analizi
kullanilmistir.  Degiskenler arasindaki iliskinin saptanmasi i¢in ise Spearman's rho
Korelasyon uygulanmistir. Nitel degiskenlerde gruplar Ki-Kare Analizi ile

incelenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada seminal stafilakok enfeksiyonlu grup ve normospermik grubun sperm
DNA fragmantasyonu ve sperm maturasyonu yoniinden Kkarsilastiriimasi
amaclanmistir. Stafilokok enfeksiyonlu grup KNS ve S. aureus olmak iizere iki alt
gruba ayrilmigtir. Kontrol ve enfeksiyonlu grupta pH’in yastan etkilendigi goriiliip
yas arttikca pH’inda arttig1 saptanmistir. Ayni sekilde pH’1n ve yasin artmasi, toplam

motilitenin azalmasina neden olarak toplam motiliteyi olumsuz yonde etkilemistir.

Bir arastirma, 30 yasindaki erkeklerle 50 yasindaki erkekler arasinda yapilan bir
kargilagtirmada, sperm hacminde %3 ile %22 arasinda bir azalma, sperm
motilitesinde %3 ile %37 arasinda bir azalma ve normal sperm yiizdesinde %4 ila
%18 arasinda bir azalma oldugunu belirlemistir (Kidd vd., 2001). Sperm Kkalitesi
erkeklerde ileri yastan etkilenerek infertiliteye yol agabilir.(Horta, 2019).

Sonuglarimiza gore pH artisiyla sperm konsantrasyonunun azaldigr saptanmustir.
Sonuglarimiza paralel olarak artan baba yasmin, semen hacmi ve sperm sayisi,
hareketlilik, morfoloji ve canlilik gibi bir¢ok sperm parametresinde Onemli
azalmalarla iligkilendirildigi bilinmektedir. Bu degiskenler ile erkek yasimin
iliskisinin dogrudan nedeni bilinmemekle birlikte, yasla birlikte degisen birgok
potansiyel mekanizma bulunmaktadir. Bunlar arasinda iireme yardimci bezlerin
fonksiyonunda azalma, hiicresel ve fizyolojik degisiklikler, hiicre ve doku hasarimi
onarma kapasitesinde azalma, germ hiicreleri ve androjen seviyelerinde azalma,
seminifer tiibiillerin daralmasi, vaskiiler yetersizlik ve yaslanmaya bagli sistemik
hastaliklara iliskin yapisal degisiklikler gibi faktorler yer almaktadir. (Belloc S. vd.,
2014; Eskenazi B. vd., 2003; Gunes S. vd., 2016; WHO, 2001). Ozellikle, ileri
yastaki erkeklerde yardimci bez salgilari azalir ve su ile protein igerigi geng
erkeklerden farkhidir, bu da sperm hareketliligini etkileyebilir. Spermatogenez
yaslanma ile bozulabilir ve bu da yasli erkeklerde anormal sperm morfolojisine
neden olabilir (Molina R1 vd., 2010).
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Likefaksiyon siiresi ve semen pH degerlerinin sperm fonksiyonlar: ile iliskili olup
olmadigi konusunda yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, pH ve
likefaksiyon siiresi ile ana semen parametreleri arasinda bir iligski olup olmadiginin
degerlendirilmesi hedeflenen bir ¢calismada 600 kisinin semen 6rnegi incelenmistir.
Veriler normal ve anormal olarak gruplara ayrilmis ve pH ve likefaksiyon siireleri
acisindan karsilastirilmigtir. Ornekler ayrica semen pH degerine gore asidik (<7.2),
normal (7.2-8.0) ve bazik (> 8.0) ve likefaksiyon siiresine gore normal sivilastirma
(<30 dk.) ve yavas sivilastirma (> 30 dk.) seklinde gruplandirilmis ve daha sonra
konsantrasyon, motilite ve morfoloji bozukluklari agisindan karsilastirilmistir.
Toplam 600 semen 6rneginden 400 anormal, 200" normal olarak kabul edilmistir.
Anormal grubun medyan pH ve sivilasma siiresi normal gruptan istatistiksel olarak
daha yiiksek (her ikisi de, p <0,01), semen pH ve likefaksiyon siireleri
astenoospermi, teratoospermi ve astenoteratospermi gruplarinda anlamli olarak daha
yiiksek (tiimii i¢in p <0.01), bazik ph (> 8.0) grubunun konsantrasyonu, progresif
motilitesi ve morfolojisi hem asidik hem de normal pH gruplarindan anlamli olarak
daha diisiik (hepsi i¢in p <0.01) bulunmustur (Demirkol MK. vd., 2021).

Birgok ¢alisma, erkek yasi ile sperm sayisi arasinda ters bir iliski bulmustur (Johnson
SL. vd., 2015; Molina RI. vd., 2010; Pino V vd., 2020; Veron GL. vd., 2018). Bu
azalmaya ragmen, gesitli ¢alismalar artan yasla birlikte sperm konsantrasyonunun
(toplam sperm sayisi) arttigini bulmustur (Begueria R. vd., 2014; Brahem S. vd.,
2011; Veréon GL. vd., 2018). Bu muhtemelen yasla birlikte semen hacmindeki es
zamanli azalmaya baghdir (Veron GL. vd., 2018). Bu verilere gore tez ¢alismamizin
sonucu olan hacim artisiyla birlikte konsantrasyonun azalmasi durumu ise

enfeksiyondan kaynaklanan bir durum oldugunu diisiindiirmektedir.

Daha onceki ¢aligmalar sonucunda spermatozoanin C. trachomatis'in temel
cisimciklerine in vitro maruz birakilmasinin, birkag¢ saatlik inkiibasyon sonrasinda
sperm Oliimiine yol agabilecegi gosterilmistir. Boylelikle, klamidya enfeksiyonu olan
erkeklerin menilerinin, ejakiilasyondan dnce temel cisimciklere maruz kaldiklarinda
artmis sayida hareketsiz (6lii) spermatozoa icerebilecegi hipotez edilmistir. Bu

hipotezi test etmek i¢in yapilan bir ¢alismada infertilite klinigine basvuran 642 ciftin
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erkek bireylerinden semen ornekleri toplanmistir. Bireylerin higbirinde genitoiiriner
enfeksiyon semptomu olmayip, 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi semen analizi Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) 1999 yontemlerine gore yapilmistir. Semen analizinin yani
sira C. trachomatis DNA'smin ejekiilatta varligimi tespit etmek amaciyla PCR
yontemi kullanilmistir. Toplam 31 semen 6rneginin (%4,9) pozitif oldugu goriiliip

bunlarin 28'inde tan1 ligaz zincir reaksiyonu (LCR) kullanilarak dogrulanmustir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, klamidyal DNA pozitif olan erkeklerin ejakiilatlarinin 6li
sperm icerme olasiliginin daha yiiksek olacagi ve dolayisiyla astenozoospermik olma
ihtimalinin daha yiiksek olacagi yoniindeki ilk hipotezini destekleyememistir.
Klamidya DNA's1 i¢in PCR pozitif olan erkeklerin semen 6rneklerinde, PCR negatif
olanlara kiyasla anlamli derecede (P<.05) daha yiiksek ortalama 1okosit
konsantrasyonu ve daha yiiksek ortalama ejakiilat hacmi bulunmustur. Bu hacim
artisginin  enfeksiyonun aksesuar bezleri iizerinde olumsuz etki yaratip islev
bozukluguna neden olabilecegi ve bu sebeple hacimde artis goriilebilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak bu konuyla ilgili daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir
(Hosseinzadeh, S.,vd 2004).

2018 yilinda bakteriyosperminin insan sperm parametreleri, niikleer protaminler,
DNA biitiinliigii ve ICSI sonuglari tizerindeki etkilerini degerlendirmek {izere yapilan
bir caligmada, infertilite klinigine basvuran 84 c¢ift dahil edilmistir. Erkek
bireylerinden alinan semen Ornekleri bakteriyolojik olarak taranip, semen ve sperm
parametreleri de WHO kilavuzlarma gore degerlendirilmistir. DNA biitlinliigi,
protamin konsantrasyonu ve protamin eksikligi sirastyla TUNEL testi, AU-PAGE ve
Kromomisin (CMA3) testleri ile belirlenmistir. Calismanin sonucunda, incelenen
semen Orneklerinin %34,52'sinin bakteri ile enfekte oldugu ortaya ¢ikmustir. Izole
edilen bakteriler; S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, E. coli, Enterococcus
faecalis ve S. agalactiae olarak belirlenmistir. Konsantrasyon, hareketlilik, ilerleyici
hareketlilik ve kromatin yogunlagmasi olarak bakildiginda bakteriyosperminin sperm
parametreleri lizerinde anlamli (p < .010) negatif etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
enfekte olmayan hastalarla karsilagtirildiginda enfekte hastalarda diisik P1 ve P2
konsantrasyonlar1 ile yiiksek DNA fragmantasyonu fark edilmis olup istatiksel
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diizeyde anlamli bulunmamistir. Ayrica enfekte hastalarda dollenme oraninin énemli
Olgiide azaldigi bulunurken (p < 0,05), ICSI tedavisi uygulanan hastalarda
bakteriyosperminin sperm kalitesi ve fertilizasyon orani iizerine anlamli olumsuz
etkisi oldugu da tespit edilmistir (Zeyad, A. vd., 2018). Bu ¢alismanin sonucu ile
bizim c¢aligmamizdaki enfeksiyonlu grupta sperm DNA fragmantasyonu oraninin

kontrol grubuna oranla anlamli sekilde yiiksek ¢ikmasi bulgumuzla ortiismektedir.

Farkli sperm sayilarina sahip hastalarda sperm morfolojisi ve motilite arasindaki
farkliliklar1 incelemek ve sperm morfolojisinin sperm motilitesi tizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada infertilite klinigine bagvuran 1174 erkegin
sperm analizini toplam sayi, motilite ve morfolojik agidan degerlendirilmistir.
Toplam sperm sayisina gore, hastalar {i¢ gruba ayrilip; grup | (n=119) <5x106/mL,
grup Il (n=125) 5-15x106/mL ve grup III (n=930) >15x106/mL toplam sperm
sayisina sahiptir. Gruplar motilite, morfoloji ve sperm anormalliklerinin dagilim1

acisindan karsilagtirilmistr.

Sonug olarak toplam sperm sayisinin artisiyla beraber toplam motilitede anlamli bir
artts gorilmistiir. Morfoloji olarak ise spermin analizinde, normal sperm
morfolojisinin %4'{in tizerinde oldugu tespit edilmis ve bu oran grup Il'de %7.1, grup
II'te %17.5 iken, grup I'de ise higbir normal morfoloji saptanmamistir (Karabulut ve
Tekin, 2013).

Calismamizin sonucunda da goriilen, kontrol grubunda normal formun enfeksiyonlu
gruba oranla daha yiiksek olma bulgusunu destekleyen ¢aligsmalar mevcuttur. Genital
sistem enfeksiyonu olan hastalarin ejakiilat Orneklerinde saglikli kontrollerle
karsilastirlldiginda semen hacminde, sperm konsantrasyonunda, hareketliliginde,
morfolojisinde ve canlilifindaki degisimlerin incelenmesi amaciyla yapilan bir
calismada genital sistem enfeksiyonu olan (n=39) ve olmayan (n=14) iki infertil
erkek grubu, saglikli kontrollerle (n=30) karsilastirilarak analiz edilmistir. Genital
sistem enfeksiyonu 16kositlerin ve patolojik bakteri suslarmin varligiyla
tanimlanmistir. Genital sistem enfeksiyonu olan hastalarin ejakiilat orneklerinde

saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda semen hacminde, sperm konsantrasyonunda,
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hareketliliginde, morfolojisinde ve canliliginda istatistiksel olarak anlamli bozulma
tespit edilmistir. E. coli, U. urealyticum ve S. aureus vakalarinda sperm iireme
potansiyeli lizerinde istatistiksel olarak anlamli olumsuz etki ortaya g¢ikmustir.
Ozellikle S. aureus’un sperm morfolojisini anlamli diizeyde olumsuz etkiledigi

goriilmiistiir (Sanocka-Maciejewska, 2005).

Tez calismamiz sonucunda seminal Stafilokok enfeksiyonlarinin fertilite tizerindeki
etkileri aydinlatilmaya calisilmistir. Stafilokok enfeksiyonlarinin sperm maturasyonu
tizerinde bir etkisi tespit edilememistir. Spermin DNA fragmantasyonuna sebep
olarak ve sperm parametrelerinde olumsuz etkiler yaratarak infertiliteye katki
sagladig sonucuna varilmigtir. Ancak bu alanda ve erkek yardimci tireme bezlerine

yaptig1 etki ile ilgili daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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