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ONSOZ

Mycoplasma hominis, infertiliteden, erken dogum, tekrarlayan gebelik kayiplari ve
yenidoganda solunum sistemi hastaligindan sorumlu tutulan, cinsel yolla bulasabilen ve
tedavi edilmediginde ciddi infeksiyonlara neden olabilecek, peptidoglikan yapisinda hiicre
duvarina sahip olmayan ve hiicre ¢ap1 en kiiciik mikroorganizmalardandir. Bu ¢aligmada,
cinsel yonden aktif kadinlardan alinan vajen ve idrar 6rneklerinin Mycoplasma Agar
Besiyeri, Ticari kitler ve PCR yontemleriyle M.hominis tespit edilmesi hedeflenmistir.
Ticari kitlerin Orneklerdeki tespit oranlari, dogruluk yiizdeleri ve antibiyotik
duyarhliklarina karsilagtirmali olarak bakilarak M.hominis’ in tespitindeki en saglikli

yontem ve Ornek tipinin belirlenmesi amaglanmistir.

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Miidiirliigii (BAP) tarafindan
desteklenmis olan tez caligmam siiresince bilgi ve tecriibeleri ile bana destek veren
danigsman hocam sayin Prof. Dr. Sulhiye YILDIZ’ a, Anabilim Dali hocalarim sayin Prof.
Dr. Ahmet AKIN ve sayin Prof. Dr. Nurten ALTANLAR’a tesekkiirlerimi sunarim. Deney
stirecimde higbir destegini esirgemeyen, her konuda bana yardimei olan ve ayni zamanda
doktorum, Baskent Universitesi Ankara Hastanesi Kadin Dogum Klinigi hekimlerinden
sayin Prof. Dr. Polat DURSUN’a, deneylerimin ve dolayisiyla tezimin tamamlanmasinda
biiyiik emegi olan Bagkent Universitesi Ankara Hastanesi Kadin Dogum Klinigi hemsiresi
olan arkadasim saym Esma SENTURK’e, PCR calismalarim i¢in bana imkan saglayan ve
yardimlarini esirgemeyen Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii 6gretim gorevlisi
sayin Prof. Dr. Hilal O0ZDAG’a, analiz siirecinde bana bilgi ve tecriibeleriyle yardimci olan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’ nde uzman sayin Dr. Burcu Yener iLCE’ye,
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Istatistik Boliimii arastirma gérevlisi sayin Dr. Ozlem
GULLU’ye, ve desteklerinden dolayr Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan Dr. Banu KASKATEPE’ye en igten tesekkiirlerimi
sunarim. Bu siire¢te yanimda olan ve her konuda emeklerini esirgemeyen anneme, babama
ve kardesime, yasama sebebim olan ¢ocuklarim Ziimra Giines ve Mehmet Alaz’a, beni her
zaman yiireklendiren ve hep yamimda olan, hayat arkadasim, sevgili esim H. Baris

OZTURK ’e en icten tesekkiirlerimle. ..
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ATCC: American Type Culture Collection
Bp: Baz Cifti

dNTP: deoksiniikleotitfosfatlar
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit
pL: Mikrolitre

mg: Miligram

mL.: Mililitre

nm: Nanometre

rpm & g: Devir sayisi

ng: Nanogram

pM: Mikromolar

mM: Milimolar
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1.GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Mycoplasma (Mikoplazma) terimi, ‘myces’ (mantar) ve ‘plasma’ (bigim)
kelimelerinin biraraya gelmesiyle olusan, Mollicutes sinifina ait iiyeleri tanimlamak
icin kullanilmaktadir. Edward ve Freunt (1969) tarafindan 1956 yilinda yapilan
calismada tanimlanan, Mollicute (Yumusakca); Latince ‘mollis’ (yumusak) ve ‘cutis’
(deri) kelimelerinden olusan sadece plazma membrani ile gevrili, hiicre duvarindan
yoksun,  mikroorganizmalar1  kapsamaktadir. 1995  senesinde  Mollicute
taksonomisindeki identifikasyon ve siniflandirma c¢aligsmalarinda, baslica sterol
gereksiniminin dikkate alinmasi Ongoriilmiistiir. Buna gore, sterol gerektirmeyen
Mollicute (Mezoplazma, Akholeplazma ve Asteroleplazma cinsleri) ile sterol
gerektiren Mollicute (Mikoplazma, Ureaplazma, Entomoplazma, Spiroplazma
Anaeroplazma cinsleri) birbirinden ayrilmistir. Bu mikroorganizmalar, Mollicutes
smifinin, Mycoplasmatales takimindaki Mycoplasmataceae ailesinde yer alan serbest
yasama yetenegindeki bilinen en kiiciik (5x 10%dalton), basit yapili, kendi kendine
replike olabilen sitozin ve guanin miktarlar1 diisiik prokaryot canlilar olarak
bilinmektedir. In vitro ortamda gogalabilme 6zelligine sahip mikroorganizmalarin
yapilarimda hem DNA hem RNA bulunmaktadir (Razin, 1998). Yasam
adaptasyonlar1  kommensal veya firsatg1  patojenler seklinde olmustur.
Mycoplasmatales, genel olarak reprodiiktif yetmezlik, neonatal mortalite ve
morbidite, iirogenital kanal infeksiyonlart ile iliskilendirilmektedir (Stellrecht ve ark.,
2004).  Mikoplazmalarin  i¢inde  bulunduklart ~ Mollicutes  smifindaki
mikroorganizmalar, anaerop bakterilerden gen delesyonu sonucu farklilasmis olup,
insanlardan, hayvanlardan ve bitkilerden izole edilebilmektedirler. Bazi tiirler ise

toprakta ve havada serbest olarak bulunabilirler (Giigliier, 2007; Tekerekoglu, 2010).



Mikoplazma tiirleri, hiicresiz besiyerinde lireyebilmeleriyle viruslerden, hiicre
duvarlarinin  olmamasiyla bakterilerden ayrilmaktadirlar.  Mycoplasmataceae
ailesinde Mikoplazma ve Ureaplazma olmak {izere iki cins bulunmaktadir (Eksi ve
ark., 2006; Koneman ve ark., 2006). Mikoplazma ve Ureaplazmalardan 17 tiir,
insanlarda kolonize olmustur veya hastaliga neden olabilmektedir (Koneman ve ark.,
2006; Kuruiiziim, 2007).

Mikoplazma ailesinden, Mikoplazma cinsine ait ilk mikroorganizma
izolasyonunun, 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan Sigirlarda Bulagici
Pl6ropnémoni’nin (CBPP, Contagious Bovine Pleuropneumonia) tanimlanmasiyla
gerceklestigi bilinmektedir (CIBA, 1972, s:1). Oliime neden olan bu bulasic1 hastalik
etkeni, arastirmacilar tarafindan zenginlestirici besiyerinde iiretilmis, daha sonra
toprak, su ve doga ortamindan saglikli veya hasta hayvanlardan, patojen veya
saprofit benzer mikroorganizmalar elde edilmistir (Gergeker, 1999; Koneman ve
ark., 2006). izole edilen etken Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (small
colony type, kiigiik koloni tipi) olarak tanimlanmis olup, bu etkenler o yillarda,
ploropndmoni  benzeri mikroorganizmalar (PPLO, Pleuropneumonia Like
Organisms) olarak adlandirilmistir ve 1929°da Mikoplazma adini almistir (Sleha ve
ark., 2013). Mikoplazmalarin insanda ilk olarak 1937 yilinda Dienes ve Edsall
(CIBA, 1972; s:3) tarafindan bir Bartholin bezi absesinden izole edilmis oldugu
bilinmektedir. Mikoplazmalar 1956 yilinda Edward ve Freundt tarafindan
tiplendirilmis olup, Anderson ve Barile (1965), bu susun Mycoplasma hominis
(M.hominis) oldugunu bildirmigslerdir (Smith, 1971). 1958 yilinda Shepard, iiretritli
bir hastadan, ¢ok kiiciik koloniler elde etmis ve T-Mycoplasma (T=tiny=kiiciik) adim
verdigi mikoplazmay1 bulmustur (Shepard, 1976). Bu mikroorganizmaya daha sonra
Ureaplasma urealyticum (U.urealyticum) adi verilmistir (Arnold, 1984). 1944
yilinda ise, Eaton ve arkadaslar1 insanda primer atipik pndmoni etkeninin filtrelerden
gecebilecek kadar ufak bir mikroorganizma oldugunu saptamistir. “Eaton etkeni” adi
verilen bu mikroorganizmanin daha sonra PPLO oldugu belirtilmistir. Bu etkenin
yapay bir besiyerinde liretilmesi ve Mycoplasma pneumoniae (M.pneumoniae) olarak
tanimlanmasi ancak yaklasik 20 yil kadar sonra Chanock ve arkadaslar1 tarafindan

1961°de basarilmistir (Blanchard ve Bebear, 2002; Smith, 1971). Maniloff ve



arkadaslar1 (1965) tarafindan yapilan ¢alismada birgcok mikoplazma susunun

(M.gallisepticum disinda) benzer 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda, mikoplazmalarin, 600 milyon yil 6nce, 2000

kb genom biiyiikliigii olan Streptococcus’tan dallanarak olustugu fikri giindeme

gelmistir. Yaklasik 450 milyon yil 6nce ayrilan dallardan biri olan AAA kolunun;

Asteroleplazma, Anaeroplazma ve Akholeplazma dalini, SEM  kolunun

Spiroplazma,

Entomoplazma ve Mikoplazma dalini

ise;

olusturmus olabilecegi,

tireplazmalarin da mikoplazmalardan gelismis olabilecegi diisiintilmiistiir (Razin,

1998; Tolga, 2006).

Mikoplazma

cinsinin

turleri

icerisinde

Mycoplasma

pneumoniae

(M.pneumoniae), Mycoplasma hominis (M.hominis), Mycoplasma orale (M.orale),

Mycoplasma

Mycoplasma faucium (M.faucium),

salivarium

(M.salivarium),

Mycoplasma

bucale

(M.bucale),

Mycoplasma fermentans (M.fermentans),

Mycoplasma genitalium (M.genitalium), Mycoplasma lipophilum (M. lipophilum),

Mycoplasma primatum (M.primatum) yer almaktadir. Ureaplasma cinsi i¢inde ise

Ureaplasma urealyticum (U.urealyticum), Ureaplasma parvum (U.parvum) tiirleri
bulunmaktadir (Afacan ve ark., 2007; Altindis ve Tanir, 2001; Bilgehan, 1996).

Insanda patojen olarak en sik karsilasilan tiirler M. hominis, M. pneumonia, U.

urealyticum olarak bilinmektedir.

Cizelgel.1 :Mikoplazmalarin Taksonomisi (Roberts ve ark., 1985)

Takim Aile Cins Sterol Genom DNA Optimal
Ihtiyaci Boyutu G+C Ureme  Isist
(Kbp) %’si (°C)
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae Mycoplasma + 580-1380 23-41 35-37
Ureaplasma + 730-1160 27-30 35-37
Entomoplasmatales | Entomoplasmataceae | Entomoplasma + 790-1140 27-29 30
Mesoplasma - 870-1100 27-30 30
Spiroplasmataceae Spiroplasma + 940-2200 25-31 30-37
Acholesplasmatales | Acholeplasmataceae Acholeplasma - 1500-1690 27-36 30-37
Anaeroplasmatales | Anaeroplasmataceae Anaeroplasma + 1600 29-33 anaerop
Asteroplasma - 1600 40 anaerop




Cizelgel.2 : Insanlardan Elde Edilen Mikoplazma Tiirleri (Winn ve ark., 2005)

Kolonizasyon Bolgesi Metabolizma Patojenite
Tiir Orofarinks Ureogenital Glukoz Arjinin
Sistem

M.amphoriforme

M.salivarum

M.orale

M.buccale

M.falcium

.
.

+| +| +| +| +
.

M.lipophilum

1
+
1

M.pneumoniae

+

M.hominis

+
1

M.genitalium

+| | | ] | | | ] ]+
'
.

+| +| +| +

M.fermentans

M.primatum

M.spermatophilum | -

O+ +| | +] +

M.pirum ?

.
+| |+ +] +
.

-~

M.penetrans =

U.urealyticum +

+| +| +
c
'
+| +

U.parvum -

+
1
1
1

A.laidlawii

A.oculi ? ? + = L

Mikoplazmalar, insanlarda alt idrar yollar1 ve genital organlarda, orofarinkste,
hastalik yapmaksizin bulunmaktadir. Ayrica infertiliteden, erken dogum, tekrarlayan
gebelik  kayiplart ve yenidoganda solunum sistemi hastaligindan sorumlu
tutulmaktadir (Gédekman, 2004; Henrich ve ark., 1993; Kilig¢ ve ark., 2004). Akut
epididimo-orsitli hastalarin epididim aspiratlarindan, Kronik prostatitli hastalarn
prostat sivilarindan izole edilmislerdir ve her iki mikrorganizma korioamniyonit ve
membranlarin prematiire riiptiiriinde, erken ve ge¢ endometrit olgularinda rol
oynamaktadir. M.hominis kommensal bakteri olup kadmlar i¢in patojen

olabilmektedir (> 10* CCU/mL) (Henrich ve ark., 1993; Kili¢ ve ark., 2004).



1.2. Morfolojik Ozellikleri

M.hominis’in  serbest yasayan en kiigiik mikroorganizma oldugu
bilinmektedir. Bu mikroorganizmanin bakteriler i¢inde ayri bir boliim olarak
siiflandirilmasinin  temel nedenlerinden biri hiicre duvart sentez yeteneginin
olmamasi ve hiicre membranlarinin 8-10 nm kalinliginda ti¢ tabakali sterol igermesi
olarak bildirilmistir (Gergeker, 1999). M.hominis 150-250 nm’lik boyutlari ile diger
bakterileri siizebilen filtrelerden gegebilmesi ve elastiki hiicre yapilarindan dolayi
onceleri virus sanilmig, ancak hiicre icermeyen ortamlarda serbest yasayabilmesi,
hem DNA ve hem RNA i¢ermesi, in vivo kosullarda ekstraselliiler parazit olabilmesi
ile bu gruptan ayrilmistir. Daha sonralari, hiicre duvarlarinin olmayis1 sebebiyle diger
bakteri tiirlerinin L formlar1 oldugu diisiniilen M.hominis’in, L formlarinin aksine
sterol igermesi, hiicre duvari polimerlerinin ve penisilin baglayan proteinlerin
onciillerini de sentezleyememesi, hiicre duvari sentez yetenegini hi¢bir kosulda geri
kazanamamasi gibi 6zellikleriyle L-formlarindan tiimiiyle farkli oldugu goriilmiistiir.
Diger taraftan, DNA yapilarinin bilinen hicbir bakteriyle benzerlik gostermemesi
nedeniyle ayr1 bir cins oldugu kabul edilmistir. Hiicre duvarina sahip olmadigi igin,
hiicre duvari inhibitoérii olan penisilin, sefalosporin, vankomisin ve hiicre duvar
sentezini inhibe eden antimikrobiyal maddelerin tiimiine dogal direngli oldugu

bilinmektedir (Kiigiiker, 1999; Murray ve ark., 2005).

Gram boyas1 ile boyanmaz, Dienes, Giemsa veya Castenada boyalari ile
boyanabilirler. Kapsiilsiiz ve hareketsiz olmalarina ragmen bir kismmin dis
yizeyinde kapsiil maddelerinin bulunabildigi bilinmektedir. Cok yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilen mikoplazmalar (10°-10%/mL), kii¢iik boyutlarda
olduklar i¢in biiyiikliikleri 151k mikroskobunun ¢oziiniirliikk sinirindadir (Ataoglu,
1998; Bilgehan, 2002). Bu nedenle immunofluoresan, faz kontrast mikroskobi veya
karanlik saha mikroskobisi yontemleri ile hiicre morfolojisi, hareketi ve boliinmesi
hakkinda daha yararli bilgiler edinilebilmektedir (Dienes ve Weinberg, 1990;
Gigliier, 2007; Kuruiiziim, 2007; Salari ve ark., 2002).



Sekil 1.1: M.hominis mikroskop goriintiileri (Tekerekoglu, 2010)

M.hominis, 0,1- 0,3 um c¢apinda, hiicre ¢eperinin olmamasi nedeni ile
gosterdigi pleomorfizm ile degisik boyutlarda karsimiza c¢ikmaktadir. Kokoid,
fusiform veya flamentéz (ipliksi) sekillerde goriilebilmektedirler. Baskin sekil,
mikoplazma tiiriine ve lireme kosullarina bagimli olarak degismektedir (Daxboeck ve
ark., 2005). Mikoplazma filamanlarinin ortalama 0,2-0,4 nm biiyiikliigiinde oldugu
bildirilmistir. Filamentdz sekilleri 100 um'ye kadar uzayabilir. Koka benzeyen
mikoplazmalarin olusturdugu zincirler 6nce ¢ok niikleuslu iplik¢ikler halinde
birarada bulunmakta, daha sonra bdliinerek birbirlerinden ayrilmaktadirlar (Ataoglu,
1998). Bu mikroorganizmalar genellikle hareketsizdirler. Kirpikleri olmamasina
ragmen birkag¢ cinsinde hareket bildirilmistir (Kirchhoff, 1992). Flagella veya piliye
sahip degildir. (Altindis ve Tanur, 2001; TINWEB, 2016;

http://www.androloji.org.tr).
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Sekil 1.2: Mikoplazmalarin bulunma sekilleri (Tekerekoglu, 2010).

Mikroorganizmalarin tipik koloni morfolojisi Dujardin-Beaumetz (1900)
tarafindan tanimlanmistir (Daniels ve Markham, 1982). Agar {izerindeki kolonileri
taze kiiltiirde yaygin kopiik seklinde olup daha eski kiiltiirlerde 200-300 pm ¢apinda
tipik “sahanda yumurta” goriiniimiindedir (Judlin, 2009). Peptidoglikan sentezini
inhibe eden antimikrobiyallere direng 0Ozelliklerinden de yine bu morfolojik

yapilanma sorumludur. Fakiiltatif anaerop olduklar bilinmektedir (Goral, 1994).

Sekil 1.3: Mycoplasma hominis' in A7 agardaki goriintiisii (Shankar ve ark., 2005).



Kolont Kesenlan

Merkezi Bokge
(agar Kine géenidu)

Perderal Brlqe
(agar yigey)

Kedoni Yuzeyt
(sahanda yumurta gdrunumu)

Sekil 1.4: Mikoplazma kolonilerinin kati besiyerindeki goriiniimii
(www.gsbs.utmb.edu/microbook/images/fig37 3.JPG)

1.3. Genetik Ozellikleri

M.hominis’in ¢ift sarmall1 665.445 bp’lik, %27,1 G+C oraninda, tek bir PG21
dairesel DNA genomuna sahip oldugu bilinmektedir. 537 olarak varsayillan DNA
kodlama dizini igerir ki buda %89,9 gen yogunlugunu temsil eder (Ataoglu, 1998;
Boesen ve ark., 2004; Pereyre ve ark., 2009). Genomlarin kodlama potansiyellerini,
kodlama bdlgelerinde yeniden diizenleme yaparak arttirmaya ¢aligmaktadir. Kisith
genoma sahip olan bu mikroorganizmalarin bir¢ok bakteri tiiriinde goriilen enzimatik
yolaklart olmadigi icin besin gereksinimleri farklihk gdstermektedir. Ihtiyag
duyduklar1 besinleri temel olarak 6karyotik hiicrelerden temin ettikleri gibi yiiksek
seviyede niikleaz ve proteaz gibi parcalayici enzimler de iiretebilirler (Dybvig ve
Voelker, 1996). Cogu mikoplazma tiirii membran fonksiyonu ve gelisimi i¢in
prokaryotlarda az goriilen, ekzojen kolestrole ihtiyag duymaktadir (Baseman ve
Cagle, 2004). Ayrica, 6nemli yiizey antijenlerini kodlayan genlere ait tekrarlayan
elementler icermektedirler. Diger bir farkli 6zellikleri de kodon kullanimlaridir. TGA
pek cok organizmada bitis kodonuyken, ¢ogu mikoplazma tiirlinde triptofani
kodlamaktadir (Dybvig ve Voelker, 1996). Mol agirhgi, 500 MDa’ olarak
bilinmektedir. Genomik &lgiisiiniin yaklagik 5x10° dalton oldugu ve bu biiyiikligiin


http://www.gsbs.utmb.edu/microbook/images/fig37_3.JPG

Escherichia coli genomunun yaklasik 1/4’i kadar oldugu bildirilmistir. Bu kadar
kiicik bir genom, bir canli sistemi i¢in gerekli minimum bilgiyi tasiyan

kapasitededir. (Shimeld ve Rodgers, 1999; Waites ve ark., 2007).

Mikoplazmalarin gen kopyalama kapasitelerinin sinirli oldugu, hasar gérmiis
DNA’y1 onaran SOS sistemine ve aktif DNA rekombinasyonuna sahip olduklari
bilinmektedir. Bu rekombinasyondan RecA proteini sorumludur. Mikoplazmalardaki
proteinde olusan ve kalitsal olmayan degisiklikler fosforilasyondan ibarettir.
Fosforilasyonda gorev yapan proteinler, hiicresel yapisma, kayma hareketi ve hiicre
boliinmesini gergeklestirmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda ise, mikoplazmalarin
kontraktil hiicresel iskelet proteinine sahip oldugu tespit edilmistir (Giigliier, 2007,
Tekerekoglu, 2010).

Sekil 1.5: M.hominis Rec A geni (Heather ve ark., 2001)

1.4. Uremeleri ve Kiiltiir Ozellikleri

M.hominis mikroorganizmalar1 biyosimik metabolik proseslerin birgogundan
yoksun oldugu i¢in genel kullanim besiyerlerinde iiretilememektedirler (Daxboeck
ve ark., 2005; Miranda ve ark., 2005). Uremeleri igin bol miktarda temel besin
maddesi ihtiva eden zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Winn,
2005). Bu besiyerinde, haben sivis1 veya at serumu (%20-30 ), pepton, sterol, sigir

kalp infiizyon buyyonu ve maya ekstresi gibi maddeler bulunmaktadir (PPLO



besiyeri) (Boesen ve ark., 2001). Zenginlestirilmis besiyerinde kolesterole
gereksinim duymaktadirlar ve Kkolesterole gereksinim duyan tek prokaryot olarak
bilinmektedirler. Bu katki maddeleri membrana ait lipid komponenetlerin veya
onlarin prekiirsorlerinin sentezine yardimei olmaktadir (Gergeker, 1999; Murray ve

ark., 2005).

Bir¢ok mikoplazma tiirii, fakiiltatif anaerob olmasina ragmen aerobik olarak
daha iyi tiremektedirler. Bununla beraber bir¢cok susun primer izolasyonunda %95 Na
ve % 5 COz:li bir ortam gerekmektedir. Sivi besiyerlerinde bulaniklik olusturmazlar
(Hartmann, 2009; Murray ve ark., 2005). Bazen; {ireme kontrolii i¢in indikator
madde olarak bilinen Fenol kirmizisi, DNA biiyiime faktorlerinden L-sistin - NADH
(betanikotinamiddiniikleotid), Gram pozitif bakteriler ve mantarlarin {iremesini

baskilayacak talyum asetat ve penisilin ilavesi gerekebilir (Murray ve ark., 2005).

Mikroorganizmanin iireyebildigi Sheapard A7 besiyeri biyokimyasal belirtece
gerek duymadan koloni morfolojisi ile ayirim saglamaktadir. Sheapard A7 kati
besiyerinin ¢esitli modifikasyonlar1 da mevcuttur. Embriyonlu yumurtanin

koryoallantoik zarinda iiretilebilmektedirler. Hiicre yilizeylerinde ve doku kiiltiirtinde

ireyebildikleri gibi bircok doku kiiltiirtinii de kontamine edebilirler (Gergeker, 1999;
Zheng ve ark., 1995).

Sekil 1.6: U. urealyticum A7 agar faz kontrast mikroskop goriintiisii (Shankar ve ark.,
2005)
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Sekil 1.7: M. hominis’in A7 Agardaki gortntiisii (Shankar ve ark., 2005)

Uremeleri igin en uygun 1s1 37 °C’ ve pH ise 6-8,5 arasindadir. Bu durum
susa gore degisim gostermektedir (Freeman, 1979). M. hominis pH yoniinden en
toleran mikroorganizma olarak bilinmektedir. Besiyerlerine sterol kaynagi olarak
eklenen at serumunun, bakterinin protein ve lipid ihtiyacim1 karsiladigi, Steroliin
birgok mikoplazma tiiriinde hiicre zarinin sentezi igin gerekli oldugu bilinmektedir
(Shankar ve ark., 2005). Ayrica substrat transportu ve son lriinlerin hiicre zarindan
gecmesi de sterol varliginda gerceklesmektedir. Mikoplazmalarin pek ¢ogu enerji
kaynag1 olarak glikozu (fermentatif olanlar) veya arginini (nonfermentatif olanlar)

kullanmaktadirlar (Goral, 1994).

S1v1 besiyerlerinde ¢ogalma hizlar1 1 — 6 saat arasinda degisebilmektedir. Kati
besiyerinde ise 7 — 20 giin arasinda iireme goriilmektedir. Insandan izole edilen
mikoplazmalarin ¢ogu glikozu fermente etmeleri, arjinini kullanmalar1 veya iireyi
hidrolize etmelerine gore siniflandirilmaktadir. SP-4 sivi ve kat1 besiyeri
M.pneumoniae igin gelistirilmis olmakla birlikte glikoz yerine; arjinin eklenirse
M.hominis, iire eklenirse U.urealyticum i¢in kullanilabilmektedir (Boesen ve ark.,
2001; Waites ve ark., 2005; http://www.androloji.org.tr).
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Mikoplazma Kiiltiirlerinin Saklanmasi:

Bazi mikoplazmalarin  sivi  kiiltiirleri  sogukta ancak birkag hafta
saklanabilmektedir. Hiicre sayisini sabit tutmak amaciyla sivi1 kiiltiirlerin -80°C’ de
muhafaza edilmesinin uygun oldugu bu sicaklikta aylarca hatta yillarca canli halde
saklanabildikleri bildirilmektedir (Hill, 1993; Serin, 1993; http://www.klimik.org.tr).

Direnglilik

Mikoplazmalarm  nemli 1siya, ozmotik ¢evredeki  degisikliklere,
dezenfektanlara deterjan, alkol ve organik solventlere, antikor ve kompleman lizisine
duyarli olup kisa siirede harap olabildikleri bilinmektedir. 55°C’ye 15 dakika,
60°C’ye 5 dakika dayanabilirler. %1 fenol ve %0,5 formaline duyarli olup birkag
dakikada oldiikleri bilinmektedir. U.urealyticum hari¢ talyum asetat’a, penisiline,
ultraviole 1sinlarinin etkisine ve soguga oldukga direnglidirler (Razin ve Tully, 1983;
Serin, 1993).

1.5.Patogenez ve Virulans Faktorleri:

Ekstraselliiler parazit olarak infeksiyon meydana getiren M.hominis, primer
mukozal bir patojendir. Ozellikle iirogenital ve solunum sistem mukozasinda silli ya
da silsiz epitel hiicrelerinin yiizeyine tutunabilmektedir (Prieto ve ark., 2015).
Bundan sonraki patogenetik mekanizmalar agik olmamakla birlikte, M.hominis’in
hiicre hasarini; hidrojen peroksite bagli dogrudan sitotoksik etkiyle veya antijen-
antikor komplekslerinin etkisiyle ya da inflamatuar yanitta yer alan mononiikleer

hiicrelerin infekte hiicreyi dogrudan ya da sitokinler araciligiyla sitolize ugratmalar
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ile olusturduklar1 saptanmistir (Gergeker, 1999; Godekman, 2004. Waites ve ark.,
2005).

M. hominis’in hastaliklardaki patogenezinin biyolojik 06zelliklerine ve
virulanslarini azaltici unsurlara bagli oldugu bilinmektedir. M.hominis’in virulans
determinantlarin1 belirlemek diger prokaryotlarin aksine oldukg¢a zordur. Biyolojik
gereksinimleri, suglar arasinda oldugu gibi konakg¢idan konakgiya da
degisebilmektedir. Ayrica, genellikle kronik olan mikoplazmal infeksiyonlar, bu
etkenlerin konak¢idaki degisikliklere uyum kapasitelerinin oldukca yiiksek oldugunu
gostermektedir (Gligliier, 2007; Waites ve ark., 2005).

Insan ve hayvanlardaki mikoplazmalarin pek ¢ogu, iirogenital ve solunum
sistemine epitelyal olarak baglanabilseler de, bunlarin az bir bolimii dokularda
tutulum saglamaktadir. Bu nedenle mikoplazmalar ylizey parazitleri olarak
nitelendirilmektedirler.  Bunun  yanisira, genital kanalda asemptomatik
kolonizasyonlarin da oldugu bilinmektedir. Bu durumda, immun sistemde olusan
zayiflama, bakteriyel popiilasyondaki artis gibi sebepler konakg¢ida infeksiyonu
aktive edebilmektedir. Mikoplazma infeksiyonlarini tetikleyici bir diger 6zellik ise,
konak¢inin stres altinda olmasi olarak bilinmektedir (Meiklejohn, 1944; Waites ve
ark., 2005).

Konak¢1r immun sistemi ile mikoplazma arasindaki etkilesimler, spesifik ve
nonspesifik reaksiyonlara dayanmaktadir. Konak¢1 savunma mekanizmasinin cevabi,
mikoplazmal antikor salinimi, opsonizasyon ve fagositoz, hiicresel immunite
sitimiilasyonu ile gerceklesmektedir. Bu sirada infeksiyona bagli lezyonlar
olusmakta ve mikoplazmalar, nonspesifik etkilerle konak¢i immun sistemine karsi

direnmeye ¢alismaktadir (Bilgehan, 1996; Boesen ve ark.,2001; Tekerekoglu, 2010).

13



M. hominis’in patojenitesine bakildiginda nadiren kana karigsmak ve dokulara
niifuz etmek suretiyle hiicre yiizeyine genellikle de miikoz membrana yapisma
yetenegine (aderans) sahip oldugu goriilmektedir (Zhang ve Wise, 1997). Hiicre
ylizeyine yapigsmak kolonizasyon i¢in Onemlidir ve virulansi belirleyici baslica
kriterlerden biri olarak degerlendirilmektedir. Mikoplazmalarin reseptér olarak
konak hiicre yiizeyinde bulunan 6zgiil molekiilleri kullandiklar1 bilinmektedir. Bu
reseptor yerleri genellikle glukokonjugatlardir. Konak hiicre ile gesitli sekillerde
etkilesime gectikleri ve tiirlerine gore dokuda hastalik olusturma etkilerinin farkl
oldugu tespit edilmistir (Baum, 2005; Gergeker, 1999; Gédekman, 2004). Infeksiyon
hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda, proinflamatuvar sitokin salinimi, inkubasyon
stiresi, konak¢i immunitesi ve yasi da Onem tasimaktadir. Mikoplazmal
infeksiyonlarda klinik belirtiyi etkileyen faktorler arasinda proinflamatuvar sitokin
salmimi da goriilmektedir. Bilinen virulans determinantlar1 arasinda, biyosentetik
onciller, etken yiizeyinin bitiinligiini saglayan ve bagisikligi diizenleyici
aktivitelerde goriilen kapsiil benzeri materyal ile elektron ihtiva eden yiizey, yiizey
farkliligi, fosfolipaz, ATP’az, hemolizin, proteaz, niikkleaz (mikoplazmal enzim
sekresyonlari), antijenik varyasyon, konak¢inin immun sisteminden kagabilme ve
cesitli antibiyotik tedavilerine kars1 direngli olma 6zellikleri bulunmaktadir (Gigliier,

2007; Waites ve ark., 2005; http://www.klimik.org.tr )

Pek ¢ok patojen M.hominis, konake1 hiicresine tutunabilmeyi saglayan aract
polar tip organellere sahiptir. Yapilarinda birbiriyle iligski igerisinde olan aksesor
proteinler, proteinler ve adhezinler bulunmaktadir. Adhezinlerin, hiicresel
adhezyonda rol oynadiklari, buna ek olarak bir¢ok aksesér membran proteininin de
bu olaya karistig1 diisiiniilmektedir. Ayrica meydana gelen mutasyonlar sonucunda
azalan adhezyon kapasitesinin infektiviteyi azalttigi saptanmistir (Waites ve ark.,
2005). Yapisal ve fonksiyonel hareket, yapilarindaki protein agi sayesinde
saglanmaktadir. Protein ag1, adhezinlerin biraraya gelmesinden sorumlu olmasinin
yant sira, glikolipidler araciligi ile 6karyotik hiicre ve miik6z membran yiizeylerinde
de mikoplazmal kolonizasyonu saglamaktadir. Mikoplazmalarda, hiicrelere

tutunmay1 saglayan bu proteinleri kodlayan genlerin, horizontal gen transferiyle
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aktarilabildigi gosterilmistir  (Gtgliier, 2007, http://www.klimik.org.tr;

http://www.androloji.org.tr).

M. hominis’'in metabolizmasi sonucu iiretilmis stiperoksit radikalleri ve toksik
hidrojen peroksitin, konak¢i hiicre membraninda oksidatif hasara yol agtig
distiniilmektedir (Gtigliier, 2007; Waites ve ark., 2005). Boylece, olusan hiicre
tahribat1 sonucu agiga cikmis olan toksik komponentler (Ornegin, kompleks
polisakkaritler) konakg¢ir hiicresini besin maddelerinden yoksun birakmak suretiyle
hasar olusturabilmektedir. Baz1 mikoplazmalar konak hiicre i¢ine giris icin ¢esitli
mekanizmalar olusturmustur. Boylelikle hiicre i¢i ortam paraziti olarak, hem immiin
sistemden hem de antibiyotiklerin etkisinden korunmus olmaktadirlar (Citti ve Wise,
2005; Rottem, 2003). Mikoplazmalarin hiicre duvarina sahip olmamasi konak
hiicreyle dogrudan baglanti kurmasimi kolaylastirmaktadir. Uygun kosullarda, bu
durumda hiicre fiizyonu olusabilmektedir (Rottem, 2003).

Flizyon stirecinde, mikoplazma bilesikleri konak hiicreye tasiarak hiicrenin
normal fonksiyonlarimi etkilemektedirler. Ornegin; etkin bir fosfoprotein fosfatazin
salinimi, hiicrenin  normal sinyal iletim sistemlerinde degisikliklere yol
acabilmektedir. Bunun disinda, baz1 durumlarda dkaryotik hiicrelere mikoplazmanin
yapismast sitopatik etkiye yol agarak mikro-lezyonlarin ve kii¢iik nekroz odaklarinin
meydana gelmesine neden olmaktadir (Rottem, 2003). Cogunlukla hiicre dis1 parazit
olarak goriilen fakat hiicre i¢ini de invaze edebilen mikoplazmalar kommensal olarak
degerlendirilmektedir. Azalmis metabolik aktiviteleriyle organizmada hiicre
kiiltiirline gore uzun siireli jenerasyon zamanimna sahip olduklart igin Okaryotik
hiicrelerden daha fazla biiyliyememektedirler. Bu nedenle de hiicrelerin 6liimiine

sebep olmadiklari bildirilmistir (Citti ve Wise, 2005; Koneman ve ark., 2006).

M.hominis ve Ureaplasma tiirlerinin mukoza yiizeyine baglanma

mekanizmasi heniiz belirlenememistir. M. hominis’te kolonizasyonu ve infeksiyonu
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basglatmada hiicre adherens proteinleri sorumludur. M. hominis yiizeyinde P50 ve
P100 gibi sitoadezin 6zelligi olan, karyotik hiicreye tutunmayi saglayan “antijenik
yiizey lokalize polipeptidler” bulunmaktadir (Henrich ve ark., 1993). M. hominis
ayrica siilfatlanmig glikolipidlere de baglanabilmektedir. Siilfat glikolipidleri ve diger
glikokonjugatlar yiiksek konsantrasyonlarda disi ve erkegin iirogenital sisteminde
bulunabilmektedir. M. hominis’in bu molekiillerle spesifik etkilesimi tirogenital doku
yonelimini agiklamaya yardim etmektedir. Rekombinant P50 proteinlerinin HelLa
hiicrelerine baglanmasi yiiksek molekiiler agirlikli dekstranlarca inhibe edilmektedir.
Bu durum, P50 hiicre adherens proteininin konak hiicre membranindaki siifotidlere
baglanmasini gostermektedir. M. hominis’in P100 hiicre adherens lipoproteinin de
hiicre membranina peptit transportu i¢in substrat baglayicit bolgeye sahip oldugu

bilinmektedir (Henrich ve ark. 1999).

Henrich ve arkadaslari (1999)’ nin yaptig1 ¢alisma M. hominis’in sitoaderans
proteinlerinin identifikasyonunda yol gosterici oldugu ve spesifik proteinlerin
sitoaderans1 saglayabilecegi belirtilmistir. Major adezin proteini; Vaa (variable
adherence-associated) olarak adlandirilan, alti farkli vaa gen tipiyle kodlanan
adherensle iliskili yiizey etkilesim proteinine sahiptir (Boesen ve ark. 2001). Bu gen,
acilip kapanabilir 6zellikte olarak tanimlanmigtir ve fonksiyonu mikroorganizmanin
bir hiicreden digerine yayilmasini sagladig1 seklinde aciklanmaktadir. Vaa degisken
aderansla iligkili antijendir, antijen cesitlilige ugrayabilmektedir ve bu durum M.
hominis 'in konak hiicre immiin sisteminden kagisini1 saglamaktadir (Boesen ve ark.,

2004; Henrich ve ark., 1993; Koneman ve ark., 2006; Zheng ve ark., 1995).

Mikoplazmalarin, solunum sistemi ve iirogenital yollarin epitel hiicrelerine
adsorbsiyon yetenegi oldugu bilinmektedir (Razin ve ark., 1998). Bu 6zelliklerinden
dolay1 solunum epiteline ve vajen epitel hiicrelerine adsorbe olarak solunum sistemi
ve genito-iiriner sistem infeksiyonlarina sebep olabilirler (Taylor, 2007). Ayni
zamanda sperm hiicrelerine de hiicre yiizeyindeki 6zgiil siilfoglukolipid reseptorlere

baglanarak adsorbe olduklar1 bilinmektedir. Bu reseptorlerin en Onemlisi
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stilfogalaktogli-serolipid tir (SGG). Mikoplazmalarin bu reseptorlere baglanmasi
spermin yumurtaya penetrasyonunu azaltmakta dolayisiyla fertilitede bir azalma

olmaktadir (Waites ve ark., 2009).

M.hominis poliklonal T ve B hiicre aktivasyonunun yani sira lenfosit ve
makrofaj uyarimi ile interferon ve koloni stimulan faktorler gibi sitokinlerin de
uyarimima yol agmaktadir. Oncelikle, mikoplazmalar, B ve T lenfositlerini suprese
edip, sitokinlerin etkilenmesini saglayarak T hiicreleri, makrofajlar ve dogal dldiiriicii
hiicrelerin ~ sitotoksisitesini  arttirmaktadirlar. Sonrasinda hiicre reseptorlerini
uyarararak, kompleman1 aktive etmektedirler. Mikoplazmalarin konak¢1 hiicreleri
etkilemesinin patojenitelerine bagli oldugu bilinmektedir. Buna gore, infeksiyon
kronik veya kalici bir hal alabilmektedir. Ancak pek ¢ogunun, kronik infeksiyonlara
sebep olabildigi bildirilmistir (M.bovis gibi) (Boesen ve ark., 2001; Gddekman,
2004; Waites ve ark., 2005).

o ® o
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ycoplasma ol
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Aktivasyonu

Hucre
reseptorieri

Sekil 1.8: Mikoplazma Konake1 Hiicre Etkilesimi

Lenfositlerin mitojenik cevab1 ve MHC (Major Histocompatibility Complex)
genlerinin kontrol mekanizmasi, mikoplazma suslar1 ve hayvan tiirlerine gore
farklilik gostermektedir. Mikoplazmalar, B ve T lenfositlerce taninmis olan antijenik
epitoplardan farkli olarak, antijenik reseptorlere cevaben, lenfositleri nonspesifik

olarak uyarmaktadir. Lenfosit aktivasyonu, infeksiyona etkeni olan mikoplazma
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susuna ve kaynagia gore degisebilmektedir. Antikor salgilanmasi ise, mikoplazma
antijenitesinden bagimsizdir. Ancak mikoplazmalarin farkli hiicrelerden elde edilen

antikor tiretimine sebep oldugu bilinmektedir (Godekman, 2004; Salari ve ark.,2002).

Mikoplazmalar kuvvetli makrofaj stimulatorleridir. Farklt mikoplazma tiirleri
ile yapilan baz1 ¢alismalar, mikoplazmalarin kendi yiizey antijenlerini degistirebilme
Ozelligine sahip olduklarini1 géstermektedir. Bu sayede, konak¢1 humoral yanitindan
kagabildikleri digiiniilmektedir. Sahip olduklar1 bu degisken yiizey antijenlerinin
immunojenik 6zellige sahip olan lipoproteinler oldugu bilinmektedir. Lipoproteinler,
N-terminal yapilar1 sayesinde immun aktivatorler olarak rol oynamaktadirlar.
Mikoplazma lipoproteinlerinde bulunan N-asil gruplarinin in vitro sartlarda
makrofajlart uyarma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
lipopeptidlerin ve lipoproteinlerin mikoplazmalarin meydana getirdigi yangisal
reaksiyonlarin baslica sebebi oldugu diisiiniilmektedir (G6dekman, 2004; Murray ve
ark., 2005).

1.6. Epidemiyoloji

M.hominis, asemptomatik kadin ve erkeklerin genital bolgelerinden izole
edilebilmektedir. Genital mikoplazmalar, oncelikle cinsel olarak aktif bireylerin alt
genital sistemi olmak tizere pek ¢ok yerde bulunabilen, salpenjitli hastalarda ise {ist
genital sistemden de izole edilebilen mikroorganizmalar olarak bilinmektedir
(Afacan ve ark., 2007; Eksi ve ark., 2006). Mikoplazmalarin genitoiiriner sistemde
goriilme sikliklart sosyo ekonomik yapi, yas, irk, cinsel aktivite, gebelik gibi
hormonal degisikliklere bagli olarak farkliliklar gostermektedir (Kiigiiker, 1999;
Verteramo ve ark., 2013; Waites ve ark., 2005). Mikroorganizmalarin edinilme
epidemiyolojileri bu mikroorganizmalarin cinsel yolla gecis ile iliskili oldugunu

ortaya koymaktadir (Pelit ve ark., 2010).
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Kadin genital sistemindeki M. hominis ve U. urealyticum dogum sirasinda
bebeklerde kolonizasyona yol agabilmektedir. Gelismekte olan fetus maternal,
genital sistem florasindan korunmustur. Plasenta ve yenidoganin mikoplazmalar ile
ilk kolonizasyonu plasental membranlarin riiptiirinden sonra, dogum kanalinda
olmaktadir. Ureaplazmalar kiz bebeklerin 1/3’{inlin genital sisteminden izole
edilirken, M. hominis icin bu oran daha disiktir. Erkek bebeklerde ise bu
mikroorganizmalar daha az bulunmaktadir. Genital mikoplazmalar prepubertal
cocuklarda genitoiiriner sistemden nadiren kiiltiire edilirlerken puberteden sonra
kolonizasyon primer olarak seksiiel iligkinin sonucu olmaktadir. Seksiiel temas
hikayesi olmayan eriskinlerde genital mikoplazma kolonizasyonu ¢ok seyrek
gozlenmektedir. M.hominis sikliginin erken yasta gerceklesen cinsel deneyim ve
birden fazla seksiiel partner ile iligkili oldugu belirtilmistir (Nulens ve ark., 2016;
Nunez Troconis,1999; Verteramo ve ark.,, 2013). Seks iscileri ile yapilan
caligmalarda, M.hominis sikligini, Pingmin ve arkadaslar1 (2005) %34,72, Deguchi
ve arkadaslar1 (2009) %19,6, Padang ve arkadaslar1 (2015) %33 olarak bildirmistir.
M.hominis kiiltiir pozitifligi seksiiel partner sayisi ile iligkili bulunmustur. Ortaya
¢ikan sonuglar gostermektedir ki, dzellikle M. hominis’in sikligi cinsel aktivite ile
iliskilidir. Gebe kadinlarda ise gebe olmayanlara gore daha sik bulundugu
bildirilmistir. Menapoz doneminden sonra ise izolasyon siklig1 azalmaya
baslamaktadir (Taylor, 2007). Bengisun ve arkadaslarinin (1996) vajinal akinti
sikayeti olan 74 gebe, 93 gebe olmayan 167 kadin ile yaptiklar1 ¢alismada, gebe
grupta M.hominis siklig1 %2,7, U.urealyticum siklig1 %29,72, iki mikroorganizmanin
birlikte goriilme sikligr ise %21,62 olarak bulunmusken, gebe olmayan grupta
oranlar sirasiyla; %1,07, %25,8, %17,2 olarak tespit edilmistir. Sonuglar
incelendiginde, gebe grupta her iki mikroorganizmanin da goriilme sikliginin daha

yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Mikoplazmalarin kolonize oldugu kadinlarda plasenta membrant ve
amniyotik sivinin bu mikroorganizmalarca infekte edilmesiyle erken dogum

gelisebilmektedir. Yapilan calismalarda M. hominis ile kolonize anneden dogan
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infantlarda kolonizasyon %18 — 45 olarak bulunmustur (Kenny, 2005; Konneman ve
ark., 2006)

Genital mikoplazmalarin infeksiyonlardaki roliine heniiz tam olarak bir
aciklama  getirilememistir. Erkek ve kadinlarda epidemiyolojik verilerin
degerlerindeki artisa dikkat cekilmelidir. Ureaplasma spp. cinsel yonden aktif
kadinlarin serviks veya mukozal yiizeyinin %40- 80’inde; M. hominis %21 - 53’iinde
bulunmaktadir (Domingues ve ark., 2003; Pingmin ve ark., 2005). Baz1 ¢alismalarda
ise %30 — 80 arasinda rapor edilmistir (Waites ve ark., 2005).

Genital mikoplazmalarin izolasyonu zor oldugundan laboratuvarda tespit
edilenden daha fazla sayida oldugu tahmin edilmektedir. Pubertede kolonizasyonun
artmasi firsat¢1 patojen oldugunu gostermektedir (TINWEB, 2016). Kapsamli bir
caligmada kolonize anneden dogan bebeklerin nazofarengial sekresyonunda bu
mikroorganizmalarin varligina bakilmis ve servikal kolonizasyon yiizdeleri
Ureaplasma urealyticum igin %57,5, Mycoplasma hominis i¢in %15,8 olarak tespit
edilmistir. Yenidogan nazofaringeal sekresyonlarinda Ureaplasma urealyticum
%50,8 M. hominis %6,6 ve tiim pozitif izolatlar arasinda ise sirasiyla %88,4 ve %
42,1 oranlarinda saptanmistir (Chua ve ark., 1999). Vertikal gegis %45-66
oranindadir. Bakteriyel vajinozlu kadinlarda say: artarken, kolonizasyon olanlarda
tireyen mikroorganizmanin sayisi azalmaktadir (Giigliier, 2007). Wang (1992), 1309
servikal/vajinal numuneyi U. urealyticum yoniinden degerlendirmistir. Seksiiel
hikayesi olmayanlardan evli fakat gebe olmayan ve ¢oklu seksiiel partneri olan
kadinlarda prevelansin arttigi gozlenmis, seksiiel partner sayisi, sosyo-ekonomik

statii ve egitimin insidans ile iliskili oldugu belirtilmistir.

Bir bagka calismada, 30 yas altindaki 400 seksiiel aktif kadindan (86’s1
hamile) %11°1 M. hominis, %44,75’1 ise U. urealyticum ile kolonize bulunmustur.
Pozitifligin seksiiel partner sayisindaki artis ve kondom kullanilmamas ile iligkili
oldugu belirtilmistir (Bihari, 1997). Servikovajinal numune incelemelerinde 100

(%48,1) annenin ve bu annelerden dogan 40 yenidoganin (%19,2) gastrik
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sekresyonlarinda genital mikoplazma izole edilmistir. U. urealyticum prevelansi
annelerde %47,6, M. hominis %11, yenidoganda sirasiyla %19,2 ve %1 olarak
saptanmustir. Infertil 326 kadindan 56’sinda U. urealyticum, 235 kadnin 5’inde M.
hominis izole edilmistir (Witkin ve ark., 1995).

1.7. Olusturdugu Infeksiyonlar

Mikoplazmalarin dogada ¢ok yaygin olarak goriilmeleri ve insanlarda baslica
oral- genital mukozada yerlesmeleri, her zaman gergek bir infeksiyon etkeni olup
olmadiklarinin sorgulanmasma yol agmistir (Gergeker, 1999, Giigliier, 2007). Insan
genital sistem infeksiyonlarindan sorumlu olan ve en sik goézlenen mikoplazmalar,
M. hominis ve U. Urealyticum olarak bilinmektedir. Olusturdugu infeksiyonlar, non -
gonokokal {retrit, lohusalik atesi, korioamniyonit, spontan diisiikler, pelvik
inflamatuvar hastalik, prostatit, epididimit, sistemik lupus eritematosus, piyelonefrit,
tekrarlayan gebelik kayiplari, infertilite olgulari, yeni doganda pndmoni ve menenjit

olarak sayilabilir (Waites ve ark., 2009).

Insanlarda mikoplazma siklikla, tasiyicilar arasinda direkt temas ile
bulasabilir. Bu nedenle cinsel yolla bulasabilen bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Genital-genital ya da oral-genital temas bu mikroorganizmalarin
bulagsmasinda en sik karsilasilan yol olarak bilinmektedir (Altindis ve Tanir, 2001,
Eksi, 2006). Bir diger nadir bulasma yolu ise gebelik periyodunda veya dogumda
kolonize anneden infanta, annenin {irogenital sisteminden, annenin kanindan plasenta
yoluyla, kolonize dogum kanali ile ya da dogumdan sonra olarak bildirilmistir.
M.hominis hem anne kanindan hem goébek kordon kanindan ve hem de bebek
kanindan izole edilmistir (Altindis ve Tanir, 2001; Betty ve ark., 2002; TINWEB,
2016; Waites ve ark., 2005). Dogum sirasinda kolonize olan anneden dogan

bebeklerde anneden bebege gecis (vertikal bulas) olabilir ve %18-55 arasinda
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goriilmektedir. Bu mikroorganizma bebegin omurilik sivisina gegebilir. Hafif,
sekelsiz ve klinik belirti gdstermeyen menenjit veya kalici sekel olusturan norolojik

hasar meydana gelebilir (Waites ve ark. 2005; http://www.cinsel-hastaliklar.net).

Yenidoganlarin genital mikoplazmalarla kolonizasyonu dogum esnasinda annenin alt
genital kanallarindan bulas sonucu olusabilir ya da gebeligin erken donemlerinde

uterustayken kolonize olabilirler (Judlin, 2009).

Mikoplazmalarin, gebelikte plasentada bulunan zarlarda infeksiyona neden
olarak spontan diisiik (abortus), tekrarlayan gebelik kayiplari, 6li ya da erken
dogum, diisiik agirlikli ve prematiire dogum olgular ile iliskisi dikkat g¢ekicidir
(Daxboeck ve ark., 2005; Gédekman, 2004; Henrich ve ark., 1993; Kili¢ ve ark.,
2004). Nadiren sezeryan sonrasi yara yerinde infeksiyonlara da sebep olabilirler
(Bilgehan, 1996; Boesen ve ark., 2001; Eksi ve ark., 2006). Patai ve arkadaslar
(1998) sezeryan sonrasi gelisen ve birgok antimikrobiyal tedaviye yanit vermeyen
endometrit olgularinda genital mikoplazma varlig1 saptamislardir. Fallop tiipii iltihab1
goriilenlerin  yaklasik %10'unda tiiplerde ve rahim i¢inde M.hominis izole
edilmektedir. Sezeryanla dogan bebeklerde M.hominis izole edilebilmekte ve bu
uterustaki transplesental bulagin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Diaz-Garcia
ve ark., 2006; Eilers ve ark., 2007; Kenny, 2005). Yenidoganlarin genital
mikoplazmalarla kolonizasyonu dogum esnasinda annenin alt genital kanallarindan
bulas sonucu olusabilir yada gebeligin erken donemlerinde uterustayken kolonize

olabilirler (Judlin, 2009; Waites ve ark., 2005).

Mikoplazma infeksiyonlari ¢ok nadir olarak cinsel iliski disinda etkilenmis
materyale temas ile de bulasabilir (Afacan ve ark., 2007; Altindis ve Tanir, 2001).
Saglikli bireylerde genital mikoplazma kolonizasyonu c¢ocuk ve erigkin yas
gruplarinda degisen siklikta mevcuttur. Avrupa iilkeleri ve Amerika i¢in 50 yasin
altinda genital mikoplazma kolonizasyon siklig1 1/3—1/2 oraninda degismektedir
(Afacan ve ark.,, 2007, Kilig ve ark., 2004). Saghkli bireylerde gerek

mikoplazmalarin, gerekse de lireaplazmalarin yiiksek bir siklikla bulunmalarindan
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dolayi, bu mikroorganizmalarin ilk bakigta Non-Gonokoksik Uretrit (NGU)
etiyolojisindeki yerleri kuskuyla karsilansa da, belirli bir serovar ya da biyovarin bu
hastalikla anlamli bir iliskisinin olup olmadigi bilinmemektedir (Hartmann, 2009;
Murray ve ark.,2005). M.hominis ayrica akut piyelonefrit semptomlar1 olan hastalarin
tist idrar yollarindan izole edilmis ve bu hastaliklarda siklikla antikor yaniti

goriilmiistiir (Sarsar ve Aydin, 2010).

Mikoplazmalar, vajinite neden olmaz ancak M.hominis, bakteriyel vajinozlu
(BV) hastalarda siklikla goriilen ¢esitli mikroorganizmalar arasindadir ve endometrit,
Pelvis Inflamatuar Hastalig1 (PIH) ve salpenjite neden olabilir (Baczynska ve ark.
2004; Hill, 1993; Judlin, 2009). Bu sekilde tireme problemlerinin ortaya ¢ikabildigi
bilinmektedir. Bu durum, diger mikroorganizmalarin da tabloya eslik ettigi
durumlarda daha belirgin olarak izlenmektedir. Ozellikle bakteriyel vaginosis etkeni
“Gardnerella” bakterisi ve diger bakterilerin de ortama katilmasi durumunda pelvik
infeksiyonlar daha da kotiilesmektedir (Daxboeck ve ark. 2005; Tekerekoglu, 2010).
M.hominis kisirlik (infertilite) problemlerine de neden olabilir ve konuyla ilgili
yapilan ¢aligmalarda bulunmaktadir. Bahaabadi ve Naeima (2014) 100 infertil kadin
ve 100 infertil erkek ile yaptigi ¢aligmada, kadinlardan alinan vajen siiriintii
orneginde M.hominis varligini PCR yontemiyle aragtirmis ve 43 (%41,8) kadinda
pozitif bulmustur. Seifoleslami ve arkadaslar1 (2015), 150 infertil hastadan ile 200
fertil hastadan alinan vajinal Ornekleri kit yontemiyle M.hominis agisindan
degerlendirmis PCR analizi ile de dogrulamistir. Calismaya dahil edilenlerin 11’inde

(%3,14) M.hominis tespit edilmistir.

Ureaplasma spp. ve M.hominis ergenligi takiben cinsel olarak aktif
erigkinlerin ¢ogunun alt genital kanallarindan izole edilebilir. Fakat bu bireylerden
sadece bazilarinda hastaliga neden oldugu bildirilmistir. Ureaplazmalar daha siklikla
rastlanan mikroorganizmalardir. M. hominis ve Ureaplasma spp.’nin etkeninin direkt
olarak etkilenen bdlgeden (fallop tiipii) kolaylikla almamamasi veya
mikroorganizmanin semptom gostermeyen bireylerden de elde edilebiliyor olmasi

nedeniyle hastalig1 tespit etmek zorlagsmaktadir. Ancak bu tiirlerin hem kadin hem
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erkeklerin genital hastaliklarinin etiyolojik etkeni oldugu bilinmektedir. M.
hominis’in en sik olusturdugu iriner infeksiyon tipi akut ve kronik tekrarlayici iiretrit
olarak bildirilmis olup, nongonokoksik {iretritlerin %20-50'sinde etyolojide yer
almaktadirlar (Waites ve ark., 2005).

Gebelikte gecici immiinsupresyon ve basiya baghh mekanik etkilerle
tirogenital infeksiyonlara sikca rastlanmaktadir. M. hominis’e bagl infeksiyonlar
gebelerde normal insanlara nazaran daha ¢ok goriilmektedir. Vaginitis, servisit ve
korioamnionitis sonucu erken membran riiptiirii ve buna bagl abortus, prematiirite ve
6li dogumlar gelisebilir. Gebeligin belli donemlerinde semptomlu veya semptomsuz
gecirilen mikoplazmal infeksiyonlar diisiik kilolu bebek dogumuna yol agabilir.
Postpartum ve postabortal sepsis, neonatal sepsis, neonatal menenjit diger onemli

komplikasyonlardir (Eksi ve ark., 2006).

1.8. Tan1 Yontemi:

1.8.1. Kiiltiir Yontemi

Genital mikoplazmalar; vajinal, iiretral ve servikal siiriintiiler; dokular
(endometriyal yikama 6rnekleri ve biyopsiler, plasental veya amniyotik dokular, fetal
veya abortus dokular1), uterus biyopsisi, fallop tiipli biyopsileri, yara biyopsisi,
prostatik sekresyonlar, idrar, kan gibi cesitli numunelerden izole edilebilir (Koneman
ve ark., 2006). Mikoplazmalarin mikoplazma tiiriine bagli olarak arjinin, glikoz ve
iire olmak tiizere li¢ substrati kullandiklar1 bildirilmistir. Bunlardan bir tanesinin
zenginlestirilmis besiyerlerlerine ilave edilmesi ile degerlendirme yapilmaktadir
(Eksi ve ark., 2006). Siiriintii 6rnekleri kalsiyum aljinat, plastik veya alimiinyum
sapli dakron veya polyester silgiglerle alinmalidir (Gergeker, 1999; Koneman ve ark.,
2006).
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Mikoplazmalar, zor ve yavas iireyen mikroorganizmalar olduklart igin
izolasyonu 7-20 giin arasinda degisen siirelerde yapilabilmektedir. Mikoplazmalarin
tiretilmeleri i¢in gesitli s1vi, kat1 ya da bifazik besiyeri formiilleri mevcuttur. Ancak
bunlar1 hazirlamadaki zorluklar ve mikoplazmalarin ge¢ iiremeleri gibi sorunlar
nedeniyle izolasyon ve identifikasyonun daha hizli ve kolay olmasini saglayan hazir
besiyerleri, polimeraz zincir reaksiyonu ve hibridizasyon gibi yontemler

gelistirilmistir (Eksi ve ark., 2006).

Hiicre duvarlart olmadigi i¢in Gram boyama ydntemi ile boyanamazlar.
Karanlik alan mikroskopisi, Giemsa boyama, agar fiksasyon metodu ve Dienes
boyama metodu ile tespit edilebilirler. Agar fiksasyon yontemi ile lireme olan

besiyeri boyanmaktadir (Sekil 1.9) (Murray ve ark., 2005; Shankar ve ark., 2005).

Sekil 1.9: Dienes boyasi ile agar fiksasyon yontemi (Shankar ve ark., 2005).

Mikoplazmalarin sivi besiyerine ve agar besiyerine ekimi yapilirken
transporttaki 6rnegin 0,1-0,2 mL’si ile inokiilasyon yapilmaktadir (Winn ve ark.,
2005). Ureme olmus s1v1 besiyerinde renk degisimi gdzlenirken, kat1 besiyerinde 7-
20 giinliik inkiibasyon sonrasinda ¢ok sayida kiiciik koloni olusumu izlenmektedir.
Uremeleri igin uygun 1s1 37°C, pH 6-8 olup %5 - 10 COy’li ortam gerekmektedir
(Baum, 2005).
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1.8.2. Kiiltiir Dis1 Yontemler

1.8.2.1. Serolojik Tam

M. hominis infeksiyonlarinin tanisi igin serolojik metodlar arastirilmis olup,
hiicre ylizey proteinlerin biiylik bir kismini lipid iligkili membran proteinlerinin
(LAMP’lar) olusturdugu saptanmistir. LAMP’lar yiizey antijeni 6zelligine sahiptir ve
mikoplazmalara karsi immiin yanit i¢in ana hedefi olusturmaktadirlar. LAMP’lar M.
salivarum, M. penetrans, M. pirum ve M. genitalium dahil birka¢ mikoplazma
tiriinde tanimlanmistir. Bu antijenler, hastada infeksiyonun cesitli tiplerini tespit
etmek amaciyla serolojik kitlerde kullanilmaktadir. LAMP antijenlerine kars1 olusan
antikorlarin 6zgiil oldugu ve diger tiirlerle ¢capraz reaksiyon vermedigi gézlenmistir
(Lo ve ark., 2003). LAMP antijenlerine karsi olusan antikorlar M. hominis’in
serotiplerinin gosterilmesinde kullanilmistir. 2003 yilinda yapilan ¢alismada 14 farkl
M. hominis susunun antijen ve antikor profilleri, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
jel elektroforez (SDS-PAGE) ve Western Immunoblot yontemleriyle karsilagtirilmig
ve bu 14 susun LAMP’larinin benzer SDS-PAGE profilleri gostermis oldugu
saptanmistir. Hasta serumundan immunoblot analizi yapilabilmesi ise bunlarin
yiiksek immiinolojik ozellikte oldugunu gostermistir. Ayni arastirmacilara ait bir
diger caligmada ise, HIV’li 31 hastada LAMPs proteininin arastirildigi ve 28 hastada
M.hominis’in pozitif saptandigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma M. hominis izolatlarinin
LAMP’larin M. hominis’e kars1 hedef antijen gibi kullanilabilirligini gostermistir.
CTBH (Cinsel Temasla Bulasan Hastaliklar) klinigine bagsvurmus hastalardaki M.
hominis tanisinda, LAMP’larin hedef antijen olarak kullanildigi Elisa yontemleri
tercih edilmektedir. (Lo ve ark., 2003;Winn ve ark., 2005).
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1.8.2.2.Molekiiler Tan1

Insanlarda infeksiyona neden olan klinik olarak énemli tiim mikoplazma
tiirleri i¢in PCR sistemleri gelistirilmistir (Schaeverbeke ve ark., 1997). M. hominis
ve U. urealyticum igin her iki mikroorganizmaya 6zgii 16S rRNA’nin hedef alindig1
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR-PCR) ile tami yapilabilmektedir. PCR’in
duyarliligimin yiiksek oldugu bilinmektedir. Saflastiritlmis DNA kullanildiginda tek
bir organizmayr saptayabilecek duyarliliga ulasabilmektedir. PCR ayrica daha
onceden kiiltlirle elde edilmis bilinmeyen mikoplazmalarin identifikasyonunda, tiir
icindeki farkli suslarin tanimlanmasinda ve antibiyotik diren¢ varligi gibi spesifik
karakterlerin arastirilmasinda yararl bir yontem olarak kullanilabilmektedir (Winn

ve ark., 2005).

1.9. Tedavi Yontemi

Mikoplazmalar peptidoglikan tabakaya sahip olmadiklar1 i¢in penisilinler,
sefalosporinler, vankomisin ve hiicre duvar sentezini engelleyen diger antibiyotiklere
direnglidirler. Bunlarin disindaki antibiyotiklere direng gelisimi ise kromozomal
mutasyon veya transpozanlarla olugsmaktadir. (Koneman ve ark., 2006; Murray ve
ark., 2005). Bu mikroorganizmalar folik asit sentezleyemedikleri igin de,
siilfonamidlere ya da trimetoprime duyarli degildirler. Bununla birlikte protein
sentezini engelleyen tetrasiklinler gibi antibiyotiklere hassasiyetleri yapilan
caligmalarda go6zlenmigtir. M. hominis suslarinin genellikle klindamisin  ve
linkomisine duyarli, eritromisin ve diger makrolidlere (azitromisin, klaritromisin
gibi) direngli olduklart bilinmektedir. M. hominis iremesi kloramfenikol,
streptomisin ve gentamisin ile inhibe edilebilmektedir (Grattard ve ark.,1995;
Kiigiiker, 1999; Waites ve ark., 2005). Furneri ve arkadaslari (2000) M.hominis’de
makrolid direncinin genetik temelinin 23S rRNA’daki peptidil transferazda ilmik

(loop) olusturan gen mutasyonlari oldugunu bildirmistir.
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M. hominis ve Ureaplasma tiirlerinden 1980’ lerde tetrasiklin direncine neden
olan tetM geni tespit edilmistir. Genital mikoplazmalarda tetrasiklin direng¢ siklig
muhtemelen cografya, antibiyotik baskisi ve cinsel yonden aktif ¢ok esli yetiskinler

gibi faktorlerden etkilenmektedir (Roberts ve ark., 1985).

Bazi1 hastaliklarin olusumunda mikoplazmalarla birlikte diger etkenler de
olabilir ve buna bagli olarak birden fazla etkeni inhibe eden ajanlar tercih edilmelidir.
Ornegin non- gonokokal iiretritte kullanilan tetrasiklin Chlamiydia trachomatis,
M.genitalium ve U. urealyticum i¢in inhibe edici 6zelliktedir. Tetrasikline direngli
olgularda doksisiklinin 100 mg’lik 7 giinlik dozu Onerilmektedir. Tetrasikline
direngli M. hominis suslarinda ise linkomisin, klindamisin veya ofloksasin gibi bir
florokinolon tercih edilebilir. Azitromisin, Non—gonokokal iiretrit basta olmak tizere
C.trachomatis de dahil diger infeksiyonlarda mikoplazmalar {izerinde etkili ve genis
kullanima sahip oldugu bilinmektedir. Eger mikoplazmanin neden oldugu diisiik
hikayesi var ve sonrasinda ates tablosu gelismis ise tetrasiklin baslanmasi uygun
olmaktadir. Eritromisin ise neonatal infeksiyonlarda ilk tercih edilen antibiyotik

olarak bilinmektedir (Taylor, 2007).

Calismamizda, M. hominis’in farkli laboratuvar yontemleriyle tespit edilmesi,
cinsel yonden aktif olan kadinlarda goriilme sikliginin arastirilmas: ve Tiirkiye i¢in
diren¢ profillerini belirlenmesi, mikoplazma infeksiyonlarinin oraniin belirlenerek
olusturdugu hastaliklarin klinik éneminin vurgulanmasi ve genital infeksiyonlarin
tanisinda mikoplazmalarin da diisiiniilmesinin saglanamsi amaglanmigtir. Bahsedilen
hasta profilinde her hastadan alinan 2 farkli numune (vajen ve idrar) arasindaki
M.hominis tespit oranlarin1 belirleyerek, numunelerdeki M.hominis varliginin

yontemler arast uyumluluk ve tutarlilik durumlarinin ortaya konmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1.0rneklerin Temini ve Saklanmasi

Calismamizda; Mart 2015- Subat 2016 tarihleri arasinda Baskent Universitesi
Ankara Hastanesi Kadin Dogum Klinigine bagvuran cinsel yonden aktif kadinlardan
uzman doktorun uygun gordiigii akint1 ve agr1 sikayeti olan 40, sikayeti olmayan 40
ve kontrol grubu olarak belirlenen 30 olmak iizere toplamda 110 kadindan alinan
idrar ve vajen striintii 6rnekleri kullanilmistir. Alinan 220 6rnegin uygun transport
besiyerine konularak +4°C de muhafaza edilmesi saglanmistir. Orneklerin 24 saat
icerisinde klasik besiyerine ve kitlere ekimleri tamamlanmistir. Tiim 6rnekler DNA
izolasyonu ve PCR analizi i¢in ependorf tiiplerinde -80°C de saklanmistir. ATCC
15488 nolu M.hominis susu kontrol susu olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

2.2. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri ve Sarf Malzemeler

Mycoplasma Agar Besiyeri (Oxoid)

Besiyeri Icerigi g/L gllitre
Bakteriyolojik pepton 10.0
“Lab-Lemco’ toz 10.0
Sodyum kloriir 5.0
Mineral supplement 0.5
Agar 10.0

pH 7.8 £0.2 25°C
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Mycoplasma Supplement-G (Poison-Contains Thallium Salt)

Her bir sisede 80 mL’ lik besiyeri icerigi) Her sise litre

At serumu 20.0 mL 200.0 mL
Maya ekstrakti (25% wi/v) 10.0 mL 100.0 mL
Thallous asetat 25.0 mg 250.0 mg
Penisilin 20,0001U  200,0001U

1 L distile suya 35,5 gram Mycoplasma Agar Besiyeri eklenir. Kaynama
islemi gerceklestikten sonra 80 mL’lik siselere boliiniir. pH 7,0-7,5 olarak ayarlanir.
121°C de 15 dk. otoklavda sterilize edilir. 50°C ye sogutulduktan sonra 1 sise
Mycoplasma Supplement G 80 mL’lik besiyeri igerisine aktarilir ve petrilere

paylastirilir.

Ticari Kitler

Calismamizda, piyasada mevcut iki farkli ticari kit olan Mycoplasma IES—
(KIT 1) (Autobio-Cin) ve Mycoplasma IST-2 (KIT 2) (Biomerieux-Fransa) Kitleri
paralel olarak kullanilmigtir. Bu kitler ile M.hominis ve U.urealyticum varlig: tespit
edildikten sonra mikroorganizmalarin antibiyotiklere karst duyarhiliklarina

bakilmistir.

KIT 1 i¢erigi:

-Strip: Her biri 30 kuyucuk igeren toplam 20 strip igerir.

-Liyofilize Besiyeri: 1,2 mL beef heart infusion ve bovine orijinli pepton igeren 20
sise.

-Diluent: Liyofilize tozlar1 ¢ozmek amaciyla her biri 4 mL soliisyon i¢eren 20 sise.

-Mineral Yag 28 mL likit parafin igeren 1 sise
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KIT 2 icerigi

REF 42 505: 25 testlik kit

Reaktif (R1): Mikoplazma hazirlama 25 x 3.1 mL sise

Reaktif (R2): Urea-Arginine buyyon 25 x 1 mL sise (liyofilize)
Reaktif (R3): 22 testlik 25 strip

Inkiibasyon kapaklari: 25 adet

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Besiyeri ve Sarflar

DNA izolasyon Kiti

© o N o gk~ wDh -

2 mL’lik toplama tiipii icinde Mini Spin Columns

2 mL toplama tiipleri
Wash Buffer |

Wash Buffer 11
Degistion Soliisyonu
Proteinaz K Enzimi
RNAz Enzimi

Lizis Soliisyonu

Elution Buffer

Amplifikasyon Kkiti:

W np e

10 x Taq Buffer (KCI)
MgClI
Taq Polimeraz Enzimi
dNTP
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5. 335 bp ve 173 bp’lik Primer F
6. 335 bp ve 173 bp’lik Pirmer R

Jel Elektroforez Agar:

Agaroz

10 x Tris-boric asid-EDTA (TBE)
Ethidium Bromide Solution

5x Go Taq Flexi

M wnp e

Boyalar

Bowine fiksatifi

1. Pikrik Asit.....cooeeeninnnn 150 mL
2. Formaldehit (%40).............50 mL
3. Glasiyel Asetik Asit......... 10 mL

Dienes Boyasi

1. Azurell.................... 1,25 g.
2. Metilen blue................... 250.
3. Maltoz...........ooooeiiiinnn. 10 g.
4, NaCOs...oovviiiiinininnnnn, 0.25¢.
5. Benzoik Asid................. 0.2g.
6. DistileSu..................... 100 mL
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2.3. Arastirmada Kullamlan Ekipmanlar

-Hereous marka Etiiv 37°C

-Fine Vorteks

-Bilser Biosafety Cabinet Class Il
-Hirayama Otoklav

-ESCO Lexicon ULT Freezer

-Olympos Tokyo Doku Kiiltiirii Mikroskobu
-ThermoEC Midcell Primo Elektoforez Jel Sistem
-Biorad T100 Thermal Cycler

-Gene Genius Bio Imaging System
-ND-1000 NanoDrop Cihazi

-Thermo Scientific Santrifiij

2.4. Yontem

2.4.1. Mycoplasma hominis Tespit Yontemi

1. Her hastadan alinan vajen ve idrar ornekleri iki farkli kitin transport besiyeri

icerisinde laboratuvara getirilerek 0,5’er mL ependorf tiiplerine PCR
analizinde kullanilmak iizere aktarilmis ve -80°C’de saklanmustir.

. Ayrica her bir numune i¢in iki farkli transport besiyerinden 2’ser mL alinarak
kitlere ait olan liyofilize besiyerlerine inokiile edilmistir. Liyofilize
besiyerleri vorteklenerek kit plaklarindaki kuyucuklara 10 pL olacak sekilde
aktarilmigtir. Liyofilize besiyerleri ve kit plaklar 37°C lik etiivde 24-48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyonun periyodunun
sonunda M.hominis kuyucugunun besiyeri rengi saridan koyu pembeye
donmiis olan drnekler pozitif kabul edilmistir.

Es zamanl olarak Mycolasma Agar besiyerine ekim yapilmis ve desikator

igerisinde 37°C’ lik etiivde inkiibasyona birakilmistir. 20 giinliik inkiibasyon
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periyodunun sonunda besiyerinde toplu igne basi goriiniimii veren plaklar
Olympos Tokyo Doku kiiltiirii mikroskobunda incelenmis ve tiire 6zgii
sahanda yumurta goriiniimii izlenmistir. Ayrica bu plaklardan bisturi yardimi
ile kolonilerin oldugu bolgeden kesitler alinarak bowine fiksatifi ile lam
tizerinde fikse edilmistir ve 24 saat oda sicaklifinda bekletilmistir. Siire
sonunda Dienes boyasi ile boyanarak mikroskopta incelenmis ve mavi renkli
koloni gézlenen 6rnekler pozitif kabul edilmistir.

4, Klasik Besiyeri ve Kitlerle yapilan ¢aligmalar sonucunda her bir hasta i¢in
vajen ve idrarda farkli sonuglar veren ornekler ile kitler arasinda farklilik
gosteren Ornekler PCR analizi ile dogrulanmistir. Bunun i¢in dncelikle DNA

izolasyonu gerceklestirilmistir.

2.4.2. Klasik Kiiltiir Yontemi ile M.hominis Tespiti

Mycoplasma Agar besiyeri hazirlandiktan sonra, mikroorganizmanin iiremis
oldugu sivi besiyerinden 1 mL alinarak agara yayma yontemiyle ekimi
gerceklestirilmistir. Ekim yapilmis petriler desikator icine alinmis ve desikator
37°C ‘lik etiivde inkiibasyona birakilmigtir. 7-20 giiniin sonunda besiyerinde
toplu igne basi biiyiikligiinde ve goriiniimiinde tireme makraskobik olarak
gozlenmistir. Olusan koloniler doku kiiltiirii mikroskobunda incelenerek

M.hominis’e ait tipik sahanda yumurta gériinimii gézlenmistir.
2.4.2.1. Boyama Yontemi:

M.hominis saptanmus olan besiyerindeki kolonilerden 1 cm? lik agar bloklar
kesilerek, Bowin fiksatifi damlatilmis lam ftizerine ters ¢evrilmis bir sekilde
yerlestirilmis ve 24 saat siiresince oda sicakliginda bekletilerek fikse olmasi
saglanmistir (Sekil 2.1.). 24 saatin sonunda agar blok lam {izerinden kaldirilmis
ve fikse olan M.hominis kolonileri Dienes boyasi ile boyanarak 151k

mikroskobunda 10x40 biiylitmede mavi renkte gézlenmistir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.1. Bowin fiksatifi ile fikse edilmig M.hominis agar plag

Sekil 2.2. Dienes boyast ile boyanmig M.hominis
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2.4.3. Ticari Kit Yontemi ile M.hominis Tespiti

Calismaya alman &rnekler KIT 1 ve KIT 2 kullanilarak M. hominis varlig

yoniinden aragtirilmigtir.

KIT 1 ile Tespit Yontemi

Test, U. urealyticum igin tire hidrolizi ve linkomisin direncine, M. hominis
icin arjinin hidrolizi ve eritromisin direncine dayamr. Iki tiiriin de iiremesi pH
indikatoriiniin renginin turuncumsu saridan kirmizi veya pembeye donmesiyle

gbzlenir.

Numune Toplanmasi

Bu testte vajinal ornekler ve idrar 6rnekleri ile ¢alisiimistir.

1. Numuneler vaginal sekreyonlardan steril swap ile ve steril kaplara idrar
numunesi olarak alinmistir.
2. Vajen numune Ornekleri diliient ile, idrar Ornekleri ise steril kaplarda

laboratuvara ulastirilmistir.

Test Proseduri

1. Vajen siiriintii  6rneginin  alindig1 diluentin tamami toz besiyerine
eklenmigtir. Pelletin tamamen ¢oziilmesini saglamak amaciyla iyice

calkalanmis ya da vortekslenmistir.
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2. Idrar 6rneginde ise, 500 pL idrar numunesi diliiente almmuis, karisim
besiyerinin tamamina ilave edilerek karigmasi saglanmuistir.

3. Karisim besiyerinden 100 pL her bir kuyucuga ilave edilmistir. Karisimin
kuyucuklar igerisinde bulunan antibiyotiklerle karismasi saglanmustir.

4. Her bir kuyucugun iizerine 1 damla mineral yag damlatilmigtir.

5. Sistemin agz1  kapatilarak 36-38°C’de 24-48 saat inkiibasyona

brrakilmastir.

Sonuclarin Yorumlanmasi

1. C- kuyucugu her zaman negatif olmalidir. Kuyucukta bir {ireme
goriiliirse; olas1 bir kontaminasyondan dolay1 test gecersizdir. Test farkli
kit ile tekrarlanmalidir.

2. Sonuglar kuyucuklardaki renk degisikliklerine gére okunmustur. Besiyeri
renginin kirmizi veya parlak pembeye (alkalin pH) donmesi irogenital
mikoplazma iiremesini gosterir. Urogenital mikoplazma {iremesi yoksa

besiyeri rengi turuncumsu sar1 olarak kalir veya sartya doner.

KIT 2 ile Tespit Yontemi

KIT 2 ile yapilan galismalar 24-48 saatlik inkiibasyonlar sonucunda sivi
besiyeri sisesindeki ve kuyucuklardaki renk degisimine bagli olarak mikroorganizma
varlig1 ve antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi ile gerceklestirilmektedir. Sonuglar
sar1 renkte negatif, turuncudan kirmiziya kadar degisen yogunluktaki renk skalasinda

ise pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Numune Toplanmasi ve Hazirlanmasi:

Bu testte vajinal 6rnekler ve idrar 6rnekleri ile ¢alisilmistir.

1. Numuneler vaginal sekreyonlardan steril swap ile ve steril kaplara idrar

numunesi olarak alinmuistir.

2. Vajen numune Ornekleri diliient ile, idrar Ornekleri ise steril kaplarda

laboratuvara ulastirilmistir.

Test Prosediri

24.4.

Toplamadan sonra, R1 soliisyonuna, sivi (200 uL) numune veya swab
hemen yerlestirilmistir.

Inokiilasyon gerceklestirilmis 3 mL’ lik R1 soliisyonundan R2 sisesine
transfer edilmistir.

Liyofilize pelletin tamamiyle eridiginden emin olacak sekilde iyice
vorteksle ¢alkalanmistir.

55 ulL buyyonu stripteki kiipiillerin 22 testinin herbirine (R3)
dagitilmistir.

Sonra her kiipiile 2 damla mineral yag ilave edilmis ve strip kapagi
kapatilmistir.

R2 sisesinde kalan buyyon ve stripi 36°C + 2°C de 24 ve 48 saat

inkiibasyona birakilmis ve sonuglar yorumlanmastir.

PCR Yontemi ile M.hominis Tespiti

PCR (Polymerase Chain Reaction), yontemi, basit¢e tlip igerisinde niikleik

asitlerin uygun kosullarda cogaltilmasi prensibine dayanmaktadir. DNA’ da bulunan,

dizisi bilinen iki segment arasindaki spesifik bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak
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icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir. DNA'nin bir iplik¢igi ile DNA
polimeraz enziminin ve gerekli niikleotidlerin ortamda bulunmasi halinde, bu
iplikcigin birgok karsit kopyalarinin sentezletilebilme 6zelliginden yararlanilir. PCR;
94°C- 98°C araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37°C- 65°C araliginda
gerceklestirilen annealing (tavlama) ve 72°C’de gergeklestirilen uzama
asamalarindan olugsmakta ve bu dongilerin belirli sayida tekrarlanmasina

dayanmaktadir.

Sekil 2.3: Thermo cycler

2.4.4.1. DNA izoasyonu

DNA izolasyonunda, kullanilan kite (GeneJET Genomic DNA Purification Kiti,

Thermo/ ABD) spesifik, iiretici firma tarafindan 6nerilen basamaklar izlenmistir.

1. -80° C’ den ¢ikarilan ependorf igerisindeki 6rneklerin oda sicakligina gelmesi
saglanmstir.

2. Ependorflar 5000 g. (6980 rpm) de 10 dk. santrifiij edilmistir.

3. Siipernatan uzaklastirilmis ve ¢okelti 180 pL Degistion Solution ile siispanse

edilmistir.
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10.

11.

20 pL Proteinaz K eklenerek vorteksle iyice karistirilmis ve 56°C’de su
banyosunda 30 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda ara sira
vorteksleme islemi gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon sonunda siispansiyon iizerine 20 pL RNAaz enzimi eklenip
vortekslenmis ve 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

200 pL Lizis Solution ve 400 pL %50 lik etanol eklendikten sonra
vortekslenmistir.

Elde edilen karisim 2 mL’lik toplama tiipline konulmus mini spin kolonu
icine pipetlenerek 6000 g (7320 rpm) de 1 dk santrifiij edilmistir.

Mini spin kolon tizerine 500 pL. Wash Buffer I eklenmis ve 8000 g (8450
rpm) de 1 dk santrifiij edilmistir

Santrifiij sonrasi toplama tiipii bosaltilarak kolon iizerine 500 pl. Wash
Buffer II eklenmis ve 12000 g (14000 rpm) de 3 dk santrifiij edildikten sonra
toplama tlipti atilmistir.

Mini spin kolonlar yeni ependorflara alinmis ve 50 pL Eliisyon tamponu
eklenerek 8000 g (8450 rpm) de 1 dk. santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda
kullanima hazir DNA ekstrakti eliic edilmistir.

DNA ihtiva eden ependroflar Nanodrop cihazinda okutulmus ve DNA
yogunluklar1 ng/ uL olarak belirlenmistir.

Sekil 2.4: Nanodrop DNA Yogunluk Olgiimleri ng/pL
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2.4.4.2. Amplifikasyon

Kullanilan primerlerin dizileri ve gen iirlinlerinin boyutlari:
M. hominis’ in 16S rRNA bdélgesine ait 2 farkli amplikon {irlinii elde edebilecegimiz

2 farkl primer cifti kullanilmstir.

Primer Dizisi (5°-3”) Amplikon boyutu genine ait 335 bp ve 173 bp amplikonlarin

amplikasyonu ig¢in;

C1-F 5" CAA TGG CTA ATG CCG GAT ACG C — 3! 335bp
C1-R 5! _GGT ACC GTC AGT CTG CAA T —3* ve

C2-F 5. ATA CAT GCA TGT CGA GCG AG — 3!

C2-R 5! _CATCTT TTA GTG GCG OCT TAC —3"173 bp

Cizelge 2.1: 25 pL’lik PCR Analiz Karigimi

icerik Konsantrasyon Final Konsantrasyon | pL
Tagq Buffer (KCI) 10 (x) 1x buffer 2,5
MgCl, 25 uM LS uM 1,5
dNTP 10 mM (her biri) 200 pM 0,5
Forward Primer 10 mM 05 uM 1,25
Reverse Primer 10 mM 05 uM 1,25
DNA 7,75
Distile Su 10
Taq Polimeraz 5 wuL 1,25 n 0.25
Son Hacim 25

Karisim tamamlandiktan sonra Thermal cyclera alinmistir. Thermal cyclerda

amplifikasyon program cetveli Cizelge 2.2” de goésterilmistir.
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Cizelge 2.2: Amplifikasyon Sicaklik Dongiisii.

1 cycle 95° C 3 dk.
34 cycle 95° C 30 sn.

58° C 40 sn.

72° C 45 sn.
1cycle 72° C 5 dk.
Basamak Sicaklik (°C) Zaman (dk.) Dongii Sayisi
Uzama 1 95 3 1
Uzama 2 95 30 sn. 34
Uzama 3 58 40 sn 34
Uzama 4 72 45 sn 34
Inaktivasyon 72 5 1
2.4.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, yiikli molekiillerin uygun ortam ve tamponlarda
elektrik akim1 uygulanarak ytrtitiilmesi temeline dayanan elektroforez sistemlerinden
biridir. Bu sistem, elde edilen niikleik asitlerin safliklar1 ve boyutlarinin belirlenmesi
temeline dayanmaktadir. Bir diger kullanim alani ise, PCR sonrasi elde edilen {iriiniin

molekiiler agirliginin belirlenmesidir.

Saflastirilmis olan niikleik asitlerin kontrolii, 80 V'luk elektrik akimli TBE
tampon ortaminda yapilan elektroforez ile saglanmistir. TBE (Tris—Borik Asit—
EDTA) tamponu, Cizelge 2.3°de belirtilen, DNA’ya baglanma &zelligi bulunan
etidyum bromiir igeren %2’lik agaroz jelde hazirlanmistir. PCR iiriinleri 5X Go Taq
Flexi yiikleme boyasi ile karistirilarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve
orneklerin elektriksel ortamda anottan katoda hareketleri saglanmistir. Marker olarak
ise Solis Biodyne Ready to load 0,1 pg/uL 50 pg 100 bp’lik araliklara sahip 3000

bp’lik marker kullanilmistir.

42



Cizelge 2.3: %2’ lik Agaroz Jel igerigi

Tampon Hazirlanan Stok Malzeme 1 1t icin
Tris 549
Borik Asit 2759
TBE 5X
EDTA (05 M) pH | 20mL
8.0)
Elektroforez ~ sonrast  jeller =~ VersaDoc  gdriintiileme
goriintiilenmistir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: VersaDoc Gorintiileme Sistemi

sisteminde
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2.5. Istatistiki On Degerlendirme:

Calismamizda bir kadindan, hem idrar hem vajen siirlintiisii ti¢ fakl test ile
incelenecek oldugundan, her kadindan birden fazla 6l¢tim alinmasi diistiniilmektedir.
Bu nedenle bakteri varliginin degerlendirilmesinde, dl¢limler arasi bagimliligin goéz
oniine alindig1 Genellestirilmis Tahmin Denklemleri (Generalized Estimating
Equations, GEE) kullanilacaktir.(Lipitsz ve ark. 1994). Kurulacak modelde, bakteri
varlig1 (var/yok) bagimli degisken, grup (sikayeti olan, sikayeti olmayan ve kontrol),
numune (vajen siirlintlisii ve idrar) ve yontem (PCR, Hazir Ticari Kit ve Klasik
Yontem) ise bagimsiz degiskenler olarak alinacaktir. Modelde bagimsiz
degiskenlerin ana etkileri ile etkilesimleri test edilerek modelden bulunacak odds
oranlar1 yorumlanacaktir. Buna ek olarak, mikroorganizma tespit yontemleri
arasindaki uyuma Kappa katsayisi ile bakilacaktir. Calismamizin, 65 olgu sikayeti
olan (kasik agrisi, vajinal akinti, idrarda yanma, kisirlik..vb.) 65 olgu sikayeti
olmayan (muayene sirasinda belirti gézlenen grup) ve 40 olgu kontrol grubu (kadin
dogum klinigine basvurmus herhangi bir sikayeti olmayan ve belirtiye rastlanmamis
saglikli kadinlar) olmak {izere 170 olgu {lizerinden yapilmast planlanmaktadir.
Orneklem biiyiikliigii, ii¢ yontem arasindaki uyuma iliskin kappa katsayismin hipotez
testi yaklasimi ile hesaplandi. Bu amagla R v.3.0.0 programinda “kappaSize”
kiitiiphanesinde yer alan “PowerBinary” fonksiyonu kullanildi. Orneklem biiyiikliigii
hesaplanirken yokluk hipotezindeki kappa katsayisi 0,10, alternative hipotezdeki
kappa katsayisi 0,8, beklenen mikroorganizma goriilme orani 0,10, kritik alfa degeri
0,05 ve testin giicii 0,80 olarak alinmugtir. Ug grupta da (Sikayeti olan, Sikayeti
olmayan, Kontrol) yontemler arasi uyumun ayni olacagi varsayildiginda, bir grup

i¢cin alinmas1 gereken 6rneklem biiytlikliigli 26 olarak bulunmustur.

Programda kullanilan kodlar ve program ciktist:
>library(“kappaSize”)>PowerBinary(kappa0=0.1, kappal=0.8, props=0.10,
alpha=0.05, power=0.80).

44



3. BULGULAR

Calismamizda; Mart 2015- Subat 2016 tarihleri arasinda Baskent Universitesi
Ankara Hastanesi Kadin Dogum Klinigine basvuran ve uzman doktorun uygun
gordiigii akint1 ve agn sikayeti olan 40, sikayeti olmayan 40 ve kontrol grubu olarak
belirlenen 30 cinsel yonden aktif kadindan olmak {izere toplamda 110 kadindan idrar
ve vajen siirlintii 6rnekleri alinmistir. Calismaya alinan 6rneklerde ve ATCC 15488

M.hominis susunda, ti¢ farkli yontem ile M. hominis mikroorganizmasi arastirilmistir.

Oncelikle belli hastanelerden alinan 20 pozitif numune ve M.hominis ATTC
15488 susu klasik besiyeri ve kitlerle ¢alisilmistir. Klasik besiyerinde tiretilen pozitif

numunelerin kitlerle kontrolleri yapilmis ve daha sonra ¢alismaya baslanmistir.

Cinsel yonden aktif kadinlardan alinan 6rnekler, Mycoplasma Agar dehidre
besiyeri kullanilarak klasik yontem ile es zamanli olarak piyasada kullanilan ticari
Kitlerle calisilmistir. Sonrasinda farkli pozitiflik veren tiim 6rnekler PCR yontemi ile

dogrulanmaistir.

Bu &rnekler incelendiginde, KIT 1 ile bakilan 110 idrar drnegininin 13’iinde,
110 vajen 6rneginin 1’inde, KIT 2 ile ise 110 idrar drneginin 16’sinda negatif,
3’tinde pozitif olarak 19 farkli sonug, 110 vajen 6rneginin ise 4’iinde farkli sonug
tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Toplamda alinan 220 6rnegin 37’sinde farkli sonug
goriilmiis olup, 35’inde ise kitlerle ve klasik yontemle uyumlu olarak hem vajen hem

de idrarda M.hominis pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 3.2).

Farkli sonu¢ bulunan 37 oOrnek PCR analizine alinarak dogrulamasi

yapilmistir. PCR sonuglarina gore hepsi pozitif bulunmustur (Cizelge 3.3.1). Sonug
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olarak, calismamizda 220 6rnekten 72’sinde (110 hastadan 36’s1) (%32,7) M.hominis

pozitif olarak tespit edilmistir.

40 -

35 -

30

25

20 -

15 -
10 -

VAJEN

IDRAR

mKiT1
mKiT2
s KULTUR

Sekil 3.1: Yontemlere Gore Farkli Sonuglar

Cizelge 3.1: Pozitif Orneklerin Numune ve Kit Tiirlerine Gére Dagilimi

Ornek Toplam KIT 1 KIT 2 Klasik PCR
Tiri ornek Pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif
say1s1
Vajen 110 35(%31) |1 32 (%29) | 4 36(%32) |0 36(%32) |0
Idrar 110 23 (%20) | 13 20 (%18) | 16 36(%32) |0 36(%32) |0
Toplam 220 58 (%26) | 14 52 (%23) | 20 72(%32) |0 72 (%32) |0
40 -
35 -
30
25 -
= VAJEN
20 .
= IDRAR
15 -
10
5 .
0 T T
KiT 1 KiT2 KOULTUR PCR

Sekil 3.2: Ornek Tiiriine Gore Sonuglar
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Omeklerin dagilimma bakildiginda, toplamda 110 hasta arasindan sikayeti
olan 40 hastadan 21’ i (%52,5), sikayeti olmayan 40 hastadan 11’ i (%27,5) ve
kontrol grubu 30 hastadan 4 (%13) {inde, toplam 36 hastada (%32,7) M.hominis
saptanmistir. Ayrica bu hastalardan pozitifligi tespit edilmis 25 hastanin tedavileri
yapilmis ve tedavi bitiminden 1 ay sonra kontrole ¢agirilmistir. Hastalarin 18’1 esli
tedaviye, 7’si ise tekli tedaviye alinmistir. Sonug¢ olarak esli tedaviye alinan
hastalarda AM.hominis’ e rastlanmamis olup, tekli tedavi alan hastalarin 5’inde (%20)

M.hominis tekrar tespit edilmistir.

Cizelge 3.2: Kiiltiir Yontemi, Kit ve PCR ile Yapilan Calisma Sonuglarina Gore Pozitif
Hasta Sonuglart

Hasta | Numune | Numune | Numune | KIiT1 KiT 2 Agar PCR
Sayisi Sayisi No Tiirii Besiyeri
1 1 4 VS + + + +
2 4 iD - 3 + +
2 3 7 VS + + + +
4 7 iD . + + +
3 5 10 VS i + + +
6 10 D - + + +
4 7 11 VS + + + +
8 11 ID + + + +
5 9 12 VS + + + +
10 12 iD + + + +
6 11 13 VS + + + +
12 13 D + + + +
7 13 14 VS + + + +
14 14 iD _ - T "
8 15 20 VS - + + +
16 20 D - + + +
9 17 23 VS T + + n
18 23 D - + + +
10 19 27 VS + + + +
20 27 iD + + + +
11 21 32 VS + + T n
22 32 D + + + +
12 23 34 VS + + + n
24 34 iD + + + +
13 25 39 VS + + + +
26 39 D - + + +
14 27 40 VS + + + +
28 40 iD + + + +
15 29 41 VS + + + +
30 41 iD + + + +
16 31 43 VS + + + +
32 43 iD + - + +
17 33 54 VS + - + +
34 54 iD - - + +
18 35 56 VS + + + +
36 56 iD + - + +
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Cizelge 3.2. devamu (Kiiltiir Yontemi, Kit ve PCR ile Yapilan Calisma Sonuglarina Gére
Pozitif Hasta Sonuglari)

19 37 61 VS + - + +
38 61 D + - + +

20 39 63 VS + + + +
40 63 D + - + +

21 41 70 VS + + + +
42 70 iD - + + +

22 43 73 VS + + + +
44 73 D - - + +

23 45 75 VS + + + +
46 75 iD - - + +

24 47 77 VS + + + +
48 77 D - - + +

25 49 80 VS + + + +
50 80 D + + + +

26 51 83 VS + + + +
52 83 D + - + +

27 53 84 VS + F o8 +
54 84 iD + + + +

28 55 85 VS + - + +
56 85 D + - + +

29 57 86 VS + + + +
58 86 D + + + +

30 59 87 VS + + + +
60 87 D + - + +

31 61 96 VS + + + +
62 96 D - 3 + +

32 63 99 VS + - + +
64 99 D + - + +

33 65 100 VS + + + +
66 100 iD + - + +

34 67 101 VS + + + +
68 101 iD + - + +

35 69 102 VS + + + +
70 102 iD + + + +

36 71 103 VS + + + +
72 103 iD + + + +

ATCC + + + +

3.1. Klasik Besiyeri Yontemi fle Yapilan Calisma Sonugclar

Cinsel yonden aktif kadinlardan alman 220 ornek (vajen ve idrar)
Mycoplasma Agar besiyerine yayma yontemiyle ekilmis ve 37°C’lik etiivde
desikator icerisinde 7-20 giin siiresince inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin
sonunda 72 ornekte iireme gozlenmistir. Uremeler besiyerinde makroskobik olarak

toplu igne basi biiyiikliigiinde ve goriiniimiinde goriilmiistiir. Olusan koloniler doku
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kiiltiirti mikroskobunda incelenmis olup, M.hominis’e ait tipik sahanda yumurta

goriinimi gozlenmistir (Sekil 3.1.1)

Sekil 3.1.1: M.hominis kolonilerinin doku kiiltiirii mikroskobundaki goriintiisii

3.2. Hazir Kit Yontemi ile Yapilan Cahsma Sonuglar

Kadinlardan alinan Ornekler kitlere ait transportlara inokiile edilmis ve
transportlarda mevcut olan &rnekler es zamanl olarak KiT 1 ve KIT 2’ye, her bir
kuyucuga 100 pL olacak sekilde ekilmistir. Sonuglar kuyucuklardaki renk
degisikliklerine gore yorumlanmistir. Kuyucuklardaki sar1 renk kirmizi veya parlak

pembeye donmiis olan 6rneklerde M.hominis pozitif kabul edilmistir.

24-48 Saatlik Inkiibasyondan Sonra M. hominis identifikasyonu

Sekil 3.2.1: M.hominis pozitif (+) besiyeri Sekil 3.2.2: M.hominis negatif (-)
besiyeri
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Sekil 3.2.3: KIiT 1 Kiiltiir stribinde M. hominis goriintiisii.

Sekil 3.2.4: KIT 2 kiiltiir stribinde pozitif M.hominis goriintiisii

3.3. PCR Yéntemi ile Yapilan Cahsma Sonuglar

Klasik Yontemle ve kitlerle paralel olarak calisilan 6rneklerden farkli sonug
veren 37 ornek ve kiiltiir ile pozitif bulunan 35 6rnek PCR analizine alinmistir. Farkli
sonu¢ veren Orneklerin PCR ile yapilan karsilastirmali ¢alisma sonuglart Cizelge

(3.3.1) de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3.1: Farkli Sonuglarin PCR Sonuglar ile Karsilastirilmasi

No | Numune No Numune Tiiri Mycoplasma IES Mycoplasma IST-2 PCR
_ Kiti Kiti
1 4 ID - +
2 4 iD +
3 7 iD - +
4 7 iD +
5 10 iD - +
6 10 iD +
7 14 iD - i
8 14 iD +
9 20 VS - +
10 |20 iD +
11 20 1D - +
12 23 iD - +
13 39 iD - +
14 43 iD +
15 54 VS +
16 54 iD - +
17 54 iD +
18 56 iD +
19 61 VS +
20 61 ID +
21 63 VS +
22 70 iD - +
23 73 ID - +
24 73 ID +
25 75 iD - +
26 75 1D +
27 77 iD - +
28 7 ID +
29 83 ID +
30 85 VS +
31 85 iD +
32 |87 iD +
33 96 ID +
34 99 VS +
35 99 ID +
36 100 iD +
37 101 iD +
38 ATCC SUSU +
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PCR asamalarindan DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra 6rnekler Thermal
cyclera almmis, buradaki amplifikasyon program cetveline gore analizi
gerceklesmistir. Amplifikasyon icin 335 bp ve 173 bp olmak iizere iki baz cifti
kullanilmigtir. Termal cycler’dan ¢ikan PCR {iriinii %2°lik 1x Tris-boric asid-EDTA
(TBE) agaroz jelde elektroforez ile analiz edilmistir. Olusan bantlar kullanilan
markera gore molekiiler agirliklar: bilinen bantlar ile karsilagtirilarak degerlendirme
yaptlmistir. Sekil 3.3.1’de 335 bp’lik primer dizini ile yapilan analiz gdsterilmistir.
Bu dizinde yalnizca 19 pozitif 6rnek tespit edilmis olup Sekil 3.3.2.°de gosterilen 173
bp’lik dizinde 37 6rnek de pozitif olarak tespit edilmistir.

4477101014142020 M 20233943545454566161

63707373757577 778385 M 85879699 100101 ATCC

_uupp t ®

Sekil 3.3.1. 335 bp primerleri ile yapilan Jel Elektroforez Sonuglart
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4477101014142020 M 20233943545454566161

63 707373757577 778385 M 85879699100 101 ATCC

Sekil 3.3.2: 173 bp primerleri ile yapilan Jel Elektroforez Sonuglart

Tiim bu sonuglar yorumlandiginda; 335 bp’lik primer dizininde 19 pozitif
sonug saptanirken 173 bp’lik primer dizininde 37 pozitif (tiim farkli numuneler)
sonug saptanmustir. Bu bilgiler 1s1ginda, M.hominis igin dogru sonuglarin tespitinde

173 bp’lik primer dizininin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir.
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3.4. Istatistiki Degerlendirme

3.4.1. Tammlayic Istatistikler

Cizelge 3.4.1. Tanimlayici istatistikler

Yontem Bakteri Yok Bakteri Var Toplam
Klasik n 148 72 220
i
% Yontem 67,3% 32,7% 100,0%
n 148 72 220
PCR
% Yontem 67,3% 32,7% 100,0%
n 168 52 220
KIT 2 (IST
(s % Yontem 76,4% 23,6% 100,0%
KIT 1 (IES) n 162 58 220
% Yontem 73,6% 26,4% 100,0%
Toplam n 626 254 880
% Yontem 72,0% 28,0% 100,0%

3.4.2. Genellestirilmis Tahmin Denklemleri (Generalized Estimating Equations,GEE).

Cizelge 3.4.2. Genellestirilmis Tahmin Modeli

Degisken Odds oran1 (OR) Alt Ust p
Sikayeti var 7,944 5,541 11,391 p<0.001
Sikayeti yok 2,453 2,287 2,632 p<0.001

*Kontrol 1

VS 1,357 ,978 1,881 ,073
*{drar 1
Klasik 1,420 1,394 1,445 p<0.001
PCR 1,420 1,394 1,445 p<0.001
KIT 2 ,849 ,842 ,855 p<0.001
*KIT 1 1

* referans kategori

Genellestirilmis tahmin denklemlerinde elde edilen modelde grup ve yontem
degiskenleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Odds oranlarini
yorumladigimizda, bakteri olma olasiligi sikayetim var diyenlerde, kontrol grubuna
7,944 Kkat daha fazladir ([5,541-11,391], p<0,001). Aymi sekilde sikayetim yok
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diyenlerde ise kontrole gore bakteri olma olasilig1 2,453 kat daha fazladir ([2,287-
2,637], p<0,001).

Numune tiiriinde, vajen sliriintiisiinde bakteri olma olasiligi, idrara gore 1,357

kat daha fazladir ([0,978-1,881], p<0,001).

Klasik ve PCR ydntemlerinde bakteri olma olasiligi, KIT 1 ydntemine gére
1,420 kat daha fazladir ([1,394-1.445], p<0,001). KIT 2 yénteminde bakteri olma
olasiligi KiT 1 yéntemine gore 0,849 kat daha fazladir ([0,842-0,855], p<0,001).

2007
W Balteri Yok
IH Balteri \Var

150

100

S0

Klasik

Sekil 3.4.2 Yontemlerde bakteri varligi ve Odds oranlar1 (OR)

3.4.3. Yontemlerin arasindaki uyum i¢cin Kappa Katsayisi

Kappa istatistigi ilk olarak Cohen (1960) tarafindan Onerilmistir. Landis ve
Koch (1977) uyumlulugun derecesine gore kappanin degerlerinin degisik araliklarini

tanimlamigtir. 0,75 veya daha biiyiik degerler; miikkemmel uyumlulugu, 0,40 veya
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daha altindaki degerler; zayif uyumlulugu, 0,40 ve 0,75 arasindaki degerler; orta

dereceli uyumlulugu gosterir.

Cizelge 3.4.3. Yontemlerin Kappa uyum katsayisi

Yontem Bakteri Yok Bakteri Var Toplam

Klasik n 148 72 220
% Yontem 67,3% 32,7% 100,0%

PCR n 148 72 220
% Yontem 67,3% 32,7% 100,0%

] n 168 52 220
KIT2 % Yontem 76,4% 23,6% 100,0%

KiT 1 n 162 58 220
% Yontem 73,6% 26,4% 100,0%

Toplam n 626 254 880
% Yontem 72,0% 28,0% 100,0%

Kappa Katsayisi= 0.834 p<0.001

Mikroorganizma tespit yontemleri arasindaki Kappa uyum katsayisi1 0,834’ dir
ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yontemler arasinda miikemmel bir uyum

oldugu soylenebilir.

Cizelge 3.4.4. Klasik ve PCR yontemlerinin uyum katsayis1

PCR
Klasik 0 1 Toplam
0 n 148 0 148
Beklenen n 99,6 48,4 148,0
% Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 0 72 72
Beklenen n 48,4 23,6 72,0
% Klasik 0,0% 100,0% 100,0%
Toplam n 148 72 220
Beklenen n 148,0 72,0 220,0
% Klasik 67,3% 32,7% 100,0%
Kappa Katsayisi= 1.000 p<0.001

Klasik ve PCR yontemleri ayni sonuglar1 verdigi i¢in uyum katsayis1 1,000

cikmistir ve istatistiksel olarak uyum anlamli bulunmustur.




Cizelge 3.4.5. Klasik ve KIT 2 yontemlerinin uyum katsayisi

KiT 2
Klasik 0 1 Toplam
0 N 148 0 148
Beklenen n 113,0 35,0 148,0
% Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 N 20 52 72
Beklenen n 55,0 17,0 72,0
% Kilasik 27,8% 72,2% 100,0%
Toplam N 168 52 220
Beklenen n 168,0 52,0 220,0
% Klasik 76,4% 23,6% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.778 p<0.001

Klasik ve KIT 2 yontemi arasindaki kappa uyum katsayist 0,778 olarak

bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.6. Klasik ve KIT 1 ydntemlerinin uyum katsay1si

KIiT 1
Klasik 0 1 Toplam
0 N 148 0 148
Beklenen n 109,0 39,0 148,0
% Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 N 14 58 72
Beklenen n 53,0 19,0 72,0
% Klasik 19,4% 80,6% 100,0%
Toplam N 162 58 220
Beklenen n 162,0 58,0 220,0
% Klasik 73,6% 26,4% 100,0%
Kappa Katsayis1 = 0.848  p<0.001

Klasik ve KIT 1 yontemi arasindaki kappa uyum katsayis1 0,848 olarak

bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.4.7. PCR ve KIT 2 yéntemlerinin uyum katsayis1

KiT 2
PCR 0 1 Toplam
0 N 148 0 148
Beklenen n 113,0 35,0 148,0
% PCR 100,0% 0,0% 100,0%
1 N 20 52 72
Beklenen n 55,0 17,0 72,0
% PCR 27,8% 72,2% 100,0%
Toplam N 168 52 220
Beklenen n 168,0 52,0 220,0
% PCR 76,4% 23,6% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.778 p<0.001

PCR ve KIT 2 yontemi arasindaki kappa uyum katsayis1 0,778 olarak bulunmustur

ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.8. PCR ve KIT 1 yontemlerinin uyum katsayisi

KiT 1
PCR 0 1 Toplam
0 N 148 0 148
Beklenen n 109,0 39,0 148,0
% PCR 100,0% 0,0% 100,0%
1 N 14 58 72
Beklenen n 53,0 19,0 72,0
% PCR 19,4% 80,6% 100,0%
Toplam N 162 58 220
Beklenen n 162,0 58,0 220,0
% PCR 73,6% 26,4% 100,0%
Kappa Katsayis1 = 0.848  p<0.001

PCR ve KIT 1 yontemi arasindaki kappa uyum katsayis1 0,848 olarak bulunmustur

ve istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.4.9. KIT 1 ve KIT 2 yontemlerinin uyum katsayisi

KIiT 1
KIiT 2 0 1 Toplam
0 N 154 14 168
Beklenen n 123,7 443 168,0
% IST 91,7% 8,3% 100,0%
1 N 8 44 52
Beklenen n 38,3 13,7 52,0
% KiT 2 15,4% 84,6% 100,0%
Toplam N 162 58 220
Beklenen n 162,0 58,0 220,0
% KIT 2 73,6% 26,4% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.734 p<0,001

KIT 1 ve KiT 2 yéntemi arasindaki kappa uyum katsayis1 0,734 olarak bulunmustur ve

istatistiksel olarak anlamlidir.

3.4.4. Grup degiskenine gore yontemler arasindaki Kappa uyum katsayisi

Cizelge 3.4.10. Klasik ve KiT 2 yéntemlerinin grup degiskenine (Sikayetim var) gore

uyum katsayisi
Sikayetim var KiT?2
Klasik 0 1 Toplam
0 n 38 0 38
Beklenen n 20,0 18,1 38,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 4 38 42
Beklenen n 22,1 20,0 42,0
% n Klasik 9,50% 90,5% 100,0%
Toplam n 42 38 80
Beklenen n 42,0 38,0 80,0
% n Klasik 52,5% 47,5% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.900 p<0.001

Sikayeti olan hastalarda, Klasik ve IST yontemi arasindaki kappa uyum katsayisi

0,900 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.4.11. Klasik ve KIT 1 ydntemlerinin grup degiskenine (Sikayetim var) gére uyum
katsay1si

Sikayetim var KIT 1
Klasik 0 1 Toplam
0 n 38 0 38
Beklenen n 22,3 15,7 38,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 9 33 42
Beklenen n 24,7 17,3 42,0
% n Klasik 21,4% 78,6% 100,0%
Toplam n 47 33 80
Beklenen n 47,0 33,0 80,0
% n Klasik 47,0% 33,0% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.777 p<0.001

Sikayeti olan hastalarda, Klasik ve KIT 1 ydntemi arasindaki kappa uyum katsayisi

0,777 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.12. KiT 1 ve KiT 2 yontemlerinin grup degiskenine (Sikayetim var) gore uyum
katsay1si

Sikayetim var KiT 1
KiT 2 0 1 Toplam
0 n 40 2 46
Beklenen n 24,7 17,3 46,0
% nIST 95,2% 4,8% 100,0%
1 n 7 31 34
Beklenen n 22,3 15,7 34,0
%n KIT 2 18,4% 81,6% 100,0%
Toplam n 47 33 80
Beklenen n 47,0 33,0 80,0
% n KIT 2 58,8% 41,2% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.773 p<0.001

Sikayeti olan hastalarda, KIT 1 ve KIT 2 yéntemi arasindaki kappa uyum

katsayis1 0,773 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.4.13. Klasik ve KiT 2 yéntemlerinin grup degiskenine (Sikayetim yok) gore uyum

katsay1si
Sikayetim yok KIiT 2
Klasik 0 1 Toplam
0 n 58 0 58
Beklenen n 50,0 8,0 58,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 11 11 22
Beklenen n 19,0 3,0 22,0
% n Klasik 50,0% 50,0% 100,0%
Toplam n 69 11 80
Beklenen n 69,0 11,0 80,0
% n Klasik 86,2% 13,8% 100,0%

Kappa Katsayisi= 0.592 p<0.001

Sikayeti olmayan hastalarda, Klasik ve KIT 2 yontemi arasindaki kappa uyum

katsayis1 0,592 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.14. Klasik ve KiT 1 yontemlerinin grup degiskenine (Sikayetim yok) gore uyum
katsay1si

Sikayetim yok KIT 1
Klasik 0 1 Toplam
0 n 58 0 58
Beklenen n 45,0 13,1 58,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 4 18 22
Beklenen n 17,1 50 22,0
% n Klasik 18,2% 81,8% 100,0%
Toplam n 62 18 80
Beklenen n 64,0 18,0 80,0
% n Klasik 77,5% 22,5% 100,0%
Kappa Katsay1s1=0.867 p<0.001

Sikayeti olmayan hastalarda, Klasik ve KIiT 1 yontemi arasindaki kappa uyum

katsayis1 0,867 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

61



Cizelge 3.4.15. KIT 1 ve KiT 2 yéntemlerinin grup degiskenine (Sikayetim yok) gore uyum
katsay1si

Sikayetim yok KIiT 1
KIiT 2 0 1 Toplam
0 n 61 8 69
Beklenen n 53,5 15,5 69,0
%n IST 88,4% 11,6% 100,0%
1 n 1 10 11
Beklenen n 8,5 2,5 11,0
%n KIT 2 9,1% 90,9% 100,0%
Toplam n 62 18 80
Beklenen n 62,0 18,0 80,0
% nKIT 2 77,5% 22,5% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.626 p<0.001

Sikayeti olmayan hastalarda, KIT 1 ve KIT 2 yontemi arasindaki kappa uyum

katsayis1 0,626 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.16. Klasik ve KiT 2 yontemlerinin grup degiskenine (Kontrol) gére uyum
katsayist

Kontrol KIT 2
Klasik 0 1 Toplam
0 n 52 0 52
Beklenen n 49,4 2,6 52,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 5 3 8
Beklenen n 7,6 A4 8,0
% n Klasik 62,5% 37,5% 100,0%
Toplam n 57 3 60
Beklenen n 57,0 3,0 60,0
% n Klasik 95,0% 5,0% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.510 p<0.001

Kontrol grubu hastalarda, Klasik ve KiT 2 yontemi arasindaki kappa uyum katsayisi

0,510 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3.4.17. Klasik ve KiT 1 yéntemlerinin grup degiskenine (Kontrol) gére uyum

katsay1si
Kontrol KIT 1
Klasik 0 1 Toplam
0 n 52 0 52
Beklenen n 45,9 6,1 52,0
% n Klasik 100,0% 0,0% 100,0%
1 n 1 7 8
Beklenen n 7,1 9 8,0
% n Klasik 12,5% 87,5% 100,0%
Toplam n 53 7 60
Beklenen n 53,0 7,0 60,0
% n Klasik 88,3% 11,7% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.924 p<0.001

Kontrol grubu hastalarda, Klasik ve KiT 1 yontemi arasindaki kappa uyum katsayisi

0,924 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3.4.18. KIiT 1 ve KIT 2 yontemlerinin grup degiskenine (Kontrol) gére uyum

katsayist
Kontrol )
KIT 1
KIiT 2 0 1 Toplam
0 n 53 4 57
Beklenen n 50,4 6,7 57,0
%nKIT 2 93,0% 7,0% 100,0%
1 n 0 3 3
Beklenen n 2,7 A4 3,0
%n KIT 2 0,0% 100,0% 100,0%
Toplam n 53 7 60
Beklenen n 54,0 6,0 60,0
%n KIT 2 88,3% 11,7% 100,0%
Kappa Katsayisi= 0.570 p<0.001

Kontrol grubu hastalarda, KiT 1 ve KIT 2 y&ntemi arasindaki kappa uyum katsayisi

0,570 olarak bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamlidir.




3.4.5. Numuneler Aras1 Uyum Katsayisi

Cizelge 3.4.19. 72 pozitif érnegin KIT 2’ ye gére numune tiirleri arasindaki iliskisi

sutun Total
pozitif negatif Toplam
vajen n 32, 4, 36
0,
/6 numune 88,9% 11,1% 100,0%
% siitun 60,4% 21,1% 50,0%
Artik 55 -5,5
idrar n 21, 15, 36
0,
7 numune 58,3% 41,7% 100,0%
% siitun 39,6% 78,9% 50,0%
Artik -5,5 55
Toplam n 53 19 72
0,
% U 73,6% 26,4% 100,0%
% siitun 100,0% 100,0% 100,0%
Ki-kare degeri = 7.150 p=0.007

72 pozitif drnegin KIiT 2° ye gore vajen ve idrardan alinan numune arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,01). Numunelerden elde
edilen degerlerin artiklar1 incelenmis ve artik degerlerden en yiiksek deger 2,5’in
tizerinde ve en diisiik deger ise -2,5 den kiiciik elde edilmistir. Bu sonuglarda iki
numune arasindaki farkliligi gosterir. Benferonni diizeltmesi kullanilarak p degeri

hesaplanmustir.
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Cizelge 3.4.20:

72 pozitif drnegin KIT 1 ‘e gdre numune tiirleri arasindaki iliskisi

stiitun
pozitif negatif Toplam
vajen n 35, 1, 36
% numune
° 97,2% 2.8% 100,0%
% stitun 60,3% 7,1% 50,0%
Artik 6,0 -6,0
idrar n 23, 13, 36
% numune
° 63,9% 36,1% 100,0%
% siitun 39,7% 92,9% 50,0%
Artik -6,0 6,0
Toplam n 58 14 72
% numune
° 80,6% 19,4% 100,0%
% siitun 100,0% 100,0% 100,0%
Ki-kare degeri = 10.729 p=0.001

72 pozitif érnegin KiT 1’e gdre vajen ve idrardan alman numune arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,01). Numunelerden elde
edilen degerlerin artiklar1 incelenmis ve artik degerlerden en yiiksek deger 2,5’in
tizerinde ve en diisiik deger ise -2,5 den kiiciik elde edilmistir. Bu sonuglarda iki

numune arasindaki farkliligi gosterir. Benferonni diizeltmesi kullanilarak p degeri

hesaplanmustir.

3.5. Antibiyotik Duyarhhiklari

3.5.1. KIiT 1 ile Antibiyotik Duyarhliklar:

KIT 1 ile 11 antibiyotik icin duyarliik bakabilmektedir (Cizelge 3.5.1).
Duyarliliklar renk degisimine gore degerlendirmeye almmis olup 2 farkh

konsantrasyona gore sonuglar yorumlanmustir.




Cizelge 3.5.1: KiT 1 Antibiyotikleri

No Antibiyotik Ad1 ve Kisaltmasi Konsantrasyonu mg/L
1 Pristinamycin PRI 2
2 Minocycline MIN 2 8
3 Josamycin JOS 2 8
4 Erythromycin ERY 8 16
5 Roxithromycin ROX 1 4
6 Clindamycin CLI 0.25 0.5
7 Ofloxacin OFL 1 4
8 Ciprofloxacin CIP 1 2
9 Clarithromycin CLA 1 4
10 Tetracycline TET™ 1 2
11 Levofloxacin LEV*" 2 4
12 Tetracycline TETY 4 8
13 Levofloxacin LEVMH 1 2

yapilan antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirmeye alindi.

Cinsel yonden aktif kadinlardan izole edilen mikroorganizmalarin KiT 1 ile

Buna gore tiim suslar

icerisinde en biiyiik duyarlilik %100 ile pristinamisine karst bulundu. Bunu takiben

%80 tetrasiklin %75 josamisine bulundu. En yiiksek diren¢ %100 ile levofloksasin

%397 ile sirasiyla, klindamisin, roksitromisin ve %94 ile siprofiloksasinde goriildii.

Bunu takiben % 81 eritromisin, %89 klaritromisine karsi direng tespit edildi (Sekil
3.5.1)

120

M.hominis

100 -

60 -

0 -

i I I I B M.hominis
PRI TET JOS MIN OFL ERY CLA

Sekil 3.5.1: KIT 1 ile Antibiyotik Duyarlilik Dagilimlar1
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3.5.2. KIT 2 ile Antibiyotik Duyarhliklar

KIT 2 ile 9 antibiyotik icin duyarlilik bakabilmektedir (Cizelge 3.5.2).

Duyarliliklar renk degisimine gore degerlendirmeye alinmis olup 2 farkh

konsantrasyona gore sonuglar yorumlanmustir.

Cizelge 3.5.2: KiIT 2 Antibiyotikleri

No Antibiyotik Ad1 ve Kisaltmasi Konsantrasyonu mg/L

1 Doxycycline DOT 4 8
2 Josamycin JOS 2 8
3 Ofloxacin OFL 1 4
4 Erythromycin ERY 1 4
5 Tetracycline TET 4 8
6 Ciprofloxacine CIP 1 2
7 Azithromycine AZI 0.12 4
8 Clarithromycin CLA 1 4
9 Pristinamycin PRI 2

Cinsel yonden aktif kadinlardan izole edilen mikroorganizmalarin KIT 2 ile

yapilan antibiyotik duyarhiliklar1 degerlendirmeye alindu.

Buna gore tiim suslar

icerisinde en biiyiik duyarlilik %100 ile pristinamisine karst bulundu ve bu sonucun

KiT 1 ile uyumlu ¢iktig1 goriildii. Bunu takiben, %91 doksisiklin, %83 tetrasiklin,

%52 josamisine karsi, en yiiksek diren¢ %2100 ile siprofiloksasine, %91 ile

klaritromisine kars1 bulundu. Eritromisin ve Azitromisine kars1 direng ise %89 olarak

saptanmustir (Sekil 3.5.2).
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4. TARTISMA

Genellikle tirogenital sistemde kolonize olabilen M.hominis, cinsel yonden
aktif bircok kadin ve erkegin normal genital florasinda bulunabilmekte (Fiengold ve
Mansur, 2003; Nulens ve ark., 2016) ve vajinal sekresyondan, hamilelik sirasinda
amniyotik sividan, plasenta dokusundan ve kordon kanindan izole edilebilmektedir
(Schwebke ve Weiss, 2001; Capoccia ve ark., 2013). Mikoplazma cinsel yolla
bulasabilen bir hastalik ajan1 olarak kabul edilmekte ve oral-genital veya genital-
genital temas bu mikroorganizmalarin bulagmasinda en sik karsilasilan yol olarak
bilinmektedir (Koneman ve ark., 2006). Ayrica kolonize olmus annenin iirogenital
sisteminden, dogum sirasinda veya annenin kanindan plasenta yoluyla, kolonize
olmus dogum kanali ile ya da dogumdan sonra infanta gecebilmektedir. M.hominis’
in bir¢ok infeksiyonla iligkili olarak ¢esitli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir
(Pignanelli ve ark., 2015).

Ulkemizde rutin kontrolii olmayan bu mikroorganizma, birgok infeksiyonda
etken olarak goriilebilmekte, farkli bakterilerle bir araya geldiginde ciddi tablolarla
karsilasilmasina neden olabilmektedir (Campos ve ark. 2015; Leli ve ark. 2013).
Ozellikle cinsel yonden aktif kadinlarda ve hamilelerde tespiti yapilip, tedavi
edilerek kontrol altina alinmadigi durumlarda bebekte kalict hasarlar
birakabilmektedir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda M.hominis sikligi, sikayeti
olan, olmayan ve kontrol grubu olmak iizere cinsel yonden aktif 110 kadindan alinan
vajen ve idrar Ornekleriyle, iki farkli kit, klasik kiiltir ve PCR yontemleri
kullanilarak belirlenmis ve sonuglar bu konuda yapilan cesitli c¢alismalarla

karsilastirilmistir.

Tiirkiye’de; Altindis ve Tanir (2001) vajinal akint1 sikayeti olan kadinlarda
M. hominis sikligini belirlemek i¢in 40 vajinal akintili kadindan aldig1 6rnekleri hazir

ticari kit ile ¢aligmis ve bunlarin 3’tinde (%7,5) M.hominis tespit etmistir. Eksi ve
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arkadaslarinin (2006) vajinal akint1 sikayeti olan, cinsel yonden aktif 130 kadin hasta
ve vajinal akinti sikayeti olmayan saglikli 40 kadin ile yaptiklari caligmada ise,
hastalarin endoservikal siiriintii 6rnekleri, ticari mikoplazma kiiltiir kitiyle M.hominis
acisindan degerlendirilmistir. Buna gore, 130 hastanin 7’sinde (%5,38) M.hominis
tespit edilmis, kontrol grubu olarak secilen 40 kadinda {ireme goriilmemistir. Baksu
ve arkadaslart (2005), jinekolojik muayenelerinde servisit saptanan 321 hastada
M.hominis sikligini ticari kiiltiir kiti kullanarak arastirmiglar, 60’mda (%]18,6)

M.hominis pozitifligi bildirmislerdir.

Yurtdisinda ise; Rodrigues ve arkadaslari (2011), servikal siiriintii ornegi
aldiklar1 224 kadinda M.hominis varligini aragtirmiglar ve %21,9 olarak rapor
etmiglerdir. Dogum yapmis, gebe ve gebe olmayan kadinlarin dahil edildigi ve bu
kadinlardan alinan 300 vajinal siirlintli Orneginin incelendigi bir ¢alismada;
M.hominis sirastyla %5, %12 ve %5 oraninda saptanmistir. Gebelerde genital
mikoplazmalarin artis gosterdigi gortilmistiir (Cedillo-Ramirez ve ark., 2000).
Gebeler ile yapilan diger calismalarda ise M. hominis prevelansini, Luton ve
arkadaglar1 (1994) %4, Cassell ve arkadaslart (1993) %20, Chua ve arkadaslari
(1998) %17,7 olarak bildirmislerdir. Biz, c¢alisma gruplarimizin olusturdugu
kadinlarin tamamindan aldigimiz vajinal &rneklerde KiT 2 ile yaptigimiz ¢alismada,
M.hominis sikligin1 %29 olarak belirleyerek yapilan caligmalardan daha yiiksek
oranda pozitif sonug elde ettik. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecek
sebeplerden birinin doktor tarafindan hastada gozlenen semptomlara gore Ornek
secimi yapilmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Irdelenen calismalar
dikkate alindiginda; gebeler ve cinsel yonden aktif semptomatik kadinlarda
M.hominis prevelans1 6nemli 6l¢iide yiiksek bulunmustur ve antimikrobiyal ajanlara
kars1 direng gelistirme egiliminde oldugu gozlenmistir. Glivenli bir gebelik ve kalici
infeksiyonlar1 engellemek i¢in bu mikroorganizmanin tespitinin yapilmasi ve uygun

antibiyotik tedavisinin kullanilmasi 6nem tagimaktadir.

Sobouti ve arkadaglarinin (2014) yaptig1 bir ¢alismada, 165 yenidogandan

alinan nazotrakeal ve farengeal 6rneklerde PCR ile M.hominis arastirmasi yapilirken
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es zamanli annelerinden alinan vajinal Orneklerde de M.hominis varlig
aragtirtlmistir.  Annelerde M. hominis oranm1 %15 (25/165), pozitif anneden
yenidogana ge¢me orant %60 olarak tespit edilmistir. Bu bilgilere gore, anneden
yenidogan bebegine vertikal bulasma oldugu saptanmis ve oranlara bakildiginda
yenidogana vertikal bulasin prevelanst dikkat c¢ekici bulunmustur. Bu
mikroorganizma bulagsmas1 yenidoganda ciddi infeksiyonlara neden olabilecegi i¢in
gebelik periyodunda M.hominis’in tarama testleriyle tespiti, yenidoganda infeksiyonu
engellemek i¢in 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, gebe kadinlarda tarama testlerinin,

gebelik sirasinda ve 6ncesinde yayginlastirilmasinin 6nemi vurgulanmaistir.

Yapilan c¢aligmalarda M.hominis sikligimin diger hastaliklarla iliskisi de
arastirilmistir. Hong ve arkadaslari (2002), pelvis inflamatuar hastaligi (PID) olan
200 kadin ve sikayeti olmayan 155 kadindan aldiklar1 servikal 6rnekleri, hazir ticari
kit ile calismislar ve hastalarin 52’sinde (%26), kontrol grubunun 8’inde (%5,2) M.
hominis tespit etmislerdir. Calismada M.hominis’in PID ile istatistiksel olarak
anlamli bir iligkisi oldugu bildirilmistir. Zdrodowska-Stefanow ve arkadaslari (2006),
tirogenital hastalikli kadinlarda M.hominis sikligini kiiltiir yontemiyle arastirmay1
amagladiklart ¢alismalarinda, 18-41 yaslar1 arasinda cinsel yonden aktif, vajinit,
servisit, liretral sendrom, PID, problemli gebelik (diisiik, erken dogum gibi), fertil
yetmezlik ve epidemiyolojik nedenlerle jinekoloji ve cinsel temasla bulasan
hastaliklar klinigine basvuran 541 kadindan servikal ve {iretral siiriinttiler almiglar ve
20’sinde (%3,7) M. hominis izole etmislerdir. Biz de, sikayeti olan, olmayan ve
kontrol grubu olarak belirledigimiz 110 kadindan alinan vajen ve idrar ornekleri ile
yaptigimiz ¢alismada, sikayeti olan 40 hastadan 21’ inde (%52,5), sikayeti olmayan
40 hastadan 11’inde (%27,5) ve kontrol grubu 30 hastadan 4’tinde (%13), toplam 36
hastada (%32,7) M.hominis tespit ettik. Bulgularimiz, her ii¢ grup iginde bir¢ok
caligmadan daha yiiksek pozitiflik elde ettigimizi gostermektedir. Bu farkli
sonuglarm M.hominis varligin etkileyen etkenlerden bir digeri olan ¢alisma grubuna
bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Insanlarda bu mikroorganizma kolonizasyonunun
geng yas, diisiik sosyoekonomik statii, cinsel aktivite, partner sayisi, etnik kdken ve

dogum kontrol hap1 kullanimi gibi faktorler ile farklilasabildigi belirtilmistir. Ancak
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inceledigimiz hasta grubunda, M.hominis’ in Kolonizasyon sikliginda hangi faktoriin

daha etkili oldugunu bilmek zordur.

Calismamizda ayrica, M.hominis ile birlikte U.urealyticum sikligina da
bakilmis olup, 110 kadindan 53’tinde (%48,2) U.urealyticum bulunmus ve
M.hominis ile birlikte bulunma oranmi %26,4 (29 hasta) olarak tespit edilmistir.
M.hominis’in U.urealyticum ile birlikte bulundugu c¢alismalarda farkli oranlar
mevcuttur. Lee ve arkadaslar1 (2010) 84 kadindan almis olduklar1 vajen ve idrar
orneklerini hazir ticari kitlerle ¢alismislar ve %7’sinde, Bilir ve arkadaslar1 (2011),
tirogenital infeksiyon siiphesi olan 1788 kisiden aldiklar1 vajinal akinti, sperm ve
tiretral akinti orneklerini hazir ticari kit ile ¢alismis ve 81 oOrnekte pozitif sonug
bulmuslardir. Bu 81 6rnekten 20'sinde (%25) M.hominis ve U.realyticum’u birlikte
tespit etmislerdir. Turan ve arkadaslarinin (2011), vajinit 6n tanil cinsel yonden aktif
340 kadin hasta ile yaptiklari ¢alismada, 9 hastada (%2,6), Zhu ve arkadaslar1 (2012),
genital infeksiyon siiphesi olan 3.306 kadindan aldiklar1 vajen ornekleriyle hazir
ticari kit kullanarak yaptiklari ¢calismada ise, U.urealyticum ve M.hominis’in birlikte
%13,9 oraninda bulundugunu bildirmislerdir. Bir diger c¢alismada ise, Diaz ve
arkadaglar1 (2013), 255 vajinal akintisi olan kadindan alinan 6rnekleri hazir ticari kit
ile calismiglar ve 43 6rnekte (%26,7) pozitif bulmuslardir. Lee ve arkadaslar1 (2016),
1035 hamile kadindan alinan vajinal siiriintii 6rneklerini hazir ticari kit ile ¢alismislar
ve 571 ornekte pozitiflik tespit etmislerdir. Bunlardan 97'sinde (%17) M.hominis ve
U.urealyticum’u birlikte izole ettiklerini bildirmiglerdir. Bizim elde ettigimiz

sonuglar da bir¢ok ¢alisma ile bu yonden benzerlik gostermektedir.

Calismamizda piyasada mevcut iki farkli kit sonuglarinin  M.hominis
tespitindeki uyumu da arastirlmistir. Buna gore, KIT 1 ile bakteri tespit etme
olasiigi KIT 2’ye gére daha fazla bulunmustur (p<0.001) ve istatistiksel olarak
anlamlidir. Literatiir arastirmalarinda iki kitin karsilastirildigr bir calismaya
rastlanmadig i¢in ¢alismamiz bir bagka ¢alisma ile kiyaslanamamistir. Skilijevic ve

arkadaslar1 (2016), iiretral ve endoservikal siiriintii drneklerinde KiT 2 ile M.hominis
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sikligin1 %8,3 olarak belirlemislerdir. Rastawicki ve arkadaslar1 (2004), KiT 2 ile
M.hominis sikligini aragtirmislar ve genitotiriiner sistemden alinan 6rneklerde %15
olarak tespit etmislerdir. KIT 2 ile yapilan bir diger ¢alismada da, De Francesco ve
arkadaslar1 (2013) genital mikoplazma prevelansin1 %18,6 olarak bildirmislerdir.
Biz de 110 kadmla yaptigimiz ¢alismamizda, KIT 1 ile vajen érneklerinin 35’inde
(%31), idrar 6rneklerinin 23’iinde (%20), toplamda 58 drnekte (%26,3), KIT 2 ile
vajen Orneklerinin 32’sinde (%29), idrar 6rneklerinin 20’sinde (%18), toplamda 52
ornekte (%23,6) M.hominis i pozitif olarak tespit ettik. Sonuglar degerlendirildiginde,
KIT 1 ve KIiT 2 tespit oranlarinda farkliliklar bulundugu gériilmektedir.

Kitlerle yapilan c¢alismalarda pozitif 6rneklerde antibiyotik duyarliliklarina
bakmak miimkiin olmaktadir. Bu konuda yapilan yurtici ve yurtdisi calismalar
yillara gore degerlendirecek olursak, iilkemizde yapilan duyarlhilik ¢aligmalarina
baktigimizda; Kili¢ ve arkadaglar1 (2004), genital mikoplazma diisliniilen olgularda
eger ampirik tedavi uygulanacaksa doksisiklin veya ofloksasin kullanilmasin
onermektedir. Giigliier’in 2007°de yaptig1 calismada doksisiklin direnci goriilmez
iken ofloksasin direnci (%60) olarak saptanmistir. Eksi ve arkadaslarinin (2006)
yaptig1 bir diger ¢alismada, doksisiklin direncine rastlanmamis, ancak roksitromisine
%57,1, ofloksasine karsi ise %28,5 oraninda direng tespit edilmistir. Bayraktar ve
arkadagslar1 (2010) vajinal akinti sikayeti olan 50 kadin ve sikayeti olmayan 50
kadindan alinan vajinal siiriintii 6rneklerini KIiT 2 ile ¢alismislar ve doksisiklin,
pristinamisin ve tetrasikline %100, josamisin %90, klaritromisin %84, azitromisin
%353, eritromisine %350 oraninda duyarlilik rapor etmislerdir. Bilir ve arkadaslari
(2011), 2004-2009 yillar1 arasinda {irogenital infeksiyon siiphesi olan 1788 hastadan
aldiklar1 vajinal akinti, sperm ve {iiretral akint1 6rneklerde, doksisiklin, ofloksasin ve
roksitromisin direng oranlarini incelemislerdir ve %7 doksisikline, %10 ofloksasine,
%15 roksitromisine karsi direng bildirilmistir. Yine Turan ve arkadaslar1 (2011),
M.hominis pozitif hastalarda, antibiyotik direnglerini belirlemis, M.hominis
izolatlarinda makrolid grubu antibiyotiklere (klaritromisin, eritromisin ve
azitromisin) olan direnci diger antimikrobiyallerden daha yiiksek bulmuslardir
(%85,7, %78,6, %71,5). M. hominis’in en duyarli oldugu antimikrobiyaller de
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josamisin ve pristinamisin (%92,9), i¢iincii sirada ise doksisiklin (%85,7) olarak
bildirilmistir. Meral ve arkadaslar1 (2014), Nisan 2011- Mayis 2014 yillar1 arasinda
M.hominis varligi saptanan 6rneklerde, M.hominis suslarinda eritromisine %95,9,
Klaritromisine %89,1, siprofloksasine %87,1, ofloksasine %87,1, azitromisine %83,
josamisine %25,8, pristinamisine %15, tetrasikline %12,3, doksisikline %6,8 direng

bildirmistir.

Yurtdisinda da duyarliliklarin verildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Leli ve
arkadaglar1 (2012), 331 kadindan alinan endoservikal Ornekleri hazir ticari kit ile
calisgmis olup, M.hominis agisindan 8 antibiyotige kars1 direng oranlarini
belirlemistir. Buna gore, pristinamisin, doksisiklin, josamisin, siprofloksasin ve
ofloksasine kars1 direng gelismedigi, eritromisin (%100), azitromisin (%66,7) ve
roxitromisine (%66,7) oraninda diren¢ gelistigini bildirilmislerdir. Vargovic ve
arkadaglarinin 2013°de hazir yine Kit ile yaptiklar1 g¢alismada, M.hominis’ in
doksisiklin, ofloksasin, klindamisin ve tetrasiklin duyarliliklar1 sirasiyla %100;
%100; %97,3; %83,8 olarak belirlenmistir. Izolatlar, eritromisin ve azitromisine kars1
%100 direngli bulunmustur. Diger bir ¢alismada ise 255 vajinal akintisi olan kadinda,
hazir ticari kit kullanilarak antibiyotik duyarliliklarmma bakilmis olup, M.hominis
orneklerinde doksisiklin, minosiklin klindamisine %20’ den az bir direng gelisirken,
eritromisin, azitromisin ve klaritromisine karsi >85% oraninda direng gelistigi
bildirilmistir (Diaz ve ark., 2013). Biernat ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢aligmada,
duyarliligin en yiiksek oldugu antimikrobiyalleri sirasiyla doksisiklin, tetrasiklin,
pristinamisin ve josamisin olarak saptamistir. Song ve arkadaslar1 (2014) nin 2005 ve
2013 willar1 arasinda c¢esitli genital semptomlart olan 2689 kadimi dahil ettigi
calismada, doksisiklin, josamisin, tetrasiklin ve pristinamisine diisiik oranda direng
tespit edilmistir (<%5,0) ve bu oranlar galisma periyodu siiresince degisiklige
ugramamigtir. 2009-2013 yillar1 arasinda Wang ve arkadaglar1 (2014)’nin 6051
kadinla yaptiklar1 bir diger ¢alismada, tetrasiklin ve doksisikline direng gelismedigi
bildirilmistir. Makrolid grubu antibiyotiklere (azitromisin, eritromisin, klaritromisin,
roksitromisin) direng sirastyla; %98; %100; %96 ve %96 seklinde iken, kinolon
grubu antibiyotiklere (levofloksasin, siprofloksasin, ofloksasin) direng ise; %80;

%82; %85 olarak bulunmustur. Caligmalar incelendiginde, yillara gore duyarlilik
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oranlarinda orantili degisimler goriilmiis olsa da bazi antibiyotikler ic¢in farkli
sonuclar dikkat cekmektedir. Bu durumun, uzun periyotlarda bakilan direng oranlart,
bilingsiz antibiyotik kullanimi1 ve yasadiklar1 bolgeler ve sosyoekonomik statiiden
kaynakli olabilecegi diisiintilmistiir. Biz de ¢alismamizda Kkitlerle antibiyotik
duyarliliklarini tespit ederek, tiim suslar igerisinde en yiiksek duyarliligi %100 ile
pristinamisine karsi, bunu takiben, %91 doksisiklin, %83 tetrasiklin, %52 josamisine
kars1 bulduk. En yiiksek direng ise, %100 ile siprofiloksasine, %91 ile klaritromisine
kars1 bulunmus olup, eritromisine ve azitromisine direng, %89 olarak saptanmustir.
%97 roksitromisin ve %35 ofloksasine direng tespit edilmis olan ¢alismamizda elde
ettigimiz sonuglar diger ¢alismalarla belli antibiyotikler igin benzerlik

gostermektedir.

Calismamizda M.hominis pozitif bulunan 6rneklerde antibiyotik duyarliliklari
tespit edildikten sonra hastalara uygun antimikrobiyal tedavi uygulanmis olup, tedavi
goren hastalardan 25’1 tedavi sonrasinda kontrole ¢agrilmistir. Bu hastalardan alinan
vajen Orneklerinden 5’inde M.hominis varlig1 gozlenerek, tedavi basarisi % 80 olarak
belirlenmigtir. Benzer sekilde Lee ve arkadaglari tarafindan (2010) cinsel yonden
aktif 84 kadmin tiimiinden hem vajen ve hem idrar 6rnekleri alinmis, ticari kit ile
antibiyotik duyarhiliklari arastirilmistir. Toplamda pozitif 29 hasta tedaviye alinmis
ve sonrasinda kontrole ¢agrilmistir. 24 hasta negatif sonug¢ verirken, 5 hastada
M.hominis tekrar tespit edilmistir. Pozitif ¢ikan hastalarin tekli tedavi gordiikleri
bildirilmistir. Bu c¢alismadaki tedavi basarist1 %82 ile bulgularimizla benzerdir.
Tedavi sonrasinda antibiyotik duyarliliklarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemis
olup, yeniden M.hominis tespit edilen hastalarin, tekli tedavi aldigi ve bu nedenle
tedavi edilemedigi veya yeniden infeksiyon etkeni aldig1r sonucuna varilmistir. Esli
tedavi géren hastalarda M.hominis izole edilmemis olup, sonuglarimiz ¢aligma ile

benzerlik gostermektedir.

Yapilan calismalarda, vajenden M.hominis tespitinde kitlerle elde edilen
sonuclar gilivenilir kabul edilse de, kiiltiir veya PCR ile dogrulamanin yapilmasinin

uygun olacagi sonucuna varilmstir. Bizde, kitlerle ve kiiltiir yontemiyle M.hominis
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varligini aragtirdigimiz ¢alismamizda, farkli sonuglara rastlamis olup, farkli 6rnekleri
PCR ile galisarak dogrulamasini yaptik. Kitlerde tespit edemedigimiz ancak kiiltiir ile
buldugumuz pozitif 6rnekleri PCR ile tespit ederek, yapilan dogrulama ¢alismasinin
o6nemini bir kez daha vurgulamis olduk. PCR ve kiiltiir galismalarinin paralel sonug
verdigi calismamizda kiiltiir yonteminin gilivenilir bir yontem oldugu agiktir. Ancak

¢ok zaman aldig1 ve kontaminasyon riski tasidigi i¢in ¢ok tercih edilmemektedir.

Izolasyonu zor olan M. hominis tamisinda PCR y&nteminin kullanilmasinin
daha uygun oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Blanchard ve Bebear, 2002).
Horn ve arkadaslar1 (1996), PCR ile kiiltiir yontemini karsilastirip PCR yonteminin
%095 oraninda daha duyarli ve kisa siirede sonuglandigini vurgulamislardir. Bir diger
calismada, 203 Ornek agar Kkiiltiir yontemiyle calisilmig, PCR ile 13 Ornekte
M.hominis pozitif fakat kiiltiir negatif olarak tespit edilmistir. PCR yonteminin kiltiir
yonteminden daha hassas oldugu sonucuna varilmistir (Petrikkos ve ark., 2006).
Benzer sekilde, Stellrecht ve arkadaslarimin (2004) kiiltir ve PCR metodlarini
karsilastirdiklari calismada, 84 hastadan, kiiltiir yontemiyle 21 (%25) pozitif, PCR ile
28 (%33) pozitif M.hominis tespit edilmistir.

Diaz ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada ise; 240 kadinda, hazir ticari
kit ve PCR yontemi ile M.hominis varlig1 arastirilmistir. PCR yontemiyle 22 hastada
M.hominis pozitif bulunurken, hazir kit yontemiyle yalnizca 8 pozitif 6rnek tespit
edilebilmistir. Buna goére; M.hominis tespitinde, PCR yonteminin (%100), kit
yontemine (%36) gore yiiksek derecede hassasiyet gosterdigi bildirilmistir. Michou
ve arkadaglar1 (2014), PCR ve kit yontemlerini kullandig1 ¢calismalarinda, kit yontemi
ile M.hominis’i %13,7, PCR yontemi ile %19,5 oraninda tespit etmislerdir. Abasl
(2007) yaptig1 calismada, M.hominis varligimni kit ve PCR y6ntemi ile arastirmis, kit
ile yapilan g¢alismada, M.hominis sikligint %2,9 (n=2) olarak bulmustur. PCR
yontemi ile bu oran1 %7,1 (n=5) olarak bildirmistir. Najar ve Samimi (2008) ise; 312
kadin ile yaptiklar1 ¢alismada, kit ve PCR yontemi kullanarak M.hominis varligini
degerlendirmislerdir. PCR ile 28 (%27,4) kadinda, kit yontemi ile yalnizca 12
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kadinda M.hominis pozitif tespit edilmis olup PCR hassasiyeti %91,8, kit ile yapilan
calisma hassasiyeti %53 olarak bildirilmistir. Redelinghuys ve arkadaslar1 (2013), 49
kadinda M.hominis’i hazir ticari kit kullanarak tespit etmislerdir. Sonuglari
dogrulamak i¢in PCR’ inda dahil edildigi ¢alismada, Kit ile bakilan 6rneklerden 11°
(%22,4) inde M.hominis pozitif olarak tespit edilmis olup, PCR ile yapilan
calismalarda, 36 (%73,4) pozitif tespit edilmistir. Choe ve arkadaslar1 2013 de iiroloji
ve jinekoloji bolimiine basvurmus 365 semptomatik 532 asemptomatik toplam 897
katilimct ile yaptiklari ¢alismada, 387 kadmna ait idrar ve endoservikal siiriintii
ornegini, kit ve PCR yontemleriyle karsilastirmali olarak calisilmislar, sonuglar
karsilastirildiginda, PCR ile 47 (%100) M.hominis tespit ederken, ticari kit ile 21
pozitif (%47) 26 negatif sonug tespit etmislerdir. Tiim bu caligmalar dikkate
alindiginda, PCR’1n kit yontemine gore hizli, giivenilir ve hassas bir yontem oldugu
sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda da, M.hominis PCR ile %32’sinde pozitif
bulunmusken, kitle %24 oraninda tespit edilmistir. Yontemler karsilastirildiginda,
diger ¢alismalarda oldugu gibi, iki metot arasinda pozitif bulma orani istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

Hem vajen hem de idrar 6rnekleri ile yapilan ¢alismamizda, 6rnek tiplerinin
M.hominis varliginin tespiti tlizerine etkisi arastirllmis olup, Kkitlerle yapilan
calismalarda, farkl ¢ikan sonuglar PCR ile dogrulanmis ve PCR’ 1n kitlere gore daha
hassas ve giivenilir sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ornekler ayr1 ayri
degerlendirildiginde, 6zellikle idrar 6rneklerinde kitlerin tespit oranlart PCR’ a gore
anlamli derecede diisiik ¢ikmistir (p<0.01). McKechnie ve arkadaslar (2011), 216
cinsel yonden aktif kadin ile birgok 6rnek iizerinde yaptiklari ¢alismada, M.hominis
tesptinde en hassas Ornegin vajinal siiriinti 6rnegi (%99,3) oldugunu tespit
etmislerdir. Idrar rneginden tespit oranini ise %84,6 olarak bildirmislerdir. Benzer
sekilde, bizim galismamizda da, M.hominis tespitinde en hassas 6rnek vajen siiriintii
ornegi (%97,2) olarak belirlenmis olup, idrar tespit orani ise %63,8 bulunmustur. Bu
bilgiler degerlendirildiginde, kitlerle yapilan c¢alismalarda vajen Orneginin tercih

edilmesinin daha uygun oldugu sonucuna varilmstir.
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Literatiir bilgilerine gore, M. hominis oranlarmin farkli hasta gruplar igin
genellikle tek bir numune iizerinde g¢alisilarak belirlenmis oldugu goriilmektedir.
Sectigimiz hasta profiline ait hem idrar hem vajen siiriintii 6rneklerinde ti¢ farkli
yontemle karsilagtirmali  olarak  yapilmis bir c¢alismaya rastlanmamustir.
Calismamizda M. hominis’in tespiti i¢in, cinsel yonden aktif kadinlardan alinan idrar
ve vajen siiriintlil 6rnekleri ile, klasik besiyerinde kiiltiir yapilmis olup, iki farkli hazir
ticari Kkitle teyidinin saglanmasinin yani sira, bulunan farkli sonuglara ait
numunelerin PCR yontemi ile de dogrulama calismasi yapilmistir. Buna gore,
PCR’m en etkin yontem oldugu belirlenmistir. Ayrica ticari Kitlerin numuneler
tizerindeki tespit oranlari, dogruluk yiizdeleri ve antibiyotik duyarliliklart
karsilastirmali olarak arastirilmis olup, ¢alismaya dahil edilen 6rneklerden, vajen
Orneginin 1idrar Ornegine gore daha hassas sonuglar verdigi goriilmiistiir.
Calismamizin bundan sonra yapilacak calismalar ve uygulamalar i¢in yol gdsterici

olacag diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, M.hominis mikroorganizmasinin cinsel yonden aktif kadinlar
arasinda, sikayeti olan, olmayan ve kontrol gruplarindan alinan vajen ve idrar
orneklerinde, klasik kiiltiir, piyasada kullanimi olan ticari kitler ve PCR olarak
belirlenmis ti¢ farkli yontem ile tespiti arastirilmistir. Ticari kitlerle yapilan
tespitlerde, Kitlerin iki ayr1 numunede verdigi farkli sonuglar PCR ile galisilarak
dogrulanmis ve sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore, ¢aligmaya
alinan 220 Ornekten 72°si kiiltir yontemiyle pozitif olarak tespit edilmistir.
Bunlardan 35’1 Kitlerle uyumlu sonu¢ vermis olup, 37’sinde farkli sonug
saptanmustir. Farkli sonug bulunan 37 6rnek ve kiiltiir pozitif 35 6rnek PCR analizine
alinarak dogrulamasi yapilmistir ve tiimii pozitif olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak, calismamizda 220 oOrnekten 72’sinde (%32,7) M.hominis pozitif olarak

bulunmustur.

Orneklerin dagilimma bakildiginda, toplamda 110 hasta arasindan sikayeti
olan 40 hastadan 21’1 (%52,5), sikayeti olmayan 40 hastadan 11’1 (%27,5) ve
kontrol grubu 30 hastadan 4’iinde (%13), toplam 36 hastada (%32,7) M.hominis
saptanmigtir. Bu sonuglar degerlendirildiginde, ¢alismamizda M.hominis goriilme
sikliginin yapilan diger caligmalardan daha yiiksek oranda tespit edildigi dikkat
¢ekmektedir. Calismamizda ortaya c¢ikan farkli sonucun, doktorumuzun hasta
grubunu, vajen akimntisi, sik idrara ¢ikma, agri gibi sikayetler ile bagvurmus
kadinlarin, diisiik yapma, erken dogum hikayelerini de dikkate alarak belirlemesi,
alian orneklerin transport besiyerlerine zamaninda inokiile edildikten hemen sonra,
uygun kosullarda laboratuvara ulastirilarak, bekletilmeden isleme alinmasindan

kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

PCR yonteminde amplifikasyon asamasi i¢in 335 bp ve 173 bp olmak iizere

iki baz cifti kullanilmistir. 335 bp’lik primer dizini ile yapilan analizde 37 Grnekten
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19 pozitif sonug elde edilirken, 173 bp’lik dizinde 37 6rnegin tamami pozitif olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglar yorumlandiginda; M.hominis tespitinde 173 bp’lik

primer dizininin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Cinsel yonden aktif kadinlardan izole edilen pozitif mikroorganizma
orneklerine ait antibiyotik duyarliliklar1 ise; KIT 1 ile, tiim suslar icerisinde en
yiiksek duyarlilik %100 ile pristinamisine karsi, bunu takiben %80 tetrasiklin, %75
josamisine kars1 bulundu. En yiiksek direng oranlari ise %100 ile levofloksasin, %97
ile klindamisin, roksitromisin ve %94 ile siprofiloksasinde goriildii. Bunu takiben
%81 eritromisin, %89 klaritromisin kars1 direng tespit edildi. Ayni sekilde KiT 2 ile
yapilan antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirmeye alindiginda ise, tiim suglar
ierisinde en yiiksek duyarlilik %100 ile pristinamisine kars1 bulundu. Bu sonug¢ KiT
1 ile uyumlu ¢ikmis olmakla birlikte, bunu takiben, %91 doksisiklin, %83 tetrasiklin,
%52 josamisine karst duyarli bulunmustur. Direng oranlar ise, %2100 ile
siprofiloksasine, %91 ile klaritromisine karsi tespit edilmis olup, eritromisin ve

azitromisine karsi direng ise %89 olarak saptanmustir.

Sonuglar istatistiki olarak degerlendirildiginde; bakteri olma olasiligt
acisindan, sikayeti olan grup ile kontrol grubu arasinda ve sikayeti olmayan grup ile
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Yontemler arasi uyum
degerlendirildiginde, Klasik ve PCR yontemlerinde bakteri olma olasiligi, KiT 1
yontemine gore 1.582 kat daha fazladir (p<0.001). KiT 2 ydnteminde bakteri olma
olasilig1 (%24), KIT 1 ydntemine (%26) gore 0.849 kat daha fazladir (p<0.001).
Numuneler aras1 uyum katsayisi incelendiginde ise; 72 pozitif 6rnekte, vajen ve idrar
orneklerinden, KIT 1 ve KIT 2 ile M.hominis tespit etme orani arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Vajen orneklerinde M.hominis

tespitinin idrara gore daha anlamli oldugu gortilmiistiir.
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Tim bu bilgiler 1s18inda; Klasik kiiltiir yontemi uzun zaman aldigi igin ¢ok
tercih edilmediginden, KiT 1 ve KIT 2 ile yapilacak ¢aligmalarda, M.hominis tespit
etme oram yiiksek olan KIT 1’in ayn1 zamanda fiyatinin da diisiik olmas1 nedeniyle,
hem maliyeti diistirme, hem de mikroorganizma tespitinde daha saglikli sonuglara
ulagilmasi agisindan tercih edilebilir oldugunu diistinmekteyiz. Yine kitlerle yapilan
M.hominis tespitinde vajen orneklerinin idrar rneklerine gore daha saglikli sonuglar
verdigi goz oniinde bulundurulursa, kitlerle yapilacak M.hominis tayininde vajen
orneklerinin tercih edilmesi ve kitle elde edilen negatif sonuglarda hastanin bulgular
gozoniinde bulundurularak, sonuglarin PCR ile dogrulanmasi mikroorganizma
tespitinde ve tedavi uygulanarak infeksiyonlarin giderilmesinde biiyilk 6nem
tagimaktadir. Tiim literatiir bilgileri ve ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar dikkate
alindiginda, PCR tespit oranlarina daha yakin sonuglar elde edebilecek Kkitlerin
tiretilmesi veya mevcut kitlerin validasyon calismalarmin yapilmasimin uygun

olacagi sonucuna varilmistir.

81



OZET

Cinsel Yonden Aktif Kadinlarda Mycoplasma hominis Profilinin Farkh

Yontemlerle Arastirllmas1 Uzerine Bir Calisma

Genellikle irogenital ve solunum sistemi hastaliklari ile iligkili olan
Mycoplasma hominis (M.hominis), cinsel yolla bulasabilen, peptidoglikan yapisinda
hiicre duvarina sahip olmayan ve hiicre capt en kiigiik mikroorganizmalardir.
Infertiliteden, erken dogum, tekrarlayan gebelik kayiplar1 ve yenidoganda solunum
sistemi hastaligindan sorumlu tutulduklar bilinmektedir. Hassas mikroorganizmalar
olmalar1 ve 0Ozel tasima ve kiiltlir besiyerine gereksinim duymalar1 laboratuvar
tanilarin1 giiclestirmektedir. M.hominis tespiti, klasik kiiltiir yontemi, serolojik tani
yontemi, molekiiler tani1 yontemleri ve hazir ticari kitler gibi yoOntemlerle
yapilabilmektedir. Bu mikroorganizmalarin  insanlarda meydana  getirdigi
hastaliklarin 6nemini ortaya koymak i¢in, izolasyon ve identifikasyonun dogru ve
giivenilir bir sekilde yapilmasi1 gerekmektedir.

Bu calismada, Baskent Universitesi Ankara Hastanesi Kadin Dogum
Klinigine basvurmus cinsel yonden aktif 110 kadindan alinan vajen ve idrar
orneklerinde (220 6rnek) M.hominis goriilme sikligr arastirilmistir. Bu amagla,
Mycoplasma Agar besiyeri, piyasada kullanimi mevcut iKi hazir ticari kit ile paralel
olarak ve PCR yontemi olmak fiizere 3 farkli klinik yontem kullanilarak
karsilastirmali bir ¢alisma yapilmistir. Tim ornekler 6nce klasik agar yontemi ve
kitlerle calisilmis olup, farkli pozitiflik bulunan 6rnekler PCR ile ¢alisilarak sonuglar
degerlendirilmistir. 220 cinsel yonden aktif kadindan alinan idrar ve vajen
orneklerinden 72’sinde M.hominis pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerin 37’sinde
farkli pozitiflik tespit edilmis olup 35’inde ise kitlerle ve klasik yontemle uyumlu
olarak hem vajen hem de idrarda M.hominis pozitif olarak bulunmustur. Farkli
pozitiflik bulunan 37 6rnek PCR analizine alinarak dogrulamasi yapilmistir. PCR
sonuclarina gére 72 6rnek de pozitif bulunmus olup, ¢alismamizda 220 6rnekten
72’sinde (%32,7) M.hominis pozitif olarak tespit edilmistir.

M.hominis tespitinde tek bir yontemin bu mikroorganizmayi teshis igin yeterli
olmadigi, bu nedenle, dogrulayici, hizli ve giivenilir tan1 saglayabilmek igin kit ve
PCR yontemlerinin kombine edilerek calisilmasinin uygun oldugu sonucuna
vartlmistir. Ayrica kitlerle yapilan M.hominis tespitinde, vajen 6rneklerinin idrar
ornegine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kiiltiir, Mycoplasma hominis, PCR
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SUMMARY

A Study On The Determination of Mycoplasma hominis Profile With Different
Methods in Sexually Active Women.

M.hominis is the smallest microorganisms yet discovered. They are usually
associated with urogenital and respiratory system diseases, it is sexually infected and
they don't have a peptidoglycan cell wall. Hence, they are found to be responsible of
infertility, prematurity, recurrent abortus and newborn respiratory distress.
Laboratory diagnosis of them are relatively complicated since they are very sensitive
microorganisms and they require special transport and culture media. Several liquid
and agar media formulas, serological methods, molecular methods, commercial Kits
are developed for detection of M.hominis. Since the infections caused by these
microorganisms exhibit importance, proper isolation and identification of these
bacteria are required to make proper and reliable.

In this study, vaginal and urinary samples obtained from at least 110 sexually
active women from Bagkent University Ankara Hospital Obstetrics Clinic will be
studied for detection of M.hominis. In this purpose, it was made a comperative study
by using three different clinical methods which are commercially available
mycoplasm agar media, commercially available kits and PCR methods. All samples
were studied first with classical agar method and Kits, then samples which different
positivity studied with PCR method and evaluated the results. M.hominis were
detected positive in 72 samples from 220 vaginal and urinary sampses obtained from
sexually active women. 37 number of these positive samples were detected different
positivity. The other 35 number of them were detected M.hominis positive in both
vagen and urine which compatible with kits and classical method. The 37 samples
which found different positivity were validated on PCR analysis. According to the
PCR results 72 samples were found positive, 72 of 220 samples (32,7%) were
identified as positive M.hominis in our study.

M.hominis identify a single method is not enough to detect these
microorganisms, therefore, to enable confirmatory, rapid and reliable diagnosis it
was appropriate to work with combination of kit and PCR methods has been
concluded. Also in determining M.hominis made with the kit, vaginal samples was
found to be significantly higher than urine samples.

Keywords: Culture, Mycoplasma hominis, PCR
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