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OZET

INSAN SERVIKOVAJINAL EPITEL HUCRE- BAKTERI iLISKIiSININ

ISIK VE ELEKTRON MIKROSKOBIK iINCELENMESI

AYDAN MUTLU
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. SAYESTE DEMIREZEN

Mayis 2013, 69 sayfa

Bakteriyel vajinozis fertii donemde en sik gorilen vajinit gesitlerinden biridir ve
basta Gardnerella vaginalis olmak Uzere c¢esitli anaerobik ve fakiltatif anaerobik
bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Bu enfeksiyonun en énemli tani kriteri ise
clue cell adi verilen Uzeri kok ve kokobasiller ile kapli skuamoz epitel hicreleridir.
Calismamizin amaci ise clue cell tipi hlcrelerde, bakteri epitel iligkisini daha iyi
anlamak, bakterilerin epitel hlicrelere nasil adezyon yaptigini gbézlemlemek ve
adezyon sonucu bakterilerin epitel hicre igine girip girmediklerini arastirmaktadir.
Bu kapsamda cgalismamizda 200 hastadan servikovajinal érnek alinmis ve bu
hastalar icinde Bakteriyel vajinozis (BV) enfeksiyonu agisindan pozitif olan 7
(%3.5) hasta, calisma grubu olarak segcilmistir. Bakteriyel vajinozis tanisi,
Papanicolaou boyama yontemine goére boyanmis yaymalarda sitolojik sitolojik tani
kriterleri gbz onune alinarak verilmistir ve c¢alisma grubunda yer alan tim
hastalarda (%100) clue cell tipi hicre ve serbest kok - kokobasil gdzlenirken,
laktobasil gorulmemis ve 2’'sinde ( %28.57) nadir polimorfo nukleer |6kosit
gorulmustar. Ayrica bu sonuglar SPSS paket programi kullanilarak analiz edilmis
ve clue cell varligi ile serbest kok- kokobasil varldi, laktobasil ile polimorfonukleer
I6kosit yoklugu arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p<0.005). Isik mikroskobu
incelemelerinde clue cell tipi hiicrelerin ve serbest kok - kokobasillerin eritrositlerle
yakin iliskide oldugu goérilmustir. Bunun yani sira BV pozitif hastalarin 1’inde
(%14.18) ASCUS (Atypic Squamous Cell Undetermined Significance) tipi hicreler,
1'inde (%14.18)  Trichomonas vaginalis ve 2’sinde (%28.57) metaplazik
degisiklikler gdsteren hicre gruplari gortulmastir. BV pozitif olan hastalardan
birinin %2’lik gluteraldehit icine alinmis 6rnegi elektron mikroskobu yontemine
uygun olarak takip edilmis ve transmission elektron mikroskobunda incelenmigtir.
Bu inceleme sirasinda epitel hucrelerin ¢ok bol sekilde bakterilerle gevrili oldugu
ve bu bakterilerden bazilarinin pililer icerdigi gozlenmistir. Bakterilerin bir araya
geldigi bolgelerde fibriler yapida biyofilm materyali sentezlendigi gdézlenmistir.
Ayrica epitel hlcrelerin, zara dogru olan bakterilere aktin filamentleri yardimiyla
sitoplazmik cikintilar uzattigi gdézlenmigtir. Aktin filamentlerinin sitoplazmada



serbest halde bulundugu fakat bakterilerle kaynasma oldugu yerde bakteriye dik
konumlandigi gosterilmistir. Bunun yani sira epitel hiicre sitoplazmasinda fagosite
edilmis bakteri materyali bulundugu ve bakteri ile kaynasmis epitel zarlarinda liziz
alanlarin oldugu gorulmustar.

Anahtar Kelimeler: servikovajinal yayma, elektron mikroskobi, clue cell, adezyon,
biyofilm



ABSTRACT

LIGHT AND ELECTRON MICROSCOPIC OBSERVATION
OF BACTERIA AND HUMAN CERVICOVAGINAL
EPITHELIAL CELL INTERACTIONS

AYDAN MUTLU
Master of Science, Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. SAYESTE DEMIREZEN
May 2013, 69 Pages

Bacterial vaginosis (BV) is the most common vaginit type in fertile age.
Gardnerella. vaginalis and various anaerobic and facultative anaerobic bacteria
cause this vaginit. In this infection, clue cell is the most important cytological
finding. Clue cell is a squamous epithelial cell which is covered by cocci and
coccibacilli. Our aim is to determine how bacteria adhere to epithelial cell and
whether invade the cytoplasm or not in clue cell. In this study, cervicovaginal
smears were obtained from 200 patients and BV positive 7 (%3.5) patients were
chosen for study group. BV was diagnosed in Papanicolaou stained smears by
using cytologic criterias. In study group, every patient (%100) had clue cell and
free cocci however non of them (%0) had lactobacilli and two of them (%28.57)
had rare polimorfo nuclear leukocytes (PMNLs). By statistical analysis, there was
a significant relation between BV and presence of clue cell and free cocci. It is
found that absence of lactobacilli and PMNLs were also associated BV (p<0.05).
In light microscopic examination, it was observed that erythrocytes adhere clue
cells and free cocci. Besides in study group (n=7), ASCUS (Atypic Squamous Cell
Undetermined Significance), Trichomonas vaginalis, metaplasic cells were found
in 14.18 % (1/7), 14.18% (1/7) and 28.57% (2/7) respectively. All cervicovaginal
samples were fixed in 2% glutaraldehyde and one of the BV positive patients’
sample was prossesed due to electron microscopic requires. In electron
microscopic examination, it was seen that epithelial cells are covered by abundant
bacteria and some of them have pili. Furthermore, bacterial biofilm was seen
around bacteria. Also it was observed that epithelial cell have membrane
projections via actin filaments towards to bacteria. It is recognized that actin
filaments are rearraged in adhesion zone. By the way it was observed that in clue
cell there are some phagocytic vacuole which contains bacterial material and in
adhesion zone epithelial cell membrane was lysised.
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1. GIRIS

Bakteriler, insan vicudu dahil gesitli ekolojik ortamlarda yasamaya adapte olmus
mikroorganizmalardir. Bazi bakteriler ise insan vicuduna girerek hicrelerin
yuzeyine yerlesmekte ve enfeksiyon olusturmaktadirlar. Bu patojenik bakteriler,
enfeksiyon olusumu sirasinda cesitli adezyon molekilleriyle konak hicreye
yapismakta ve salgiladiklari toksinlerle konak hicrede immin cevabi
baslatmaktadir. Enfeksiyon olusumu igin bakterilerin konak hucreye adezyonu ise

en 6nemli basamaklardan biridir [1].

insan viicudunda barsak mukozasi, agiz mukozasi ve genital mukoza patojenik
bakterilerin vicuda girmesi ve hastalik olusturmasi acgisindan en elverigli
yuzeylerdir. Bununla beraber, mukozal ylzeylerin ¢ok katli epitel tabakasi
konakgliyi patojenik bakterilere karsi bir bariyer gibi korumaktadir. Ancak, bazen bu
bariyer kirilmakta ve patojenik bakteriler epitel hicrelere yapisarak enfeksiyona
neden olmaktadir. Epitel hucrelerin yuzeyindeki c¢esitli adezyon molekulleri
bakteriler icin reseptdr gorevi gormektedir ve bakteriler bu molekdlleri taniyarak

epitel hicrelere yapismaktadir [2].

Bakteriyel vajinozis (BV) denilen bir vajinit ¢cesidinde ise bakteriler vajinal epitel
hicrelere yapisarak clue cell denilen hucreleri meydana getirirler. BV'de, bu
bakterilerin sayisi artarak normal flora elemani olan Laktobasillerin yerine
gegmekte ve sayilarinin azalmasina neden olmaktadir. Clue cell olusmunda en
onemli bakterinin  Gardnerella vaginalis oldugu arastiricilar tarafindan
bildirilmektedir. BV enfeksiyonu igin kullanilan tani kriterleri; beyaz-gri bir akintinin
goérulmesi ve akintinin balik kokusu tarzinda olmasidir. Mikroskobik incelemede
clue cell hucrelerinin ve bu hucrelerin arasidan serbest kok ve kokobasillerin
goérulmesi, polimorf nikleer I|6kositlerin ise gorilmemesi en 6nemli tani
bulgularindandir [3, 4, 5].

Clue cell hucreleri BV tanisinda ilk olarak ilk kez 1955 yilinda Gardner ve Dukes
tarafindan kullaniimistir [3]. Epitel hlcrelerine yapismis gram negatif bakterilerin
hice duvarindaki lipopolisakkarit, gram pozitif bakterilerin hiicre duvarindaki
teikoik asit gibi adezyon molekilleri ve pililer adezyonda goérev almaktadir ve
bakteriler biyofilm olusumuyla bu yapismayi arttirak enfeksiyonu daha kalici hale

getirmektedirler. Epitel hicre yuzeyinde bulunan adezyon molekulleri ise bakteriler



tarafindan taninmakta ve clue cell olusum mekanizmasinda rol oynamaktadir. Bu

adezyon molekdlleri; karbohidratlar, E-kaderin ve Toll-benzeri receptord’ tur.

Clue cell ile ilgili cesitli elektron mikroskobik arastirmalar da yapilmistir.
Gardnerella vaginalis’in vajinal epitel hicreleriyle, eritrositlerle ve McCoy (hiicre
kalturande uretilmis hucreler) hucreleriyle olan adezyon iligkisinin elektron
mikroskobik olarak gosterilmesiyle ilgili bir arastirmada, G. vaginalis’in hlcre
duvarindan digari dogru uzanan pililerin bu G¢ tip hdcreye yapistigi ve pililerin
adezyonda gorev aldidi ortaya konmustur [6]. G. vaginalis suslarinin, vajinal epitel
hicrelerine ve McCoy hucrelerine kisa pililerle yapisirken, eritrositlere ise daha
uzun pililerle yapistigi gézlenmistir. Bu pililerin adezyondan sorumlu kisimlari ise
FimH alt Unitesidir. Yapisma sonrasi ise G. vaginalis suslarinin salgiladiklar
enzimlerle epitel hucrelerini erittikleri ve bu noktalardan igeri girdikleri de

gOsterilmigtir [7].

Arastirmamizin amaci, fertii donemdeki hastalardan alinan servikovajinal
orneklerde sitolojik ve elektron mikroskobik yontemler kullanilarak, BV olgularinda
gozlenen clue cell tipi hucrede epitel hucre-bakteri yapismasini incelemek,
yapisma sirasinda rol oynayan yapilari belilemek ve olusan morfolojik
degisiklikleri gbzlemlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epitel Hiicre - Bakteri iligkisi

insan vajinal mukozasi ¢ok katli yassi epitelden olusmaktadir. Bu epitelin ¢ok katl
olusu ve bu katlari meydana getiren epitel hlcreler arasindaki baglantinin guigla
olmasi, hicreleri viral ve bakteriyel patojenlere kargi korumaktadir. Epitel hlicreleri
birbirlerine ¢esitli adezyon molekilleriyle baglanmaktadirlar. Bu molekuller ayrica
patojen bakteriler tarafindan da taninmakta ve bakterilerin hlicrelere tutunmasina
olanak saglamaktadir. Patojen bir bakterinin enfeksiyon olusturabilmesi igin en
onemli ilk basamak ise konak hlcreye yapismasidir. Hlcreye yapistiktan sonra
besin maddelerini hicreden saglamakta, hicre zarini lizize ugratip hlcre igine
girmekte ve endotoksin gibi maddeler salgilamaktadirlar. Bu asamadan sonra
vucudun bagisiklik sistemi harekete gegcmektedir. Bu ylzden birgok enfeksiyonda
bakterilerin epitel hicreleriyle olan iligskisi dnemli bir yer tutmaktadir. Bu iligkinin
detayli olarak incelenmesi tedaviye yardimci olacak bilgilere ulagiimasini

saglayabilir ve yeni tedavi yontemlerinin 6nunu agabilir.
2.2. Bakteri Hiicre Duvari

Bakterilerin konak hicreyle adezyonunda hicre duvari ¢ok o6nemli bir yer
tutmaktadir. Gram negatif ve pozitif bakteriler temel olarak ayni duvar yapisina
sahiptirler. Hlcre duvari ise kendine has, ayricalikli bir kimyasal yapidadir. Hem
gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin duvar yapisi detayl bir sekilde

anlatilacaktir.
2.2.1. Gram Negatif Bakteri Hiicre Duvari

Bakterilerde hicre zarinin Ustinde hidcreye seklini veren hidcre duvar yer
almaktadir. Hucre duvari gram negatif bakterilerde peptidoglikan tabaka ve dis
zardan meydana gelmektedir. Hlcre zari tim organizmalarda oldugu gibi ¢ift katl
lipid tabakasi ve proteinlerden olugsmaktadir. Hucre duvarinin ilk kati olan
peptidoglikan tabaka ise iki farkli seker molekilinden olusan heteropolimerdir ve
bu nedenle peptidoglikan tabaka olarak isimlendirilmigtir. Bunun yani sira murein
tabaka olarak da adlandirilmaktadir. Hicre duvarinin yapisinda bulunan sekerler
N- asetil glukozamin (NAGA) ve N- asetil muramik asit (NAMA) molekulleridir. Bu
iki molekul birbirine 3 1-4 glikosidik bagdi ile baglanarak diz zincir seklinde bir yapi



olusturmaktadir. Glikan zincirler ise birbirlerine 6zel bir sekilde baglanmaktadirlar.
Bir zincirdeki NAMA'ya amid bagiyla bagli olan tetrapeptid, karsisindaki NAMA'ya
badli olan tetrapeptide peptid badi ile ¢gapraz baglanmakta ve zig — zag seklinde
siki bir yapi olusturmaktadir. Bu baglantilar peptidoglikan tabakayi esnek ve ayni

zamanda saglam yapmaktadir [8].

|

Tetrapeptid
B1-4 glikosidik bag

Sekil 2.1: Peptidoglikan tabakanin kimyasal yapisi

Peptidoglikan tabakanin Uzerinde hucre zarina benzer bir dig zar bulunmaktadir.
Bu dis =zar fosfolipid, protein ve lipopolisakkaritten (LPS) olusmaktadir.
Fosfolipidler biyolojik zarlarin icerdigi fosfolipidlerle ayni yapiya sahiptir. Proteinler
bu dis katmanin nerdeyse vyarisini olusturmaktadir. LPS ise lipid ve cesitli
sekerlerden olusmus dis zara bagli bir zincirdir. Ayrica gram negatif bakterilere
anitjenik 6zellik kazandiran ve adezyonda goérev alan yapilardan biridir. Dis zari
peptidoglikan tabakaya baglayan proteine Braun (murein) lipoproteini adi
verilmektedir. Dis zarda Braun lipoproteini disinda porin adi verilen proteinler de
bulunmaktadir. Bu proteinler 600 daltondan kuguk hidrofilik molekullerin dis zardan
gecmesini saglayan kanal seklinde proteinlerdir [9]. Bazi gram negatif bakteriler,

dis zarin Gzerinde kapsul de sentezlemektedirler [10].
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Sekil 2.2: Gram negatif bakteri hlicre zari ve hicre duvari yapisi (33 numarall

referanstan uyarlanmistir.)

Ayrica hicre zariyla dis zar arasinda periplazmik bogsluk yer almaktadir. Bu bosluk
icinde periplazm adi verilen bir madde bulunmaktadir. Periplazm aminoasit, seker,
vitamin, demir ve cesitli enzimleri iceren jel kivaminda bir maddedir [11]. Gram
negatif bakteriler gram boyama metodu ile kirmizi - pembe boyanirken gram pozitif
bakteriler mor boyanmaktadir. Bu boyama yonteminde bakteriler ilk olarak kristal
viyole ile muamele edilirler. Kristal viyole hiicre igine girerek cesitli molekullere
tutunur ve hlcreye mavi bir renk verir. Buraya kadar olan iglemler sonucu hem
gram pozitif hem de gram negatif bakteriler mavi renk boyanirlar. Dolayisiyla ayrim
yapmak igin ikinci bir boyaya ihtiya¢ duyulur. Daha sonra bu boya alkol ile yikanir.
Gram negatif bakterilerin dis zari alkol ile muamele sonrasi lipidler eridigi igin
¢Ozulur. Peptidoglikan tabaka da ¢ok ince oldugu icin alkol hucre icine kolaylikla
gegcer ve kristal viyole boyasini hicreden uzaklastir. Daha sonra bakteriler karbol
fuksin ya da safranin ile muamele edilir. Gram negatif bakterilerde kristal viyole
boyasi uzaklastigi icin safranin ve karbol fuksin hemen hucre igine alinarak
baglanir ve hicre kirmizi renk alir. Gram pozitif bakterilerde ise peptidoglikan
tabaka c¢ok kalin oldugu igin alkol hicre icine giremez ve kristal viyole boyasi

hicre iginde tutulur. Kirmizi renkte olan karbol fuksil ve ya safranin boyasi da



hicre icine alinarak mavi renkte olan kristal viyole ile birlegir ve mor bir renk

olusturur. Dolayisiyla gram pozitif bakteriler ise mor renkte gorulurler.
2.2.2. Gram Pozitif Bakteri Duvari

Gram pozitif bakteriler hlicre zari ve kalin bir hicre duvarina sahiptirler. Bazilar
hicre duvari Uzerinde polisakkarit yapida kapsul de sentezlemektedir. Gram pozitif
bakterilerdeki peptidoglikan tabaka gram negatif bakterilerde oldugu gibi NAMA ve
NAGA sekerlerinden meydana gelmektedir fakat gram negatif bakterilerde
peptidoglikan tabaka Uzerinde bulunan dis zar ve periplazmik bosluk gram pozitif
bakterilerde bulunmamaktadir. Hucre duvari hicre zarina sikica bagldir ve
streptococci diginda tum gram pozitif bakterilerin hicre duvarinin %60 - %90
peptidoglikandir [12]. Ayrica gram negatiflerden farkl olarak gram pozitif
bakterilerin hicre duvarinda teikoik asitler bulunmaktadir. Teikoik asitler
yapilarinda poligliserol fosfat, poliribitol fosfat ya da poliglukosil fosfat
bulundururlar bunun yani sira bu molekillere seker vel/veya aminoasit de
baglanabilmektedir. Teikoik asitler peptidoglikan zincirlere kovalent olarak
baglanmaktadir. Ayrica hucre zarindaki lipidlere baglanarak lipoteikoik asitleri de
olusturmaktadirlar. Lipoteikoik asitlerin bakteri konak hicre yapismasinda rol
aldigi arastiricilar tarafindan belirtiimektedir [13]. Gram pozitif bakteriler duvar
proteinleri de sentezlemektedirler. Bu proteinlerin bazilari kovalent olarak
peptidoglikan tabakaya baglanirken bazilari hicre zarindaki fosfolipidlere

baglanmaktadir. Bu proteinlere lipoproteinler adi verilmektedir [14].
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Sekil 2.3: Gram pozitif bakteri hlicre zari ve hiicre duvari yapisi

Gram pozitif bakteriler gram boyama metodunda kalin peptidoglikan tabaka

nedeniyle mor olarak boyanmaktadirlar.
2.3. Epitel Hiicre Adezyon Molekiilleri

Epitel hucreleri epitel dokuyu meydana getirirken cesitli adezyon molekulleriyle
birbirine siki bir sekilde baglanmaktadirlar. Bu adezyon molekilleri epitel
hicrelerini birbirine baglarken bir yandan da epitel hicre — bakteri iligkisinde rol
almaktadir. Clue cell tipi hucrelerde de bakteriler bu adezyon molekulleriyle
hlcreye baglanmaktadir. E- kaderin, toll-benzeri reseptdor ve karbohidratlar bu
iliskide rol oynayan adezyon molekulleridir ve asagida bu molekuller tek tek

aciklanacaktir.
2.3.1. Kaderinler

Kaderinler 10-15 kadar alt tipi iginde bulunduran hicre- hicre adezyonundan
sorumlu transmembran proteinleridir. Kaderinler ailesi icinde yer alan alt gruplar
Tip | kaderinler, Tip Il kaderinler, desmozomal kaderinler, protokaderinler, flamingo
(seven-pass transmembran) kaderinler, FAT (Drosiphila da bulunan bir kaderindir),
Daschsous kaderini, Heart (H) kaderin (T- kaderin), kidney specific (Ksp) kaderin,
liver and intestine (LI) kaderin ve rearrenged during transfection (RET) proto-
oncoproteindir. Eptiel hucrelerinde bulunan E- kaderin (uvomorulin) ise Tip |

kaderin icinde yer almaktadir [15]. Tip | kaderinler ayrica plesantal (P) kaderini,



mezensimal (M) kaderini, retina (R) kaderini ve noral (N) kaderini icermektedir, bu
molekuller disinda 10 adet daha Uyesi bulunmaktadir [16]. Bu proteinlerin yapisi
Uc kisimdan olusmaktadir. Hicre disinda kalan kisma amino-terminal ug, hicre
zari icinde kalan kisma transmembran kisim, sitozol iginde kalan bdlgeye de
karboksil grubu icerdigi icin karboksi-terminal u¢ denir. Hlcre adezyonundan
sorumlu kisim amino-terminal kisimdir [17, 18, 19]. Bu kisim 100 amino asit
molekullinden olugsmaktadir [19]. Bu 100 amino asit de pes pese siralanmis bes
adet tekrarlayan amino asit dizilerinden meydana gelmistir. Bu tekrarlayan
bdlgelerin igindeki histidin, alanin ve valin aminosasitleri adezyonda tanima bdlgesi

olarak gorev almaktadir [16].

Kaderinlerin adezyonu icin Ca*?> temel molekillerden biridir. Ca™ molekiilleri
tekrarlayan amino asit dizilerinin arasina girerek onlarin dik durmasini saglarlar.
Eger Ca** molekulleri kaderinlerin amino teminal ucuna baglanmazsa kaderinler
edilip bukllerek adezyon gorevlerini yerine getiremezler, yani Ca*?* molekulleri
kaderinleri adezyon yapmalari igin aktiflestiren molekullerdir [15,19]. Kaderinler
hicre-hicre baglantilarinda dimer olusturarak siki baglanti yapabilmektedirler [16].
Kaderinler super ailesi i¢cinde bulunan alt tipler, ayni yapiya sahip olmasina
ragmen amino—terminal kismindaki amino asit dizisini degistirerek farkh hicrelere
baglanma 6zelligi kazanirlar. Bu da farkli adezyon 6zgulliginu gdstermektedir
[19].

Kaderinlerin ikinci kismi epitel hicre zarini bir kez boydan boya kat eden bdlgedir
[15,17]. Flamingo tipinde de membrani yedi kez kateden transmembran bdlge
bulunmaktadir. T (H) kaderin ¢esidinde ise transmembran ve sitozolik kisim yoktur

Bu protein zara glikosilfosfatidilinositol lipidiyle baglanmaktadir [15].

Kaderinlerin Gclincl  kismi ise sitoplazmada bulunan karboksi-terminal ug¢
bdlgesidir. Bu u¢ 150 aminoasitten meydana gelmigstir. Kaderinler bu sitoplazmik
uclariyla sitoplazma igindeki katenin denilen proteinlere baglanirlar [17]. Bu
nedenle kateninler hicre igi baglayici proteinlerdir. Bu protein dort birimden
meydana gelmektedir. Bunlar ; a-kateninler, B-kateninler, y-kateninler ve p120-
kateninler (plakoglobin) dir [15]. B-katenin’ler kaderinlerin sitoplazmik uglarina
baglanmaktadirlar. a-kateninler ise B-kateninlerle baglanti halindedir. B-katenin E-
kaderinin sitoplazmik ucuna baglanirken a-katenin ise aktin miyoflamentlerine

baglanmaktadir [15, 17, 18]. y-katenin bazi durumlarda B katenin- yerine gecerek
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onlarla ayni gorevi ustlenmektedir. p-120 katenin ise kaderinlerin karboksi ucunun
membrana degdigi (proksimal) kismina baglanir ve RhoGTPaz (Ras homolog
GTPaz) aracihigiyla dolayli yoldan kaderinlerin hicre iskeletine baglanmasini
denetler [15].
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Sekil 2.4: Kaderin proteinin yapisi

E-kaderinler epitel hlcrelerin adezyon kemeri denilen ve epitel hicrelerin apikal
kisminda yerlesmis hicre-hicre baglantilarinda yer almaktadir [15]. Bu protein ¢ok
katli yassi epitelin bazal ve parabazal hicrelerinde diger katlardan daha bol
bulunmaktadir. Hlcreler arasinda bulunan bu siki baglanti nedeniyle patojen
bakterilere kargi koruyucu bir bariyer goérevi goérmektedir. Fakat ylzeyel hicrelere
gelindikge kaderin molekulu sentezinin azaldidi ve hucrelerin birbirine sikica
tutunamadigi, dolayisiyla yuzeyel hicrelerin dokuldugu arastiricilar tarafindan
belirtiimektedir. Kaderin miktarindaki bu azalma nedeninin ylUzeyel hulcrelere
gelindikge c¢ekirdegin kucllmesi ve kaderinleri sentezleyen genlerin islevlerinin
azalmasi oldugu diistiniilmektedir [20]. iltihabi hastaliklarda ve neoplazide kaderin
sentezinin degistigi arastiricilar tarafindan gésterilmistir [21]. iltihabi olaylarda E-
kaderin sentezinin arttigi neoplazi durumlarinda ise azaldigi yapilan arastirmalarla

ortaya konmustur [22, 23].



Bazi patojenler kaderinlerin amino-terminal gruplarina baglanabilmektedir. Bu
sayede hastalik olusturabilmektedir. Ornegin, hayvanlarda ve insanlarda merkezi
sinir sistemine iligkin bozukluklarla karakterize bir bakteriyel enfeksiyon olan
listerosis hastaliginin etkeni Listeria monocytogenes, konakgi epitel hicrelerinin
yuzeyindeki E-kaderinlere baglanmaktadir [24]. Yapilan immunositolojik bir
arastirmada Gardnerella vaginalis ve Bacteroides spp. nin skuamoz epitel
hicrelerinde kaderin sentezini degistirdigi bulunmustur. Bu degisikligin G.
vaginalis’ in sakuamoz epitelde kaderin ve B-katenin miktarini azalttidi,
Bacteroides’ in ise kaderin miktarini azaltirken, B- katenin miktarini arttirdigi
gOzlenmigtir. Arastiricilar bu degisikliklerin patojenler tarafindan olugturulan immin
cevaptan ve artan sitokin miktarindan kaynaklaniyor olabilecegini dusinmektedir
[21].

2.3.2. Toll Benzeri Reseptor

Toll benzeri reseptorler immun bagisiklikta ¢ok onemli bir yere sahiptir.
Organizmalaralara ait molekdlleri taniyarak gesitli sinyal yollarini aktiflestirir ve
immun sistemi harekete gecirirler [25]. Toll geni ilk olarak Drosophila’ da
kesfedilmigtir. Bu gen gelisen embriyoda dorsa-ventral polariteyi saglayan bir
gendir. Fakat daha sonra, bu genin funguslara kargi cevap olusturdugu
kesfedilmistir. ilerleyen zamanlarda yapilan genetik calismalarda ise insanlarda da
bu genin homologu oldugu bulunmus ve bunun Uzerine bu genin kodladigi
reseptore Toll- benzeri reseptorler denmistir. Simdiye kadar memelilerde birden

ona kadar sirali 10 adet Toll -benzeri reseptor kesfedilmistir [26].

Toll- benzeri reseptdrler Tip | transmembran proteinleridir [27]. Bu proteinler g
kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar; at nali seklinde kivrim yapan hicre zarinin
disinda kalan (ekstraselller) kisim, hicre zarina gémulu (transmembran) kisim ve
sitozol igindeki (intraselller) kisimdir [25, 26, 27, 28]. Ekstraselller kisim I&since
zengin tekrarlardan olusan bdlgedir ve patojenleri taniyan kisimdir. Bu kisim 20-30
amino asit dizisi icermektedir. Bazen I6since zengin tekrarlarin arasina valin,
izolosin ve fenil alanin gibi hidrofobik aminoasitler yerlesebilmektedir [27].
Transmembran kisim zari bir kez katetmekte ve patojenleri tanidiktan sonra alinan
sinyalleri iletmektedir. Sitoplazmik (intraseliiler) kisim ise interldkin 1 (IL-1) ile
homologtur. Bu boélge Toll-IL-1 Reseptér (TIR) bdlgesi olarak adlandiriimaktadir ve

sitoplazmaya sinyalleri yayarak gesitli yolaklari baslatan bolgedir [25].
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Sekil 2.5: Toll Benzeri Reseptorin yapisinin sematik gosterimi

TLR4, vajinal epitelde ifadesi olan, gram negatif bakterilerin lipopolisakkaritlerini
taniyan ve immun sistemi harekete geciren toll benzeri reseptordur [26, 28].
Yapilan bir arastirmada Gardnerella vaginalis’ in TLR4 tarafindan tanindigi ve
lenfositlerdeki interlokin seviyesinde artisa neden oldugu belirtiimektedir [29].
2.3.3. Karbohidratlar

Bakteriler epitel hlicre zarindaki karbonhidratlari taniyarak hicreye tutunmakta ve
enfeksiyon olusturmaktadir. Yapilan bir arastirmada hicre yuzeyindeki
karbonhidratlarin Gardnerella vaginalis - epitel hiicre iligkisinde rol alabilecegi
ortaya konmustur. Arastiricilar clue cell hicrelerine, karbonhidratlarin hidroksil
gruplarinin bagl oldugu C — C bagini kiran sodyum-meta-periodat uygulamislar ve
bu uygulama sonucunda baglanmanin inhibe oldugunu gozlemlemislerdir.
Arastiricilar  bu  sonuglara  dayanarak epitel hicrelerin  ylzeyindeki

karbonhidratlarin adezyon mekanizmasinda rol alabileceklerini séylemislerdir [30].

Yapigsmada hangi sekerlerin rol aldigini gosteren bir arastirmada ise clue cell
hicrelerine N-galaktozamin ve D-galaktoz uygulanmigtir. Bu uygulama sonucu
G. vaginalis suslari epitel hicrelere tutunmayi birakarak bu seker molekillerine
tutunmuslardir. Dolayisiyla epitel hiicre — bakteri yapismasi inhibe olmustur. Bu
arastirma sonucuna goére G. vaginalis tirlerinin galaktoz ve galaktozamin igeren
reseptorler ile bu sekerlere baglandidi séylenmistir. Ayni arastirmada G. vaginalis
ile kirmizi kan hdcrelerinin de yapigsmasi incelenmis ve bu hucrelerde yapigsmanin

buylk oranda inhibe oldugu gozlenmistir. Fakat vajinal epitel hlcrelerde ise
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inhibisyon kan hucrelerinde oldugu kadar buyuk oranda olmamistir. Arastiricilar
yapismanin devam etmesinin nedeni olarak, G. vaginalis’in vajinal epitel hucrelerle

adezyonunda, birden fazla mekanizmani rol almasini disunmektedir [31].
2.4, Bakteri Adezyon Molekulleri

Codu enfeksiyonda bakterilerin konak hicreye adezyonu ilk basamagi
olusturmaktadir. Bakteri hicreye cesitli adezyon molekilleriyle tutunarak immun
sistemi harekete gecirmektedir. Bakteriyel vajinoziste da clue cell olusumu igin
bakterilerin vajinal epitel hicrelerine tutunmasi gerekmektedir. Asagida bakteri

adezyon molekullerine tek tek deginilecektir.
2.4.1. Lipopolisakkarit

Gram negatif bakterilerin hicre duvarinin en ust kati olan dis zarda yer alan
lipopolisakkarit (LPS) ylUksek derecede antijeniktir ve gram negatif bakterilerin
patojenitesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. LPS, lipid ve karbonhidratlardan
olusmus ve dis zardaki fosfolipidlerin bas kismina sikica bagl zincir seklinde bir
yapidir. Bu zincir seklindeki molekul G¢ bodlgeden olugsmaktadir. Bu bdlgeler
hidrofobik bas kismini olusturan lipid A bdlgesi, iskelet kismini olusturan 6z
polisakkarit bdlgesi ve iskeletin devami olan somatik antijen bolgesidir (O-
antijenleri). Lipid A molekulu, diger lipid molekullerinden farkl yapida olan fosforile
bir lipid molekuludidr. Yapisinda gliserol yerine glukozamin icermektedir ve B-
hidroksimiyristik (C14) asit bakimindan zengindir. Bunun disinda kaproik asit (C6),
laurik asit (C12), palmitik asit (C16) ve strearik (C18) asit de igcermektedir [32,
33].

O Polisakkarit { O- antijenleri) Merkez Polisakkarit R P
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Sekil 2.6: Lipopolisakkaritin kimyasal yapisi ( 33 numaral referanstan uyarlama)
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Lipid A bolgesi, LPS molekulinde ayni zamanda endotoksin gorevi géren kisimdir.
Canli hucrede dis zara sikica bagl olan LPS molekull, bakteri 6lip hicre duvari
parcalaninca serbest kalmakta ve lipid A, TLR4 (Toll Like Receptor) ve CD14
(cluster of differentiation 14) gibi immun sistem reseptérleri tarafindan taninarak

konak hicrede Interlokin 1 salgisini baglatmaktadir [34].

Oz polisasakkarit bélgesi ise iki kisma ayrilmaktadir. ilk kisim lipid A ya baglanan
ic merkez polisakkarit bdlgesi ikinci kisim ise somatik antijen bolgesi i¢in baglayici
olan dis merkez polisakkarit bolgesidir. Lipid A, merkez polisakkarit bdlgesine i¢
kisimda bulunan ketodeoksioktanat molekullyle baglanmaktadir. Dis merkezi
polisakkarit bélgesindeki sekerler ise daha fazla cesitlilik géstermekte ve bakteri —
konak hicre iligkisinde goérev almaktadir. O - antijenleri ise LPS’ nin en ug
bolgesidir. Fakat mukozaya yerlesen patojenlerde O - antijeni genellikle
bulunmamaktadir. Bunun yerine merkez polisakkarittin i¢ kismi daha uzun zincir
olusturmaktadir. Bu molekil ise lipooligosakkarit (LOS) olarak adlandiriimaktadir
[32, 34]. O - antjenleri konak hucre reseptorleri tarafindan taninmakta ve

adezyonda gorev almaktadir [35].
2.4.2. Teikoik Asit

Teikoik asitler gram pozitif bakterilerde bulunan bir duvar bilesenidir. Bu molekdl
poligliserol fosfattan olugsmaktadir. Bazen sekerler veya aminoasitler de bu
molekile baglanabilmektedir. Yapilan arastirmalarda, teikoik asitlere glukoz ve
glukozamin sekerlerinin baglanabildigi, ayrica D-alanin aminoasitinin de polgliserol
molekiline baglanabildigi gosterilmigtir. Teikoik asitler peptidoglikan tabakadaki
glikan zincirlere kovalent olarak baglanmaktadirlar. Bunun yani sira hicre
zarindaki lipidlere baglanarak lipoteikoik asitleri olusturmaktadirlar. Bir teikoik asik
molekilinde 7 ila 32 arasinda tekrar eden gliserol fosfat tinitesi bulunabilir. Teikoik
asitlerin fosfat gruplari gram pozitif bakterilerin ylzeyinde negatif ylik olusturarak
elektriksel bir alan yaratmaktadir [13, 36]. Bu elektriksel alan ise bakteri
yapismasinda énemli bir rol oynamaktadir. Yapilan bir arastirmada D-alanin i¢ceren
teikoik asit molekdllerinin, bakterilerin polar ve apolar ylzeylere yapismasinda
goérev aldigi gosterilmistir. Arastirmada teikoik asit icermeyen Staphylococcus
aureus mutant tiplerinin polar ve apolar yuzeylere yapisma oraninin S. aureus’ un

normal tiplerinden daha dusik oldugu gdsterilmistir. Ayrica ayni arastirmada S.
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aureus’un biofilm olusumunda, teikoik asitler tarafindan olusturulan elektriksel

alanin ¢ok énemli bir basamak oldugu gosterilmigtir [37].
2.4.3. Basit Pili

Patojen bakteriler, konakgida hastalik olusturabilmek igin ilk olarak pilileri ile
konakg¢! hicreye tutunmakta ve o hicre tzerinde koloni olusturmaktadirlar. Pililer
bakteri hiicre duvarindan dis ortama uzanan fibréz yapilardir [38]. Gram negatif
bakteriler ile gram pozitif bakterilerin pili yapilari ve yapisma mekanizmalari
farkhliklar goéstermektedir. Clue cell olusumunda gbrev alan ve gram negatif
bakterilerle ayni pili tipine sahip olan olan Gardnerella vaginalis’in Tip | piliyi
kodlayan genler icerdigi yapilan arastirmalarla gosterilmistir [39]. Ayrica baska bir
arastirmada ise G. vaginalisin vajinal epitel hlcrelerine bu pililer araciligiyla

tutundugu arastiricilar tarafindan ortaya konmustur [6].

Gram negatif bakterilerde su ana kadar detayli olarak arastirilip yapilari ortaya
konmus dort gesit pili bulunmaktadir. Bunlar saperon aracili pili, kivrik pili, Trimerik
ototransporter adhesinler ve Tip IV pilidir. Bunlar disinda daha bir ¢cok pili ¢esidi
oldugu arastiricilar tarafindan dustnutlmektedir. Tip | pili ise saperon aracili pililer
icine girmektedir. Yani bu pililerin alt Uniteleri sentezlendikten sonra saperon adi
verilen 6zel proteinler tarafindan duzenlenirler. Kivrik pililer her hangi bir molekile
0zgu baglanma gostermezler. Trimerik ototransporter adezinler ise konak hucreyle
ya da ekstraselller matriks proteinlerine yapisabilmektedirler. Tip IV pililerin
yapisma mekanizmasi ise hala tam olarak aydinlatilamamigtir fakat Neisseria ile
yapilan ¢alismalar sonucu pililerin ucunda bulunan dort farkli protein inaktifken

baglanmanin olmadigi gézlenmistir [7].

Tip 1 pilinin yapisina detayli olarak bakacak olursak, bir araya gelmis alt
Unitelerden olugsmus duz bir pilidir. Sitoplazmada sentezlenen alt Uniteler zara
yerlesmis integral protein olan sekretin kanal proteini ile periplazmaya iletilirler.
Burada FimC saperonu, kanaldan geg¢mis olan alt Unitelere baglanip etrafini bir
kilif gibi sararak proteinin G¢ boyutlu yapi kazanmasini saglar ve bu proteinlerin
periplazmada kimeler olusturmasini énler. Etrafinda saperon olan bu proteinler
FimA alt Gniteleridir. Pili olusumunda gorev alan ug¢ adet alt tnite vardir. Bunlardan
FimA alt Gniteleri periplazmadan dis zara dogru yonelirler ve kanal proteinlerine

tutunarak hicre digina dogru uzamaya baslarlar. FimA'lardan olugsmus taban
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kismindan sonra FimG alt Unitesi gelmektedir. Bu alt Unite en Uste yerlesmis
monoz - spesifik FimH ile FimA Gnitelerinin birbirine baglayan kisimdir. FimH alt
Unitesi mannoz - spesifik oldugu igin mannoz sekeri igceren biyomolekdulleri baglar
ve bu kisim yapismadan sorumlu bolgedir. Dolayisiyla epitel hicre yuzeyindeki
mannoz igceren reseptorlere Gardnerella vaginalis FimH ucuyla baglanir. Pili
olusumu bakteri ylizeyinden disari dogru ulasincaya kadar devam etmektedir. Bu
olusumun nasil sonlandigi ise hala bilinmemektedir. Ayrica Tip | pililer TLR4

tarafindan da taninmaktadir [7, 40].
2.4.4. Biyofilm

Bakteriyel biyofilmler tek hucreleri canlilarin bir araya gelip, katt ya da sivi
yuzeylere yapisarak olusturduklari matriks seklinde bir yapidir. Biyofilmler tek tir
bakterilerin organizasyonu ya da birden c¢ok bakteri tirinin organizasyonuyla

olusturulabilir [41].

Biyofilm olusumu igin ilk basamak bakterilerin ylzeye tutunmasidir. Bu tutunma
isini pilileri sayesinde gergeklestirmektedirler. Pililer ayrica bir araya gelen
bakteriler arasinda konjugasyonu da saglamaktadir. Bu konjugasyon sirasinda
bakteriler biyofilm iginde yasamaya uygun adaptasyonlar gecirirler. Bunlardan bir
kagi UV (Ultra Viyole) i1sin direnci, genetik degisiklikte azalma, sekonder metabolit
uretiminde azalmadir [42]. ikinci basamak ise yiizeye tutunan ve koloni olusturan
bakteriler bir araya gelme sinyali (quarum sensing) sonrasi ekzopolisakkarit
dedigimiz biyofilm matriksini salgilamaya baslarlar. Bu haberlesme agilhomoserin
laktonazlar olarak bilinen molekuller ile saglanmaktadir [42, 43]. Ekzopolisakkarit
karbonhidrat igerigi fazla olan bir bilesiktir. Galaktoz, glikoz, mannoz gibi her tur
sekeri icerebilir. Bunun yaninda aminoasit de icermektedir [44]. Bazi bakterilerde
bu maddelere ek olarak farkli molekiller de bulunmaktadir. Ornegin Escherichia

coli turiinin olusturdugu biyofilmde kolonik asit de bulunmaktadir [42].

Son basamak ise alinan bir sinyalle bakterilerin biyofiimden ayriimaya
baslamasidir. Bu ayrilmay! baslatan sinyaller hakkinda da kesin bir bilgi
bulunmamaktadir fakat arastiricilar bu sinyallerden birinin besin yetersizligi
olabilecegini dusunmektedir. Bunun yani sira, Boyd & Chakraborty [42] adli
arastiricilar yaptiklari deneyde Pseudomonas aeuroginosa’nin biyofiimden ayriima

hizinin maksimum oldugu zamanda “alginat liyaz” sentezinin asin arttigini
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gbzlemlemiglerdir ve buna dayanarak P. aeuroginosa’nin ayrilmasinda alginat

liyazin dnemli bir yeri olabilecegini belirtmiglerdir.

Bakteriyel biyofilmler tekrarlayan birgcok inat¢i bakteriyel hastaligin kaynagidir. Dis
hastaliklari, endokarditis, akciger hastaliklari, barsagin iltihabi hastalig (IBD),
bakteriyel vajinozis gibi kronik hastaliklarda 6nemli rolG vardir [45]. Ayrica
kataterler, silikonlar, kontak lensler, RIA (Rahim ici Arag), cerrahi aletler gibi bir
cok biyolojik materyal Uzerinde olugabilirler [41]. Biyofilm antibiyotik direncinde de
onemli bir yer tutmaktadir. Birgok bakteriyel hastaligin tedavi edilemeyip,

tekrarlamasinin nedenleri arasinda yer almaktadir.

Gardnerella vaginalis'in bakteriyel vajinozis sirasinda biyofilm olusturdugu yapilan
arastirmalarla gosterilmistir [45, 46, 47]. Arastiricilar bakteriyel vajinozis
enfeksiyonun sirasinda clue cell Uzerinde olugan biyofilmde baskin organizmanin
G. vaginalis oldugunu goézlemlemiglerdir [47]. Baska bir arastirmada ise G.
vaginalis suslarinin biyofilm igcinde milimetre basina 10" e kadar ulastigi
gOsterilmistir. Yapilan bagka bir arastirmada ise bakteriyel vajinozis olan hastalara
yedi guin boyunca ginde iki kez metronidazol uygulanmistir. Tedaviden bes hafta
sonra U¢ hastadan biyopsi 6rnegi alinmis ve immunofloresan boyama sonucu
biyofilm varligi ortaya konmustur. Bunun sonucunda arastiricilar metronidazol
tedavisinin bakteriyel vajinozisi tedavi etmede vyetersiz olduguni, biyofilm
olusumunun tedaviden sonra da go6zlendigini ve bakteriyel vajinozisin

tekrarlanmasinin nedenlerinden birinin biyofilm olabilecegini belirtmektedir [45].
2.5. Adezyonda Gorev Alan Bakteriyel Enzimler

Mukus (musin), su, glikoprotein ve iyonlardan olusan bir yapidir. Mukusun
yapisinda L- fukoz, N-asetilneurominik asit (sialik asit), galaktoz, N-asetil
galaktozamin ve N-asetil glukozamin sekerleri bulunmaktadir ve bu sekerler
merkezde bulunan proteinleri bir kafes gibi sararak, proteinleri bakterilerin
proteolitik aktivitelerine kargi korumaktadir [48]. Bu yapi eksternal os yuzeyinde
bulunmakta ve serviksi bir tika¢ gibi kapatmaktadir. Vajinal florada bulunan
patojen bakteriler tarafindan salgilanan cesitli enzimler, endoservikal hucreler
tarafindan salgilanan mukusun yapisindaki karbohidratlari parcalamakta ve
proteinlerin yapisini bozmaktadir. Bu nedenle de koruyucu bir gorevi olan mukus

parcalandiginda bakterilerin hicreler yapismasi daha kolay olmaktadir.
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2.5.1. Siyalidazlar

Siyalidazlar, mukusun yapisindaki siyalik asit alt birimlerini parcalayarak
uzaklastiran ve mukusun bultinligund bozan enzimlerdir. BV’'ye neden olan
bakterilerden Gardnerella vaginalis, Bacteroides ve Prevotella’ da siyalidaz enzim
aktivitesi oldugu arastiricilar tarafindan belirtiimektedir. Yapilan bir arastirmada
BV’li hastalarin %84’Unde siyalidaz aktivitesi gosterilmigtir. Siyalidaz enziminin BV
icin dnemli bir virilans faktort oldugu arastiricilar tarafindan ileri striimektedir [48,
49, 50].

2.5.2. Glikozidazlar

Bu enzimler, mukus yapisindaki oligosakkaritleri parcalayan enzimlerdir. Yapilan
bir arastirmada saglikh bireylerde glikozidaz aktivitesinin %15 civarinda oldugu
BV’li hastalarda ise bu oranin %75’lere kadar ¢iktigi ortaya konmustur. BV'ye
neden olan organizmalardan Mycoplasma hominis ve Mobiluncus turlerinin
glikozidaz aktivitesi oldugu arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Aragtircilar
siyalidazlarla birlikte glikozidazlarin da BV’de 6nemli bir virilans faktort oldugunu
belirtmektedirler [48, 51].

2.5.3. Proteazlar

Proteazlar mukus proteinlerinin Gg¢ boyutlu yapisini bozan enzimlerdir. Yapilan
arastirmalarda Ureaplasma urealyticum’'da proteazlardan biri olan proteinaz enzim
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Fakat arastirmalar sonucu proteinaz enziminin BV
patojenitesinde siyalidaz ve glikozidazlar kadar 6nemli yer tutmadigi ortaya
konmustur [49, 51].

2.5.4. Musinaz

Musinaz mukus yapisini bozan bir enzimdir. Arastiricilar Mobiluncus hominis’ de
ve Mobiluncus tiurlerinde musinaz aktivtesi oldugunu gostermislerdir [48]. Fakat
yapilan arastirmalar sonucunda proteazlar gibi musinazin da BV patojenitesinde

onemli bir yeri olmadigi arastiricilar tarafindan ortaya koymustur [49].
2.6. Bakteriyel vajinozis Tanimi ve Tarihgesi

Bakteriyel vajinozis, vaijinit tipleri icinde sik karsilasilan enfeksiyon tiplerinden
biridir. Bu enfeksiyon, vajinal florada baskin olarak bulunan Laktobasil turlerinin

azalmasi sonucu ortama cesitli anaerobik bakterilerin ve mikoplazmalarin hakim
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olmasiyla ortaya ¢ikmaktadir [52]. Bakteriyel vajinozis ilk olarak, Trichomonas
vaginalisin ve mayalarin olusturdugu vajinit tiplerinden farkli olmasi nedeniyle
non-spesifik vajinit olarak adlandiriimistir [53]. Daha sonra bu enfeksiyonun gesitli
anaerobik bakteriler tarafindan olusturuldugu tespit edilince ismi anaerobik
vajinozis olarak degistiriimistir [54]. Son olarak bir vajinit ¢esidi olmasina ragmen
iltihabi degisikliklerin  goérulmemesi, [0kosit bulundurmamasi ve bakteriler
tarafindan olusturulmasi nedeniyle bakteriyel vajinozis olarak adlandiriimistir [55].
insan vajinal florasinda baskin olarak Laktobasiller bulunmaktadir. Bu bakteriler
epitel hucrelerin glikojenini kullanarak laktik asit Uretmekte ve vajinal ortamin
pH’sini 4-4.5 gibi asidik bir degerde tutmaktadir. Ayrica salgiladiklari hidrojen
peroksit ve bacteriosin gibi maddelerle vajinal florada diger bakterilerin Gremesini
engellemektedirler [56]. Cesitli nedenlerle Laktobasil sayisindaki azalma BV etkeni
organizmalar igin firsat yaratmakta ve bu organizmalar enfeksiyona neden
olmaktadirlar. Laktobasil sayisinin azalma nedenleri arasinda antibiyotik kullanimi,
vajinal fitil kullanimi, hormonal degisiklik, partner sayisinin ¢ok olmasi,
Trichomonas vaginalis ile enfekte olmak ve sigara kullanimi gibi nedenler yer
almaktadir [57, 58]. Bunun yani sira 1997 yilinda yapilan bir arastirmada vajinal
laktobasillerin  bakteriyofajlar tarafindan enfekte olarak lizize olabilecedgi,
dolayisiyla sayilarinin azalabilecegi ortaya konmustur. Yapilan deneyde vajinal
floradaki laktobasillerden iki tip ihmli bakteriyofaj izole edilmigtir. Arastiricilar bu
fajlarin besinler yoluyla barsaklara ulastigini ve daha sonra Uregenital yoldan
bulas ile vajinaya gectigini ileri sirmektedir. Ayrica partner sayisina bagli olarak da

kisiden kisiye aktarilabilecegini dusinmektedirler [58].

Bakteriyel vajinozise neden olan en o6nemli organizmalar arasinda en ¢ok
calisiimis bakteri tiri Gardnerella vaginalis'tir. Bunun yani sira Bacteroides,
Mobiluncus, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Prevotella,
Porphyromonas, Peptostreptococcus ve Atopobium vaginae gibi anaerobik
bakterilerin de bakteriyel vajinozis de rol aldidi literatirde yer almaktadir. [59].
Bakteriyel vajinozis teshisi icin Amsel kriterleri kullaniimaktadir. Bu kriterler; (1)
vajinal pH’nin 5.5’ tan buyuk olmasi, (2) gri-beyaz homojen bir akinti,(3) pozitif
KOH (Whiff) testi ve (4) clue cell tipi hicrelerin gorilmesidir. Bu kriterlerden

Ucunan varhgi bakteriyel vajinozis tanisi icin yeterlidir [4].
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Bakteriyel vajinozis fertii dénemdeki kadinlarin yani sira gebelerde de cesitli
komplikasyonlara neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda pelvigin iltihabi hastaligi
(PID), endometiritis, dugsuk agirlikli dogum, erken dogum, abortus, amniyon
sivisinin iltihabl ve erken membran yirtiimasi gibi komplikasyonlara neden oldugu
bildirilmistir [52, 60]. Bakteriyel vajinozisin HIV ile iliskili oldugu da bildirilmistir.
Yapilan bir arastirmada G. vaginalis’ in monositlerde ve T-lenfositlerde HIV

ekspresyonunu arttirdigi ortaya konmustur [61].
2.7. Bakteriyel Vajinozise Neden Olan Organizmalar
2.7.1. Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis ilk olarak 1953 yilinda Leopold tarafindan prostatl erkeklerin
ve servisitli kadinlarin Uregenital siteminden izole edilmistir. Bu gézlemde kucuk,
pleomorfik, gubuk seklinde bakteriler izole edildigi bildiriimistir ve bu bakterinin
Haemophilus cinsi Uyesi olabilecegi bildirimistir. Daha sonra 1955 yilinda Gardner
ve Dukes bu mikroorganizmay! BV’ li hastalardan izole etmis ve Haemophilus
vaginalis olarak adlandirmistir [62]. Fakat yapilan arastirmalar sonucu H.
vaginalisin hemin, nikotainamid adenin dintkleotid (NAD) gibi molekulleri
icermedigi anlasilinca bu cinsten c¢ikarilarak gram pozitif bir bakteri cinsi olan
Corynebacterium cinsine dahil edilmesi gerektigine karar verilmigtir ve ismi
Cornyebacterium vaginale olarak degistiriimistir. Greenwood ve Pickett [63]
yaptiklari aragtirmalar sonucunda bu mikroorganizmanin Cornyebacterium cinsinin
Ozelliklerini tasimadigini ortaya koymuglardir ve bu bakteriyi yeni bir cins
(Gardnerella) igine dahil etmislerdir. ismini ise Gardner ve Dukes’a hitaben
Gardnerella vaginalis olarak degistirmiglerdir. Gardnerella vaginalis, gram

degisken, pleomorf, kapsulll, hareketsiz bir mikroorganizmadir [64].

Gardnerella vaginalis gram pozitif bakterilere 6zgl duvar yapisina sahiptir. Yani
hicre zarinin Ustinde zara sikica bagh kalin bir peptidoglikan tabaka
bulunmaktadir. Fakat gram pozitif bakterilerden farkli olarak duvar yapisinda
teikoik asit bulundurmamaktadir. Bunun yani sira gram negatif bakterilere 6zgu dis
zar ve LPS de G. vaginalis’ te bulunmamaktadir. Fakat gram boyama metodunda
gram negatif bakteriler gibi kirmizi renkte boyanmaktadir. Bu yuzden gram

degisken olarak adlandiriimaktadir [62, 65].
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Gardnerella vaginalis, katalaz ve oksidaz negatiftir. Dekstrin, fruktoz, galaktoz,
glukoz, maltoz, mannoz, riboz ve nisastayr metabolize edebilir. Bunun yani sira
laktoz, sukroz ve ksilozu da fermente edebildigi bilinmektedir. G. vaginalis'in
fermantasyon Urunu asetik asittir. Fakulltatif anaerobik bir organizmadir. Optimum
yasam sicakhgi 35-37C° , yasam pH’si ise 6-6.5tur. G. vaginalis pH 4’te
yasayamaz [63]. Ayrica demir baglama o&zellikleri vardir. Demir tutma igini
laktoferrin baglayan proteinler ve siderophore adi verilen 6zel proteinlerle

saglamaktadirlar [39].

Gardnerella vaginalis, bakteriyel vajinoziste en oOnemli ve baskin olan
organizmadir. Fakat saglikh kadinlardan da bu organizmayi izole etmek
mumkudndur. Yapilan bir arastirmada BV’ |i kadinlarin yaklasik %87.5’'undan G.
vaginalis izole edilirken saglikli bayanlarin da %26.4'den G. vaginalis izole

edilebilmistir [66]. G. vaginalis clue cell olusumunda rol alan en dnemli bakteridir.
2.7.2. Mobiluncus tarleri

Mobiluncus tarleri kivrik gubuk seklinde bakterilerdir. Bu kivrik bakteriler vajinal
sekresyondan ilk olarak 1985 yilinda izole edilmislerdir ve bu bakterilere Vibrio
mulieris adi verilmistir [67]. Daha sonra Spiegel ve arkadaslari [67] yaptiklari
arastirma sonucu bu bakterileri yeniden isimlendirip Mobiluncus cinsine dahil
etmigleridir. Mobiluncus turleri zorunlu anaerob, gram degisken, kivrik, sporsuz
cubuk seklinde bakterilerdir. Gram degisken olarak kabul edilmelerinin sebebi,
tipki Gardnerella vaginalis’ te oldugu gibi gram boyam metodunda kirmizi olarak
boyanmalarina ragmen aslinda gram pozitif duvar yapisina sahip olmalaridir.
Fermentasyon drlnleri suksinik asit ve asetik asittir. Optimal buyime pH’lar 5.5-
6.5'tur. 3 adet kamgiya sahiptirler. Oksidaz ve katalaz negatiftirler. iki tirii vardir.
Bunlar Mobiluncus curtisii ve Mobiluncus mulieris'tir. iki tiiriinde genel dzellikleri
ayni olmakla birlikte Mobiluncus curtisii daha kuguk ve kisadir [68, 69]. Bu iki sus
uzun form ve kisa form olarak da adlandiriimaktadir. Fakat yapilan arastirmalarda
bu iki taran iginde farkh 6zellikler gésteren suslar da bulunmustur. Bu suslara atipik
uzun formlar ve atipik kisa formlar denmektedir. Bu yUzden arastiricilar

siniflandirma igin iki turdn yeterli olmadigini disinmektedir [70].

Mobiluncus turleri BV’li kadinlarin vajinal florasinin karakteristik bir Uyesidir.

Nerdeyse tum BV’li kadinlardan Mobiluncus turleri izole edilebilmektedir. [71, 72].
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Ayrica yapilan galismalarda Mobiluncus turlerinin epitel hicrelere yapigarak clue

cell meydana getirdigi ortaya konmustur [73].
2.7.3. Bacteroides Tirleri

Bacteroiedes cinsi organizmalar gram negatif, sporsuz, zorunlu anaerobik
bakterilerdir. Bazi turler hareketli bazilari ise hareketsizdir. Bu bakteriler basil
seklinde olmalarina ragmen bir kismi kokobasil seklinde de gorllebilir. Bazilarinda
kamgi bulunabilir. Karbohidrat, hemin, B12, amonyak, karbondioksit ve silfidin
oldugu besi yerlerinde kolayca gelisebilirler. Polisakkaritleri metabolize ederek
karbon kaynagi olarak kullanabilirler. Metabolik Grunleri asetik asit, laktik asit,
suksinik asit, propiyonik asit, izobutirik asit, izovalerik asit ve formik asittir. Nitrojen
gereksinimleri minumumdur [74, 75]. Bacteroides turleri % 20 safra bulunan

besiyerinde Ureme 6zelliklerine gore iki ana gruba ayrilirlar.
1- Safraya Direngli Bacteroides turleri

a. B. fragilis grup: B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B.

uniformis, B. vulgatus, B. caccae, B. stercois ve B. merdae
b. Digerleri: B. eggerthii ve B. splanchnicus

Bacteroides fragilis grubu uyeleri kapsule sahiptirler ve sukrozu fermente
edebildikleri icin diger iki bakteriden bu o6zellikleriyle ayriimaktadirlar. B. fragilis
grubu bakteriler hareketsiz, soluk boyanan gubuk seklinde bakterilerdir. Safraya
direncli bakteriler, beta laktamaz aktivitesi nedeniyle penisilin ve turevlerine kargi
direnclidirler. Bu grup bakteriler barsak florasinin elemanidir fakat kadin genital

organlarindan da izole edildigi gbzlenmigtir [76, 77].

2- Safraya direngsiz Bacteroides Tirleri: Bu grupta bulunan bakteriler pigment

bulundurma durumlarina goére ikiye ayrihrlar.

a. Pigmentli Bacteroides Turleri: Pigment renkleri tugla kirmizisi, kahverengi ve
siyahtir. Onceleri bu grupta B. asaccharolyticus, B. bivius, B. gingivalis, B.
intermedius ve B. melaninogenicus yer almaktaydi. Fakat yapilan arastirmalar
sonunda bu bakteriler yeniden siniflandirilarak Prevotella ve Porphyromonas
cinsleri icine dahil edilmistir. Bu grup bakteriler agiz, burun, gastrointesitnal ve

genital mukozanin normal flora elemanlaridir.
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b. Pigmentsiz Bacteroides Tirleri: Bu grupta B. gracilis, B. ureolyticus, B.
capillosus, B. coagulans, B. forsythus, B. galacturonicus ve B. pectinophilus turleri
bulunmaktadir. Bu grupta bulunan Gyeler % 20 oksijenin bulundugu normal
atmosfer kosullarinda yasayamayan fakat canlihgini devam ettirebilmek igin % 5
oksijene ihtiyaci olan mikroaerofilik bakterilerdir. B. ureaolyticus urogenital
bosluktan izole edilebilmektedir ayrica penisiline karsgi direngsizdir. Bunun yani
sira B. coagulans da urogenital bosluktan izole edilen diger bir tlrdur. Diger tlrler

ise agiz boslugunda ve barsaklarda yer almaktadirlar [78, 79].

G. vaginalis ve Mobiluncus turleri ile birlikte Bacteroides turlerinin de clue cell

olusumunda rol aldi§i yapilan arastirmalarda bildirilmistir [73].
2.7.4. Mycoplasma hominis ve Ureaplasma urealyticum

Mikoplazmalar, Mollicutes sinifi igerisinde yer alan hlicre duvari olmayan
mikroorganizmalardir. Gram pozitif bakterilerden evrimlestigi dustnulmektedir.
Mikoplazmalar bagimisiz yasayan en kiUguk organizmalardir. Bayukleri 125- 205
nm kadardir. Hicre duvari yerine sterol igeren U¢ kath birim zari vardir. Hlcre
duvarinin bulunmamasi nedeniyle penisiline kargi direnglidirler. Sivi besi yerine
ekildiklerinde cesitli formlarda gelisebilirler. Kati besi yerine ekildiklerinde ise
protoplasmik kutleler halinde bulyurler ve sekilleri ¢abuk bozulur. Mikoplamazlar
genelde enerji kaynagi olarak glukozu ve arjinini kullanmaktadirlar fakat
Ureaplasmalar (reyi metabolize etmektedirler. insan viicudundan mikoplazma
cinsine ait 13 tur izole edilmigtir. Bunlar; Mycoplasma hominis (M. hominis),
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma orale, Mycoplasma fermentas, Mycoplasma
salivarium, Mycoplasma primatum, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma
buccale, Mycoplasma pirum, Mycoplasma faucium, Mycoplasma lipophilum,
Mycoplasma spermatophilum, Mycoplasma penetrans ve Ureplasma urealyticum
(U. urealyticum)’ dur [74, 80].

M. hominis ve U. urealyticum normal vajinal flora Gyesidir. Yapilan bir arastirmada
M. hominis saglikh bireylerin %7.9’dan bu organizma izole edilebilmistir. Ancak
BV’li hastalarda bu oranin %60’a ¢iktigi gézlenmistir [81]. Bagka bir arastirmada
ise BV’li hastalarda U. urealyticum kolonizasyonunun iki katina c¢iktigr ve

konsantrasyonunun ise yuz kat arttigi belirtimektedir [82].

2.7.5. Prevotella Turleri
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Prevotella turleri gram negatif, zorunlu anaerobik, sporsuz, hareketsiz, pleomorfik
cubuk seklindeki bakterilerdir. Bu bakterilerin gelismeleri igin hemin ve menadione
gerekli molekilleridir. Glukozu fermente ederek enerji gereksinimlerini kargilarlar.
Fermantasyon drlnleri asetik asit ve suksinik asittir. Proteolitik aktiviteleri

bulunmaktadir [83]. Pigment bulundurma durumlarina goére iki gruba ayrilirlar.

1- Pigmentli Prevotella tirleri: Bu grupta P. denticola, P. loezcheii, P.
melaninogenica, P. tannerae, P. intermedia ve P. nigrescens yer almaktadir. Bu

grupta bulunan bakteriler oral ve vajinal mukozanin normal flora elemanlaridir.

2- Pigmentsiz Prevotella tiirleri: Bu grupta ise P. bivia ve P. disiens yer
almaktadir. Bu turler genital sistem enfeksiyonlarinda diger bakterilerle birlikte

vajinal mukozadan izole edilebilmektedir [74,84]
2.7.6. Porphyromonas Tirleri

Porphyromanas tirleri gram negatif, zorunlu anaerobik, sporsuz, basil seklindeki
organizmalardir. Insan viicudundan izole edilen tirler katalaz negatif
organizmalardir. Bu turler; P. asaccharolytica, P. endodontalis ve P. gingivalis'tir.
Hayvanlardan izole edilen turler ise katalaz pozitiftir. Bu turler ise; P. canatis, P.
circumdenteria ve P. salivosa’dir. Bunun yani sira sadece kdpeklerden izole edilen
P. cangigivalis, P. cansulci, P. creviaricans ve P. gingivicanis turleri de
bulunmaktadir. insanlardan izole edilen tiirler mukozal yiizeylerin normal flora
elemani olmakla beraber birgok enfeksiyon varliginda da izole edilebilmektedirler.
Bu tlrler icinden P. assacharolytica normal vajinal flora elemanidir. Ayrica
insanlardan izole edilen Porphyromanas turleri penisiline karsi direngsizdirler [74,
84]

2.7.7. Peptostreptoccus Tirleri

Peptostreptoccus tlrleri gram pozitif, zorunlu anaerobik, sporsuz kok seklindeki
bakterilerdir. Bu bakteriler birbirlerine tutunarak zincir seklinde yapilar meydana
getirirler. Enerji kaynagi olarak glukozu kullanirlar. Fermantasyon Urlnleri ¢ok
cesitlidir. Nitrojen kaynagl olarak aminoasitleri kullanirlar. Katalaz aktiviteleri
yoktur. Bu bakteriler deri, agiz, barsak ve vajinal mukozanin normal flora
elemanlaridir. P. asaccharolyticus, P. magnus, P. micros, P. prevotti ve P.

tetradius vajinal mukozada bulunan Peptostreptoccus turleridir [77, 78].

2.7.8. Atopobium vaginae
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Bu bakteri gram pozitif, fakultatif anaerob, hareketsiz, elips seklinde bir bakteridir.
Bir araya gelerek kisa zincir seklinde yapilar olusturmaktadirlar. Bu bakteri daha
Onceleri Lactobacillus cinsi igersinde yer almaktaydi fakat yapilan arastirmalarla
bu cins iginden cikartilarak Atapobium cinsine dahil edilmistir. Atfopobium vaginae
laktik asit Ureticisidir. Bu bakteri inidol negatif bir organizmadir. Normal vajinal
floranin bir Gyesidir [85]. Fakat yapilan arastirmalar sonucu bu bakterinin BV
etkeni oldugu ortaya konulmustur. Arastiricilar BV’li hastalarin %55’inden bu

mikroorganizmayi izole etmiglerdir [86].

2.8. BV’nin Mikroskobik ve Klinik Tani Kriterleri
2.8.1. Mikroskobik (Sitolojik) Tani Kriterleri
2.8.1.1. Clue Cell Hiicrelerinin Goriilmesi

Clue cell hucreleri ilk olarak 1955 yilinda Gardner ve Dukes tarafindan
isimlendirilmigtir. Bu hticreler Gzeri yogun olarak Gardnerella vaginalis ve daha az
oranda Bacteroides ve Mobilincus turleri ve diger bakterilerin bulundugu skuamoz
epitel hacreleridir. [87]. Normal epitel hlcrelerinin net sinirlari vardir ve granuler
yap! gostermezler fakat clue cell hicrelerinin sinirlar epitel hicreleriyle adezyon
yapmig bakteriler yiztunden net degildir ve bakterilerlerle kapli gorulmektedir [88].
PAP yaymlarinin incelemesi sonucu BV tanisi verebilmek icin yaymada bulunan
hicrelerin en az % 20’sinin clue cell tipi hicre olmasi gerekmektedir [89]. Ayrica
Uzeri Laktobasillerle kapli skuamoz epitel hlcrelerine false clue cell denmektedir
ve tani verirken bu hicrelere dikkat edilmeli clue cell tipi hucrelerle

karistirlmamalidir [87].
2.8.1.2. Serbest Kok ve Kokobasil gorilmesi

Clue cell hicrelerinin yani sira epitel hicrelerinin arasina dagilmis serbest kok ve
kokobasillerin gbzlenmesi BV tani kriterleri arasinda yer almaktadir. Bu serbest

haldeki kok ve kokobasiller simirde bulutsu bir gériinim olugturmaktadir [5].
2.8.1.3. Polimorf niikleer I6kosit (PMNL) goriilmemesi

PMNL’ ler eozinofiller ve bazofiller ile birlikte granulositler olarak adlandirilirlar. Bu
hicreler enfeksiyonlara karsi savunmada ilk olarak gérev alan hicrelerdir. Bu
hicreler bakterilerden salinan gesitli kimyasallari taniyarak onlara dogru hareket
etmekte ve bakterileri fogosite etmektedir. PMNL'nin bu hareketi kemotaksis
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olarak adlandiriimaktadir [90, 91]. Ancak BV’li hastalarin vajinal sivi érneklerinde
PMNL’lerin ¢ok az oldugu ya da hi¢ bulunmadigi belirtiimektedir [57, 92]. Hlcre
kaltaru ile yapilan in vitro bir gcalismada BV- iligkili mikroorganizmalarin Urettikleri
organik asitlerin monositik hicre hatti Gzerine etkileri incelenmistir. Bir organik asit
tirh olan suksinik asitin monositik hlcrelerin kemotaksisini yliksek oranda inhibe
ettigi gozlenirken, asetik asitin bu 6zelliginin daha az oldugu belirtiimistir. Ayni
calismada 6zellikle Prevotella ve Mobilincus tlrlerinin ¢ok miktarda suksinik asit ve
asetik asit Uretebildigine dikkat cekilmistir [93]. BV-iligkili mikroorganizmalarin
urettikleri organik asitler ile PMNL kemotaksisini inhibe etmelerinin yaninda, bu
organizmalarin  PMNL’leri lizis edebilecegi de belirlenmigtir. Rottini ve
arkadaslarinin [94] bu konuyla ilgili yaptiklari ¢alisma ile Gardnerella vaginalis
tarafindan Uretilen sitolitik toksinin notrofilleri lizise ugratabilecegini tespit
etmiglerdir. Sitolojik tani kriterleri arasinda laktobasil azalmasi ile birlikte PMNL
azalmasi da yer almaktadir [54]. Arastiricilar epitel hicre basina bir PMNL'den
fazla PMNL duslUyorsa o hastada baska bir enfeksiyon aranmasi gerektigini
belirtmektedir [95].

2.8.1.4. Laktobasillerin Ortamda Bulunmamasi

Normal vajinal florada baskin olan mikroorganizmalar Laktobasillerdir. ilk olarak
1984 yilinda Ddderlein tarafindan izole edilmistir ve bu ylizden Ddéderlein basilleri
olarak da adlandiriimaktadirlar [96]. Saglkl fertii donemdeki bir kadinin vajinal
florasinda baskin tir Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus fermentum’ dur. Bu
turan yani sira L. crispatus, L. iners, L. gasseri, L. jenseii, L. gallinarum, L. brevis,
L. plantarum, L. casei, L. delbureckii, L. salivarius ve L. vaginalis de vajinal florada
yer alan diger Laktobasil turleridir [56, 97]. Laktobasiller epitel hucrelerdeki
glikojeni kullanarak laktik asit Uretmekte ve ortamin pH’sini asidik tutmaktadirlar.
Bunun yani sira urettikleri H,O, ve Bacteroisin gibi bakterileri 6ldurici maddelerle
vajinal florayl patojen mikroorganizmalara karsi korumaktadirlar [98]. Yapilan bir
arastirmada saglikh bireylerin %96’sindan H;O, Ureten Laktobasil suslari izole
edilirken BV’li hastalarin yalnizca %6’sindan bu suslar izole edilebilmistir [99]. BVl
hastalarda Laktobasil sayisi azalmakta ve yerini anaerobik bakteriler almaktadir
[52].

2.8.2. Klinik Kriterler
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2.8.2.1. Balik Kokusu Tarzinda Akinti ve Akintinin Tipi

Saglikli fertil dénemdeki kadinlarda ovulasyonda fazinda gérulen fizyolojik akinti
disinda her hangi bir akinti gézlenmez. Serviks ylzeyinde gézlenen her hangi bir
akinti enfeksiyon varligini belirtmektedir. Her enfeksiyonda gézlenen akinti tipi
farklidir. BV’li kadinlarda ise homojen gri bir akinti gézlenmektedir [55]. Bu akinti
balik kokusu tarzindadir. Kokunun amin varhidindan kaynaklandigi bilinmektedir.
Yapilan arastirmalarda BV’li hastalarin vajinal sivisinda metilamin, izobutilamin,
putreskin, kadeverin, histamin, tiyramin ve fenitilamin olmak Uzere yedi tip amin
tespit edilmistir. Aminlerin sebep oldugu bu koku vajinal sivi 6rnedi Uzerine
%10’luk KOH damlatilarak (Whiff testi) ortaya ¢cikmaktadir [100].

2.8.2.2. Degismis Vajinal pH Degeri

Saglikh bireylerde vajinal floranin pH degeri 4- 4.5 arasindadir. BV’li hastalarda ise
vajinal floranin pH’sI 4.5'tan daha blyukttr. pH 6lgimi kolay ve ekonomik bir test
olmasina ragmen guvenilir bir test degildir. Cunku vajinal pH yikama, kanama,

cinsel iliski gibi nedenlerle degisebilmektedir [92].
2.9. BV’nin Tani Metodlari

2.9.1. Sitolojik Metodlar

2.9.1.1. Papanicolaou Boyama Metodu

Bv tanisinda en sik kullanilan yontemlerden biri papanicolaou boyama metodu ile
boyanmis seviko- vajinal yaymalarin (PAP simir) mikroskobik olarak
incelenmesidir. BV tanisi vermek igin kullanilan sitolojik kriterler; ipucu hucreleri,
serbest kok ve kokobasillerin gorilmesi, laktobasil sayisinda azalmanin tespit
edilmesi ve PMNL’ nin gértlmemesidir [5]. Papanicolaou boyama ydntemi tercih
edilen bir tani metodudur ¢lnkl rutinde kolay uygulanabilen ucuz bir yontemdir
[101].

2.9.1.2. Taze inceleme

Taze inceleme metodun da serviko-vajinal érnekler lama yayilir ve daha sonra
Uzerine birka¢g damla %0,9’luk NaCl damlatilarak 11k mikroskobunda incelenir.
inceleme 40’k objektif kullanilarak yapilir ve ipucu hiicreleri tespit edilir.

Mikroskopta gorulen hicrelerin %20’sinden fazlasinin ipucu hucresi olmasi

gerekmektedir [4].

26



2.9.2. Mikrobiyolojik Metodlar
2.9.2.1. Gram Boyama

Bakteriyel vajinozis yonteminde gram boyama yontemi ilk olarak Spigiel ve
arkadaslar tarafindan kullanilmigitir. Yapilan calismalarda Laktobasil, gram pozitif,
gram negatif ve Kkivrik basiller arasindaki iliski degerlendirilmistir. Bunun
sonucunda BV tanisinda bu iligkinin kullanilabilecedi ortaya konmustur [102]. Daha
sonra Nugent ve arkadaslari gram boyama metodunda bir skor sistemi
gelistirmiglerdir. Bu sistemde gram pozitif basil, gram degisken/negatif kokobasil
ve gram degisken/negatif kivrik basil morfotipleri degerlendirilmistir. Her morfotipin
simirde bulunma ¢okluguna gére o morfotipe sifirdan dérde kadar skor verilmigtir.
Bu skor sonucu yediden blyuk ise hastaya BV teshisi konmaktadir [103]. Yapilan
arastirmalarda gram boyama metodunun ylksek derecede hassas ve spesifik
oldugu gosterilmistir [71]. Fakat deneyim gerektiren zahmetli bir islem oldugu igin

rutin incelemede tercih edilmemektedir.
2.9.2.2. BVBlue Test Metodu

BVBIlue test son yillarda gelistirilmis bir yontemdir. Bu ydntemin esasi vajinal
akintida siyalidaz enzim aktivitesinin tespit edilmesine dayanmaktadir. BV’ ye
neden olan organizmalardan Gardnerella vaginalis, Mobiluncus ve M. hominis’in
siyalidaz aktivitesine sahip oldugu goésterilmistir. Dolayisiyla siyalidaz aktivitesinin
gbzlenmesi bu organizmalarin varhgiyla iliskilendiriimektedir. Yontem basit ve kisa
surmektedir. Serviko-vajinal sivi 6rneginin oldugu firga BVBIlue kitinin oldugu ttpe
alinmakta ve 10 dakika 37 C% da inkliibe edilmektedir. Daha sonra birka¢ damla
BVBIlue solusyonu damlatiimakta ve renk degisimi gozlenmektedir. Mavi ve yesil
renk artmig siyalidaz enzim aktivitesini yani pozitif sonucu gdstermekte sari renk
ise negatif sonucu goOstermektedir [104]. BVBIue test hastaya zaman
kazandirmaktadir fakat birden c¢ok vajinal enfeksiyon varhidinda yanhs sonug
verebilmektedir. Ayrica yapilan bir arastirmada ylksek derecede hassas oldugu
gosterilse de 6zgullugunin PAP simir ve gram boyama kadar ylksek olmadigi

gosterilmigtir [105].
2.9.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknigi

Polimeraz zincir reaksiyonu, elde etmek istedigimiz DNA dizilerinin dogrudan

cogaltimasini  saglayan bir tekniktir. PCR yontemiyle BV’ye neden olan
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mikoplazma gibi ¢ok kiiguk organizmalr kolayca tespit edilebilir. Bu yontem ile BV
teshisi yapmak igin, vajinadan alinan sivi 6rneg@i serum fizyolojik ile muamele edilir
ve santriflj edilir. Daha sonra hicre peleti distile suyla sulandirilip tekrar santrif(j
edilir. Son olarak PCR karisimi eklenir ve hedef DNA'nin ¢ogaltiimasi igin
denatlrasyon, annealing ve polimerizasyon islemlerini iceren inkibasyon
asamasina gegilir [106]. Yapilan bir arastirmada PCR tekniginin gram boyama ile
yuksek derecede dogru orantili oldugu gosterilmistir. Bu arastirmada PCR
tekniginin hassasligi %78.4 ve 6zgulligu ise % 95.6 olarak bulunmustur [107].

Fakat pahali ve uzun bir iglem oldugu igin rutin olarak kullaniimamaktadir
2.9.2.4. Gardnerella vaginalis Kiltiuriu Metodu

BV teshisinde kullanilan diger yontemlerden bir digeri de Gardnerella vaginalis
kalturadar. BV etkeni organizmalar arasinda en sik gorulen bakteri turu G.
vaginalis’tir. Dolayisiyla teshis icin bu organizmanin kultarinin yapilabilecegdi
dusUnulmustir. Fakat bu ydntem hassas olmasina ragmen 6zgul bir yontem
degildir [71]. CUnkl G. vaginalis BV’ li hastalarin hepsinde goézlenmekle birlikte
saglikli kadinlarin %50’sinden de izole edilebilmektedir [53]. Bu nedenle, G.

vaginalis kultur teknigi BV tanisinda tercih edilmemektedir.
2.9.2.5. Gaz- Sivi Kromatografi Metodu

BV etkeni mikroorganizamalar diger organizmalar gibi metabolizma Grini olarak
organik asit Uretmektedirler. Bu organizmalara 6zgl organik asitler de gaz- sivi
kromotografi teknigi ile tespit edilerek B.V tanisinda kullanilabilmektedir.
Laktobasiller laktik asit Ureticileridir. Bunun yani sira Gardnerella vaginalis’in asetik
asit, Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides ve Mobiluncus’'un suksinik asit,
Peptostreptococcus’un butrik asitle birlikte asetik asit Urettigi bilinmektedir. BV’ li
hastalarin vajinal sivilarinda suksinik asit miktari artarken laktik asit miktar
azalmaktadir. BV’ li hastalardan alinan vajinal sivi drneklerine distile su ya da tuzlu
suya alinarak karomotografi teknigi uygulanir. Kromotografi sonucunda suksinik
asitin laktik asite orani 0.4’e esit veya blylkse hastaya bakteriyel vajinozis tanisi
konur [92]. Yapilan bir arastirmada gaz-sivi kromatografisinin %78 oraninda
hassas ve %81 oraninda 6zgll oldugu bulunmustur. Ayni arastirmada gram

boyama ve G. vaginalis kultir yontemiyle kiyaslanmis ve G. vaginalis kultir
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yonteminden daha iyi oldugu fakat gram boyama teknigi kadar 6zgul olmadigi
belirtilmistir [71].

2.10. Bakteriyel Vajinozis Tedavi Yontemleri

Bakteriyel vajinozisin tedavisi icin Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) merkezinin belirledigi tedavi seklinde gore hastalara 7 giin boyunca ginde
iki kez 500 mg metronidazole, metronidazole jel ve clindamycin krem 6nermektedir
[57]. Yapilan bir arastirmada hastalara tek doz (2 gr) metronidazole ve 7 gunlik
500 mg metronidazole uygulamasi kiyaslanmis ve tek gunlik doz sonrasi
hastalarda %83’ oraninda iyilesme gozlenirken 7 glnlik tedavi sonrasi hastalarin
%97’ sinin iyilestigi gézlenmistir. Ayrica farkli bir calismada iki grup hasta secilmis
ve birinci grup 7 gunlik metronidazole tedavisi gorurken ikinci grubun eglerine de
ayni tedavi uygulanmistir. Fakat iyilesme oranlari arasinda bir fark bulunamamistir
[108]. Yapilan farkli bir arastirmada ise metronidazole tedavisi sonrasi tekrarlayan
BV sikayetiyle klinige gelen bir hastaya, bir hafta boyunca gliinde 2 kez 500 mg
tinidazole uygulanmis ve hastanin 10 ay boyunca BV’sinin nuksetmedigi tespit
edilmistir. Aragtiricilar tinidazole’ Un metronidazole’den daha etkili oldugunu ileri

surmektedirler [109].

Yapilan bazi calismalarda fermente sit UGrlnlerinin igerdidi Laktobasil suslar
nedeniyle vajinal pH’y1 asidik tutmaya yardim ettikleri bildirilmigtir. Fakat ¢cogu
fermente st Urin( Lactobacillus acidophilus igcermemektedir [110]. Ustelik
yogurttan elde edilen Lactobacillus suglari en az yapisma gosteren suglardir [111].
Son zamanlarda ticari olarak satilan Lactobacillus suslarinin BV tedavisinde
kullanilmasi ortaya atilan fikirlerden biridir fakat yapilan bir arastirmada
metronidazole tedavisine ek olarak liyofilize edilmis Lactobacillus acidophilus
takviyesi alan BV’ li hasta ile sadece metronidazole tedavisi alan hasta arasinda

iyilesme agisindan bir fark bulunamamistir [110].
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3. YONTEM VE GEREGLER

Calisma kapsaminda Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dalr’'na rutin kontrol i¢in gelen ve gebeligi olmayan 23- 81 yas
arasi 200 hasta degerlendirilmistir. Hastalardan serviko-vajinal 6érnekler alinmadan
once vyas, son adet tarihi, gebelik ve dusuk sayisi, gegirdigi jinekolojik
operasyonlar, rahim ici ara¢ kullanimi, akinti ve kasinti gibi jinekolojik sikayetleri ile
ilgili bilgiler alinmis ve bilgisayara kaydedilmistir. Hekim tarafindan alinan serviko-
vajinal 6rnekler sitolojik inceleme igin Papanicolaou boyama yontemine gore
boyanmistir. Elektron mikroskobik inceleme igin drnekler %2’lik gluteraldehit igine
aktarilarak takibe alinmistir. Tum dederler istatiksel analiz i¢in kaydedilmigtir.
Calismamizin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package of Social Sciences)
paket 15.0 programindaki “chi-square” ve “Fisher's Exact Test” kullanilarak

yapilmigtir. Anlamlilik siniri p< 0.05 kabul edilmistir.
3.1. Orneklerin Alinmasi

Hastalardan sitolojik firga (cytobrush) yardimiyla alinan vajinal sivi érnekleri hem
sitolojik hem de elektron mikroskobik inceleme igin kullaniimistir. Sitolojik inceleme
icin cytobrush ile alinan akintt 6rnedi lamlara tek yonla sdrllerek yayma
hazirlanmis ve havada kurutulmadan %96’lik etil alkol igine alinmistir. Firga ise
elektron mikroskobik inceleme igin igine %Z2’lik soguk gluteraldehit olan santrif(j
tipune alinmig ve 6rnegin gluteraldehite aktariimasi saglanmistir. Daha sonra

firca ¢ikarilarak santrifj tipu iginde buz olan képuk igine konmustur.
3.2. pH olgumu

Sitolojik firca ile hastadan alinan jinekolojik akinti érnekleri 1-14 arasi skalaya
sahip olan pH indikator kagidina (Merck) surtilmuas ve bir stire beklendikten sonra
pH indikator kagidi Gzerinde renk degisimine karsilik gelen pH degerleri her hasta

icin kaydedilmistir.
3.3. Orneklerin Sitolojik yénteme gore hazirlanmasi

Sitolojik inceleme icin alinan simirler, %96’lik etil alkolde tespit edildikten sonra
Sitoloji Laboratuarinda rutin Papanicolaou boyama metoduna gére boyanmis ve
binokiiler i1sik mikroskobunda incelenmistir. incelemeler sirasinda x10, x40 ve

x100 objektifler kullaniimistir. Clue cell tespit edilen yaymalar tekrar detayli
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incelenmis ve epitel hicre- bakteri iligkisi agisindan énemli bolgeler isaretlenerek
fotograflari cekilmigtir. Fotograflar, “Leica” marka trinokller floresan atagmanl

dijital mikroskobun x40 ve x100’luk objektifleri kullanilarak gekilmistir.
3.4. Orneklerin Elektron Mikroskobik (EM) yonteme gore hazirlanmasi

Elektron mikroskobik inceleme igin gluteraldehit icine alinan 6rnekler Histoloji-
Embriyoloji Laboratuarinda takip edilmistir. Ornekler ilk olarak 21 C° 1200 rpm’'de
5 dakika santriflj edilmis ve hicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra ayni
islem 3 kez fosfat tamponuyla tekrarlanmis hucrelerden gluteraldehitin
uzaklagmasi saglanmistir. Gluteraldehitten sonra hlcreler osmium tetroksitte ikinci
kez tespit edildirler. Bu basamaktan sonra hicre ornegi %Z2’lik agaroz igine
alinarak takip islemine hazir hale getirilmistir. Agaroz i¢indeki hicre 6rnegi rutin
transmisyon elektron mikroskop doku takip yontemine goére dehidratasyonu
takiben propilen oksitte seffaflandirildiktan sonra araldite gémulmis ve 60
derecede 48 saat polimerize edilmistir. Araldit igcine alinan hiicre érneklerinden ilk
olarak yari ince kesitler alinmis metilen mavisi-Azur Il ile boyanmistir. Daha sonra
bu kesitler Leica marka mikroskopta x40’lik buylUtmede incelenmis ve EM’de
incelenecek bolgeye karar verilmistir. Uygun alanlar saptandiktan sonra alinan
ince kesitler (50-70nm) uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanip JEOL JEM-1400

elektron mikroskobunda incelenmis ve dijital olarak fotograflari ¢cekilmistir.
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4.SONUGLAR

Calismamizda yer alan 200 hastanin servikal érnekleri hem sitolojik hem elektoron
mikroskobik olarak incelenmis ve sitolojik inceleme sonucu elde edilen sonuglarin
istatiksel degerlendiriimesi yapilmistir. Elektron mikroskobik inceleme sonucu ise
epitel hlcre bakteri iligkisi detayli bir sekilde irdelenmistir. 200 hastadan 7’ si
(%3.5) BV pozitif [BV (+)] olarak saptanmis ve bu grup galisma grubu olarak
alinmigtir. Geriye kalan BV negatif [BV (-)] 193 (%96.5) hasta ise kontrol grubu

olarak kabul edilmigtir.

4.1. Servikovajinal Orneklerin Sitolojik Yontemle incelenmesi ve istatistiksel

Olarak Degerlendirilmesi

BV (+) hastalar saptanirken baz alinan sitolojik kriterler, yaymalarda clue cell tipi
harelerin gorulmesi, serbest kok-kokobasillerin gértilmesi buna karsin laktobasil ve
PMNL bulunmamasidir. BV (+) olan hastalarin tamaminda (%100) clue cell tipi
hucreler gozlenirken kontrol grubundaki hastalarin 2’sinde ise (%1.036) clue cell
tipi hiicreye rastlanmistir(Cizelge 4.1). istatiksel analiz sonucu BV pozitiflidi ile clue
cell tipi hdcreler arasinda anlamli bir iligki oldugu bulunmustur (p<0.05). BV
kriterlerinin gozlenmesi igin, sitolojik kriterlerden clue cell tipi hucreler buyuk
bayutmeye alinip incelendiginde, eritrositlerin clue cell tipi hicrenin zarina
yapistigl bazilarinin ise zara dogru uzandigi goérilmustar. (Sekil 4.1, 4.2). Ayrica
BV (+) hastalarin 4’GUnde (%57.14) eritrosit saptanirken BV (-) hastalarin 128’inde
(%66.32) eritrosit oldugu gozlenmistir. BV pozitifligi ile eritrosit varligi arasinda
istatiksel agidan anlamh bir iligki saptanamamistir (p>0.05) (Cizelge 4.2).Bunun
yani sira BV (+) hastalarin yalnizca 2’sinde (%25.71) nadir PMNL oldugu
go6zlenirken kontrol grubundaki hastalarin 159’unda (%82.38) c¢ok bol PMNL
g6zlenmistir (Cizelge 4.1). Istatiksel olarak BV pozitifligi ile PMNL yoklugu
arasinda anlamh bir iliski oldugu saptanmistir (p<0.05). BV (-) bir hastaya ait
yaymada gorulen clue cell tipi hicrenin etrafi gok bol PMNL ile ile gevrilidir (Sekil
4.3). Ayrica BV (+) hastalarin 1’inde ( %14.28) makrofaj gozlenirken, BV (-)
hastalarin 88’inde (%45.59) makrofaj saptanmistir (Cizelge 4.2). Sekil 4.4’ de
kontrol grubunda bir hastaya ait yaymalardaki makrofaj gortlmektedir.
Sitoplazmasindaki vakuollerden bazilarinin icinde sindirilmis cesitli maddeler
bulunmaktadir. Ayrica gevresinde ¢ok bol PMNL’ler gorulmektedir. BV pozitifligi ile

makrofaj varlig1 arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir (p>0.05).
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Diger 6nemli bulgulardan biri ise BV (+) hastalarin hi¢ birinde (%0) laktobasil
gbzlenmezken, BV(-) hastalarin ise 74’Unde (%38.34) laktobasile rastlanmistir
(Cizelge 4.1). BV pozitifligi ile laktobasil yoklugu arasindaki iligki istatiksel agidan
anlamh bulunmustur (p<0.05). Ayrica laktobasillerin de epitel hiicrelere yapisarak
onlari kapladigi ve clue cell gérinimune neden oldudu sitolojik inceleme sirasinda
gb6zenmistir. Bu gorinum ise false clue cell olarak adlandiriimaktadir (Sekil 4.5).
Ayrica BV (+) hastalarin hepsinde (%100) tim hucrelerin etrafinda ve zeminde
serbest kok ve kokobasil oldugu gdzlenirken BV (-) hastalarin 45’inde (%48.38)
seyrek halde serbest kok ve kokobasil oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1). BV
pozitifligi ve kok- kokobasil varligi arasindaki iliski anlamli oldugu saptanan diger
bulgulardan biridir (p<0.05). Bunun yani sira serbest haldeki kok ve kokobasillerin
de Sekil 4.6’ daki gibi eritrositlerle iligkide oldugu ve eritsosit zarina yapistigi
dikkati cekmistir. BV (+) hastalarin 2’sinde (%28.57), BV (-) hastalarin ise 37’sinde
(%19.17) metaplazi oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2). Fakat BV pozitifligi ve
metaplazi arasinda anlamili bir iliski bulunamamistir (p>0.05). BV (-) hastalarin
3’linde (%1.55) RIA bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.2).

Hucrelerdeki atipik dedisiklilklerle BV iliskisi incelendiginde BV (+) hastalardan
1'inde ( %14.28) ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance)
siniflamasina ait hicreler gortlmustir. BV (-) hastalarin olusturdugu kontrol
grubunda ise 7’sinde (%3.62) ASCUS gdzlenmigstir (Cizelge 4.2). BV (+) hastada
ASCUS degisiklikleri gosteren Sekil 4.7°de gorulmektedir. Sekil 4.8’ de ise HPV
pozitif [HPV (+)] bir hastaya ait koilostatik hlcreler gérulmektedir. BV (+) olan
hastalarinin 1’'inde (%14.28) serbest koklarla kismen clue cell gérinimua almis
Trichomonas vaginalis (TV) e rastlanmistir (Sekil 4.9). Kontrol grubu hastlarinin
ise 5'inde (%2.59) TV oldugu gbézlenmistir (Cizelge 4.2). BV (+) olup ayni zamanda
TV olan hastaya sayisi ¢ok az oldugu igin istatiksel agidan sonug¢ anlamli

bulunmamistir.

Ayrica kontrol grubu hastalarin 11’inde (%5.69) kandidal hif ve blastospor, 4’inde
(%2.07) klamidyal inkultzyon cisimcikleri, 7’sinde (%3.62) AGC (atypic glandular
cell) hicreleri, 1'inde (%0.51) adenokanser hucreleri géralmastir (Sekil Sekil 4.10,
Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Ayrica kandidal hif ve blastospor
gérilen hastaya ait yaymalardan birinde kuvvetli sitoplazmik polimorfizm gésteren

hicreye rastlanmistir (Sekil 4.15). Kontrol grubundaki bir hastaya ait yaymada
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endoservikal hucrelerde bulunan siller ve alanda gorulen spermler dikkati gekmistir
(Sekil 4.16).

BV (+) hastalarda sitolojik tani kriterlerinin yani sira klinik tani kriterlerinden akinti
ve kasinti sikayetleri de istatiksel olarak degerlendiriimigtir. 7 hastanin 4’Gnde
(%57.14) akinti oldugu ve hi¢ birinde (%0) kasinti gorulmedigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.2). Kontrol grubu hastalarin ise 42’sinde (%27.76) akinti, 5’'inde ise
(%2.59) kasinti oldugu saptanmigtir. Hata sayisi az oldugundan bu parametreler

arasinda anlamli bir iligki saptanamamigtir.

Cizelge 4.1: Calisma grubundaki hastalar ile kontrol grubundaki hastalarin PAP

yaymalarinin BV kriterleri agisindan degerlendiriimesi

BV Kriterleri Calisma grubu Kontrol grubu P degeri
(n=7) (n=193)
Clue Cell
VAR 7 (%100) 2(%1.036) *0< 0.05
YOK 0 (%0) 191(%98.964) <&
PMNL
VAR **2 (%25.71) 159 (%82.32) *5<0.05
YOK 5 (%74.29) 34 (% 17.68) p=L.
Laktobasil
VAR 0 (%0) 74 (%38.34) N
o o) p<005
YOK 7 (%100) 119 (%61.66)
Serbest kok ve
kokobasil
VAR 7 (%100) 45 (%48.38) *p<0.05
YOK 0 (%100) 148 (% 51.62)

* |statiksel olarak anlamli bulunanan sonugclar

** Cok nadir
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Cizelge 4.2: Calisma grubu ve kontrol grubu hastalarinin PAP yaymalarinin

incelenmesi sonucu elde edilen sitolojik bulgular

Sitolojik Bulgular Calisma grubu Kontrol grubu P degeri
(n=7) (n=193)

Eritosit

VAR 4 (57.14) 128 ( %66.32) p> 0.05

YOK 3 (%42.86) 65 ( %33.68)

Makrofaj

VAR 1(%14.28) 88 (%45.59) >0.05

YOK 6 (%85.72) 105 (%54.41) =5

Metaplazi

VAR 2 (%28.57) 39 (%19.17) >0.05

YOK 5 (% 71.43) 154 (%80.83) =L

RIA

VAR 0 (%0) 3 (%1.55)

YOK 7 (%100) 190 (%98.47) p>0.05

ASCUS

VAR 1(%14.28) 7 (%3.62)

YOK 6 (%85.72) 186 ( %96.38) p>0.05

Trichomonas

vaginalis

VAR 1(%14.28) 5 (%2.59) p>0.05

YOK 6 (%85.72) 188 ( %97.41)

Kandidal hif ve

blastospor 0 (%0) 11 (%5.69)

VAR 7 (%100) 182 (%94.31) p>0.05

YOK

Klamidyal

inkulizyon

VAR 0 (%0) 4 (%2.07) p>0.05

YOK 7 (%100) 189 (%97.93)

AGC

VAR 0 (%0) 7 (% 3.62)

YOK 7 (%100) 186 (%96.38) p>0.05

Adenokanser

VAR 0 (%0) 1 (%0.51) p>0.05

YOK 7 (%100) 192 (%99.49)
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Cizelge 4.3: Calisma grubundaki hastalar ile kontrol grubundaki hastalarin klinik

sikayetlerinin degerlendiriimesi

Klinik Sikayetler Calisma Grubu Kontrol Grubu p degeri
(n=7) (n=193)

Akinti
VAR 4 (%57.14) 42 (%27.76) 0>0.05
YOK 3 (%42.86) 151 (%72.24) '
Kasinti
VAR 0 (%0) 5 (%2.59) 0>0.05
YOK 7 (%100) 188 (%97.41) '
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Sekil 4.1: Uzerinde ¢ok bol kokoid yapida bakterilerin bulundugu clue cell (cc) tipi
hicre, clue cell hicre zarina yapismis eritrosit (ok) ve makrofaj (kalin ok)
go6rulmektedir (Papanicolaou x 1000).

.

Sekil 4.2: Ortamda bol eritrosit bulundugu, bu eritrositlerin bir kisminin hiicre zarina
yapistigi (kalin ok), bazilarinin ise zara dogru uzantilar yaptigi (ok) gérilmektedir. Ayrica
hicre zarindaki dizensizlikler (kirmizi ok) dikkati cekmektedir (Papanicolaou x 1000).
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Sekil 4.4: Sitoplazmasi bol vakuolli bir makrofaj goérilmekte. Bazilarinin iginde
fagosite edilmis maddeler (ok) goriimekte, etrafinda ise gok bol PMNL (kalin ok)
bulunmaktadir (Papanicolaou x 1000).
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Sekil 4.5: Laktobasillerle kapli false clue cell (FC) hicresi ve metaplazik hucreler

(M) (Papanicolaou x 1000).

» TR

Sekil 4.6: BV (+) olan bir hastada clue cell tipi hlcreler (ok basi) ve zeminde
sivama bollukta serbest koklar (kalin ok) ve serbest koklara yapismis eritrositler
(ok) (Papanicolaou x 40).
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Sekil 4.7: BV (+) olan hastada ASCUS degisiklikleri gosteren hicreler (ok).
Cekirdeklerdeki hafif hiperkromazi ve blylime dikkati gekmekte. Kalin okla gdésterilen
eritrositin bakteriler ile ¢evrili oldugu gorilmektedir (Papanicolaou x 1000).

-

- -

Sekil 4.8: HPV (+) BV (-) olan bir hastada c¢ekirdekler ASCUS (hiperkromatizm ve
cekirdek buyumesi) sitoplazma koilostatik Ozellikler gostermektedir (ok)
(Papanicolaou x 1000).
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: SR PR 1 RERCIOTIN
Sekil 4.9: BV (+) hastaya ait yaymada gorulen tzerinde kok ve kokobasil bulunan
epitel hicresine (E) yapismis Trichomonas vaginalis (ok) (Papanicolaou x 1000).

- w

Sekil 4.10: Epitel hicre (E) zarina yapismis kandidal pseudohifler (kalin ok) ve
blastosporlar. Blatosporlarin bulundugu bdlgedeki septalar dikkati gekmekte (ok)
(Papanicolaou x 1000).



. ~

Sekil 4.11: Fungal enfeksiyon tanisi almis bir hastaya ait yaymadaki sitoplazmik
polimorfizm gdsteren eozinofilik bir hiicre gorulmektedir (Papanicolaou x 1000).

Sekil 4.12: Metaplazik degisiklikler gosteren hicre sitoplazmalarinda
intrasitoplazmik inkultzyon cisimcikleri (ok) gértilmektedir (Papanicolaou x 1000).
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Sekil 4.13: AGC tanisi verilmis hastaya ait yaymada atipik endometriyal hiicre
grubu goérulmektedir. Hucrelerin ¢ekirdeklerindeki buyime ve zarlarindaki
dizensizlik (kirmzi ok) dikkati cekmekte (Papanicolaou x 1000).

Sekil 4.14: AGC tanisi verilmis bir hastaya ait yaymada sitoplazmasi olmayan,
ciplak ve blyuk atipik bir gekirdek gorilmektedir (Papanicalou x1000).
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Sekil 4.15: Over kanseri teshisi konmus bir hastaya ait yaymada gorilen
malignant Ozellikteki endoservikal adenokanser hucreleri gorulmektedir. Bu
hicrelerdeki cekirdeklerin (beyaz ok) ileri derecede blyumus ve hiperkromatik
olusu, cekirdekgiklerinin (kalin beyaz ok) de buyumus ve sayica artmis olmasi
dikkati cekmektedir (Papanicalou x1000).

Sperm
et
T . T
e |
. - - ..-"'"-"‘-
oy
—
. & ™
5 > - ﬂ‘

o
Sekil 4.16: Cit goérinimuindeki normal silli (ok) endoservikal hulcreler ve
cevresinde spermler gorulmektedir (Papanicolaou x 1000).
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4.2 Clue Cell Tipi Hiicrenin Elektron Mikroskobik Yontemle incelenmesi ve
Degerlendirilmesi

Elektron mikroskobik inceleme sirasinda sitoplazmik uzantilariyla birbirine bir
fermuar gibi kenetlenmis olan, etrafinda kok ve kokobasillerin bulundugu clue cell
tipi hdcreler gorulmustar (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18). Clue cell tipi hicreler daha
baylk buyltmeye alinip incelendiginde, etrafindaki kokobasillere dogru ince
sitoplazmik uzantilar c¢ikardigi saptanmistir (Sekil 4.19 ve $ekil 4.20). Bu
uzantilardan birinin hice zarina ¢ok yaklagsmis olan iki bakteriye dogru ¢atallanma
goOstererek ydnelmis olmasi dikkatimizi ¢ekmistir ve hicre zarinin bazi
bdlgelerinde elektron yogun gérinimde olan aktin plaklarina rastlanmistir (Sekil
4.21). Bu go6zlemlerin yani sira sitoplazmadaki dagdinik aktin demetleri ve
bakterilerin  ¢cevresinde eksopolisakkarit  (biyofim  materyali) oldugunu

dusundugumuaz alanlar goralmustar.

Clue cell hucrelerinde gorilen bir baska bulgu da sitoplazmasinda sindirilmis
bakteri artiklari iceren vakuoller ve hicre sitoplazmasinda bulunan bol glikojen
granulleridir (Sekil 4.22). Bu alana daha buytk buylitmeyle bakildiginda bakterilere
ait sindirilmis materyalin intakt (bozulmamig) bakteri sitoplazmasindaki yapilara
cok benzedigi dikkatimizi cekmistir (Sekil 4.23). Ayrica butunligd bozulmus
bakteriyle clue cell hiucresinin kaynasdigi bolgede aktin filamentlerinin bakteriye
dogru yoneldigi ve iki zarin kaynastigi yerde dik pozisyonda bakteri zariyla
birlestigi gorulmektedir.  Diger bir resimde ise bakteriyle epitel hicre zari
kaynastigi zaman bakterinin hicre duvarinin olmadigi, kaynasmamis olan
bakteride hiicre duvarinin varli§i dikkatimizi gekmistir. intakt olan bu bakteride
pililerin bulundugu ve gevresinde de biyofilm materyaline rastlandigi géralmuagstir
(Sekil 4.24).

Clue cell tipi hicrede kaynasmis olan bdlgede hem epitel hiicre zarinin hemde
bakteri hucre zarinin bozulmus oldugu birlesmemis olan epitel zarinin ise
batinligunu kordugu tespit edilmistir. Ayrica bakteri tarafinda henuz salgilanip
disari verilmis biyofilm materyali oldugunu dislindigumuz alanlar da goérulmustir
(Sekil 4.22).
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Sekil 4.17: Sitoplazmik uzantilariyla (ok) biribirini sikica sarmis clue cell tipi
hicreler ve normal epitel hiicreleri (Uranil asetat-Kursun Sitrat x3000).

Sekil 4.18: Clue cell tipi hlcrelere ait sitoplazma uzantilari (ok) normal epitel
hicreleri (Uranil asetat-Kursun Sitrat X4000).
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Sekil 4.19: Clue cell tipi hucreye ait sitoplazma ve bakterilere (siyah ok) dogru
uzamis sitoplazmik ¢ikintilar (beyaz ok) (Uranil asetat-Kurgun Sitrat X12000).

Sekil 4.20: Epitel hicre (E) zarindan kokobasil gérinimundeki bakterilere (siyah
ok) dogru uzanan sitoplazmik ¢ikintilar (ok) (Uranil asetat-Kurgun Sitrat x12000)
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Sekil 4.21: Hicre zarindan uzayan bir sitoplazmik c¢ikintinin iki ayri bakteriye
dodru catallanma gostererek uzamasi (ok). Hlcre zarinda birikmis aktin plaklar
(kahn ok). Bakterilerin ¢evresinde fibriller yapida ekstropolisakkarit (EPS=yildiz)

hiicre sitoplazmasinda da daginik aktin demetleri goértlmektedir (Uranil asetat-
Kursun Sitrat x40000).

Sekil 4.22: Clue cell tipi hlcrenin sitoplazmasiyla kaynasmis bakteri (siyah ok) ve
bakteri fagositoz etmis, icinde bakteri artiklari olan vakuoller (beyaz ok). Ayrica
fibriller yapida EPS de gorulmekte (yildiz) (Uranil asetat-Kurgun Sitrat X30000).
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Sekil 4.23: Bir 6nceki resmin daha buyiitilmis hali. Duvar bitinligi bozulmus bakteriye
dik olarak uzanmis ve kaynasmis aktin filamentleri (beyaz ok). Ayrica ici bakteri artigi dolu
olan vakuol (siyah ok) goérilmekte. Yine bakteriden uzanan biyofilm materyali de
gorulmektedir (yildiz) Butdnligiuni koruyan bakteri ile fagositik vakuol igindeki maddenin
benzer olusu dikka

Sekil 4.24: Epitel hiicre sitoplazmasinda daginik halde bulunan aktin filamentleri
bakteriye dik bir sekilde baglanmis (beyaz ok). Aktin filamentleriyle kaynasmis bakterinin
hicre duvari bozulmugken hemen yanindaki bakterinin hticre duvari ve duvardan digariya
dogru uzayan pilileri (kirmizi gember) net bir sekilde gézlenmekte. Ayrica fibriller yapidaki
EPS (yildiz) daha yakindan goérilmektedir. Sitoplazmada bol miktarda glikojen grandli
bulunmaktadir (Kirmizi kare) (Uranil asetat-Kursun Sitrat X100000).
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b Sl RO fan k. v AN S S R . BN
Sekil 4.25: Bakteriyle sitoplazmanin kaynastigi bolgede hlcre zari kaybolmusken
(kalin siyah ok) sag taraftaki bakteriye (siyah ok) ¢ok yakin hicre zari butlinlugina
korumaktadir (beyaz ok). Ayrica bakterinin yeni salgilamaya basladigini

disindugimuz biyofilm materyali de (yildiz) g6zlenmektedir (Uranil asetat-Kursun
Sitrat X100000).
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5.TARTISMA
Bakteriyel vajinozis fertii donemde sik rastlanilan vajinit ¢esitlerinden biridir. Bu
enfeksiyon basta Gardneralla vaginalis olmak Uzere ¢esitli bakteri tlrleri tarafindan
olusturulmaktadir. BV’nin en 6nemli sitolojik tani kriteri ise 1s1k mikroskobik olarak
clue cell tipi hucrelerin gorilmesidir. Bizim g¢alismamizin amaci, clue cell tipi
hicrelerin 11k ve elektron mikroskobik olarak detayli incelenmesi ve bakteri-epitel

hicre adezyonun daha iyi ortaya konabilmesidir.

Calismamizda rutin kontrol amaciyla klinige basvuran 23-81 yas arasi 200
hastanin servikovajinal dérnekleri incelenmis ve bu inceleme sirasinda BV igin tipik
tani kriterlerinden olan clue cell hicreleri goérulmustar. Clue cell hicreleri basta
G. vaginalis olmak Uzere BV’ ye neden olan diger kok ve kokobasil tarzinda
bakterilerle kapli skuamoz epitel hucreleri oldugu bildiriimektedir [88]. BV tanisi
icin clue cell tipi hicrelern yaymalarda %35 oraninda gorulmeleri gerektigi yapilan
calismalarda ortaya konmustur [89]. Bizim calismamizda clue cell tipi hlcrelerin
%35 oraninda oldugu yapilan incelemelerle saptanmistir. Isik mikroskobik olarak
gorulen clue cell tipi hucreler immersiyon objektifiyle incelendiginde bazi alanlarda
epitel hucrelerinin sitoplazmasinin ve zarinin bakterilerle kaph oldugu bazi
alanlarda da sitoplazmanin kismen bakterilerle 6rtiimas oldugu goérulmustur (Sekil
4.1 ve Sekil 4.2). Clue cell hicrelerinin yani sira epitel hicrelerinin etrafinda ¢ok
yogun olarak bulunan bulutsu goérinimde serbest kok ve kokobasillerin de
bulunmasi dikkatimizi ¢ekmistir. Sekil 4.6’ da oldugu gibi tim epitel hicrelerin
etrafinda yogunlastigi aralarinda da eritrositlerin bulundugu goériimustir. Clue cell
tipi hicrelerin elektron mikroskobik gérunimunu arastirmak amaciyla yaptigimiz
inceleme sirasinda da ¢ok sayida bakterinin bir araya gelerek epitel hicre zari
Uzerinde toplandiklari gézlenmistir. (Sekil 4. 17). Scott ve arkadaslarinin [6] vajinal
epitel hicreleri kullanarak yaptiklari elektron mikroskobik ¢alismada ise clue cell
tipi hucrede epitel hdcre zarinin Ustinun bakteri kapl oldugu goézlenmigtir.
Bakteriler epitel hicrelere pilileri araciligiyla tutunmaktadirlar. BV’ ye neden olan
en Onemli mikroorganizma G. vaginalis’ te pililerin varhd Johnson ve Davis’in
[112] yaptidi elektron mikroskobik galismayla ortaya konmustur. Cesitli pili tipleri
bulunmakla birlikte G. vaginalis'teki pili gesidi tip 1 pili’dir. Bu tip pililer mannoz
baglayan en u¢ bdlge Fim H JUnitesi sayesinde konakgl hicre zarina

tutunabilmektedir [39]. Scott ve arkadaslari [6] yaptiklari ayni arastirmada
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Gardnerella vagialis suslarinda pilileri gostermigler ve bakterilerin bu pililer
sayesinde hucre zarina tutunduklarini ortaya koymuslardir. Bizim ¢calismamizda da
hicre butunliguini koruyan bakterilerde pililerin oldugu Sekil 4.24° te net bir
sekilde gosterilmigtir. Fakat incelemek igin segilip blyuatlilen alanda hicre zarina

pililer ile tutunmus bakteri gérulmemistir.

Bakteriyel vajinozise neden olan bakterilerin belirli bir sayilya ulastiklari sinyalini
(quarum sensing) aldiktan sonra biyofilm salgiladiklari, Swindiski ve arkadaslarinin
[46] immUnofloresan teknik kullanarak yaptiklari bir arastirma ile ortaya konmustur.
Biyofilm bol miktarda seker iceren yuksek derecede yapiskan bir maddedir ve
bakterileri kaplayarak antibiyotiklerin onlara ulasmasini engellemektedir. Bu
yuzden Bakteriyel vajinozis gibi bircok enfeksiyonun tekrarlanmasina neden
olmaktadir [45]. Bunun yansisira yapilan elektron mikroskobik bir ¢alismada
EPS’nin fibriller yapida olabilecegi gosterilmistir [113]. Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve
Sekil 4.24’° te goruldugu Uzere bir araya gelmis bakteriler arasinda fibriller yapida
uzantilar oldugu gorulmektedir. Bizim ¢alismamizda gorulen bu fibriller madde,
yapilan diger arastirmada ortaya konulan EPS ile blytk benzerlik gostermektedir.
Ayrica Sekil 4.25'te gorllen kiguk noktaciklar seklindeki yapilar bize bu

noktaciklarin yeni sentezlenmis biyofilm materyali olabilecegini distndirmustir

Epitel hlcreye yapisan bakterilerin gesitli yollarla hicre igine alindigi yapilan
arastirmlarla ortaya konmustur. Dramsi ve Cossart’in [114] bu konuyla ilgili yaptigi
aciklamada, bakterilerin hicre icine iki tip mekanizma ile alinabilecegi ortaya
konmustur. Bu mekanizmalar tetiklenme (trigger) ve baglanma (zipper)
mekanizmalardir. Salmonella ve Shigella ile yapilan g¢aligmalarda tetiklenme
mekanizmasi sirasinda bakteriler tarafindan salinan efektor proteinler sonucu
hicrede cevap olustugu ve hlcrenin bakterilere dogru sitoplazmik uzantilar
cikarttigi gosterilmistir. Tetiklenme mekanizmasi ile hicre igine giren bakterilerde
efektdor proteinlerini salgilayan 6zel gen boélgeleri bulunmaktadir. Efektor
proteinlerin Uretilip salinmasi ise Tip Il protein sekresyon yolu ile olmaktadir. Bu
sitoplazmik ¢ikintilar aktin demetlerinin dizenlenmesiyle olmaktadir. Bakteriler
tarafindan salgilanan efektor proteinler epitel hiicrede fosfolipaz C’yi stimile

ederek inositol fosfat miktarini arttirmakta ve hiicre iginde bulunan Ca*2 depolarini
baskilamaktadir. Ca*2 akisinin bu sekilde baskilanmasi sonucunda aktinin, talin ve

ezrin gibi aktin baglayici proteinler bakterilerin sitoplazmaya giris yapicagi bolgede
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toplanmaktadir. Adam ve arkadaglari [115] yaptiklarn arastirmada tetiklenme
mekanizmasinin diger bir yolunda, sitoplazmada bulunan aktin demetlerinin hlcre
zarinin proksimal ucuna dogru yoneldigini ve burada biriktigini gostermislerdir. [
116, 117]. Listeria monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis ve Neisseria ile
yapilan c¢aligsmlarda ise, badlanma mekanizmasinda bakterilerin hicre- hicre
baglantilarinda gorev alan E- kaderin yada hicre — matriks ve hlcre — hicre
baglantilarinda gdrev alan integrin aracihgiyla hiicre icine alindigi gdsterilmistir.
Bakterilerin ylizeyinde bu molekiilleri taniyan internalin ve invasin adli proteinler
bulunmaktadir. Bu proteinler ile hiicre zarina tutunan bakteriler daha sonra aktin
filamentlerinin de yardimiyla hicre igine g¢ekilmektedir [114, 115]. Baglanma
mekanizmasi ile hicre igine alindidi bilinen Listeria monocytogenes sitoplazmada
serbest halde bulunurken, tetiklenme mekanizmasi ile hidcre igine alinan
Salmonella vakuol icinde hicre sitoplazma igine girmektedir [116]. Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20’ de bakterilere dogru uzanan sitoplazmik cikintilar dikkati cekmektedir.
Bu gorunti bize bu bakterilerin tetiklenme mekanizmasi ile hicre icine
alinabilecegini dugundurmustar. Ayni goruntide hucre zarinin altinda birikmis
aktin demetleri de bulunmaktadir. Sekil 4.21’ de ise tetiklenme mekanizmasina
benzer bir yol ile iki farkli ydondeki bakteriye gatallanma yaparak aktin filamentleri
yardimiyla uzamis sitoplazmik ¢ikintilar goérilmektedir. Ayrica sekil 4.24’ te aktin
filamentleri tarafindan hicre igine c¢ekilmekte olan bakteri goériimektedir. Bu
goruntude sitoplazmada serbest halde bulunan aktin demetleri bakteriye dik
konumlanmistir. Sekil 4.25 te ise hicre sitoplazmasindan bakteriye dogru
herhangi bir ¢ikinti gézlenmemekte ve aktin filamentlerinin sitoplazmada serbest
halde bulundugu goérulmektedir. Bu durum ise bize bakterinin baglanma
mekanizmasi ile hdcre igine alindigini digundurmustiar. Ayrica Sekil 4.24° te
bulunan vakuol icindeki maddeler hucre butinligunu koruyan bakterideki
maddeler ile buylk benzerlik géstermektedir. Bu gortntu, tetiklenme mekanizmasi
ile hlcre igine alinan bir bakterinin sindirilmis olabilecedini dustnduren bir
géruntaddr.  Fakat literatir  taramasi  sonucu BV’'ye neden olan
mikroorganizmalarin hicre igine hangi mekanizmalar ile alindigina dair her hangi

bir makale bulunamamistir.

Gerek 1sik gerekse elektron mikroskobik incelemelerimiz sonucu clue cell tipi

hicrede hlcre zarinin bazi bolgelerde deforme oldugu bazi bdlgelerde ise eridigi
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gozlenmistir. Elektron mikroskobik gdzlemlerimizde, bakteriyle epitel kaynasmasi
oldugu bolgede hicre zarinin liziz oldugu diger bodlgelerde ise butunlugunu
korudugu dikkati ¢gekmigtir. Ayrica hicre sitoplazmasiyla kaynasmis bakterilerde
hicre duvar batinliguinin de bozuldugu dikkati cekmistir. G. vaginalis'in epitel
hicreleri, eritrositleri ve PMNL'leri lizize ugratan enzimler Urettigi, yapilan cesitli
arastirmalar sonucu ortaya konmustur [118]. Gelber ve arkadaslari [119] ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), Western- Blott gibi ileri teknikler
kullanarak yaptiklar ¢alismada G. vaginlis'in sitolizin ailesinden olan vajinolizin
enzimini sentezledigini ortaya koymustur. Randis ve arakadaslarinin [120] yaklagik
bir yil sonra hicre kultirid kullanarak yaptigi arastirma sonucunda da
G. vaginalis’in bu enzimi sentezledigi dogrulanmistir. Bizim ¢alismamizda da 1sik
mikroskobik incelemede Sekil 4.1 ve sekil 4.2'deki goruldugu, gibi clue cell tipi
hicrenin zarinin deforme olmasinin ve Sekil 4.24 ve sekil 4.25’te goruldugu gibi
lizize olmasinin nedeni G. vaginalis’in salgiladi§i vajinolizin enzim aktivitesi

sonucu olabilecegdi dusunulmustir.

Bakteri duvarindaki erimenin sonucu olarak gram (-) bakterilerde bulunan Lipid A
molekilin acida c¢ikmis olabilecegi dusunulmuastir. Geng ve arkadaslari [29]
servikovajinal oOrnekler kullanarak yaptiklari arastirma sonucu; G. vaginalis
suglarinin TLR4 tarafindan taninarak, interlékin 1B seviyesini arttirdigini ortaya
koymuslardir. Gram (-) bakterilerin dis zarinda bulunan LPS G¢ bdélimden
olugsmaktadir. Bu bdlgeler; disg zara géomull Lipid A bdlgesi, 6z polisakkarit bolgesi
ve O- polisakkarit bolgesidir. Lipid A bolgesi gram (-) bakterilerin endotoksin gorevi
yapan bodlgesidir. Bu bdlge epitel hlicre yluzeyinde bulunan TLR4’ ler tarafindan
taninmakta ve immin sistemi hareketi gecirmektedir [34,121]. immin sistem
aktivitesi sonucu interlokin salgilandi§i ve bunun da abortusa neden oldugu
yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir [122]. Fakat Lipid A bdlgesi dig zar igcine gomulu
oldugundan, bu bdlgenin taninabilmesi i¢in bakteri hticre duvarinin pargalanmasi
gerekmektedir. Sekil 4.24 ve Sekil 4.25° te hicre zariyla kaynasmig bakterilerin
hicre duvar buatinligunidn bozulmasi sonucu dig zara gomulu endotoksin gorevi
goren Lipid A molekulinin agiga ¢iktigi ve epitel hiicre zarindaki TLR4 tarafindan
taninarak immin sistemi harekete gecirdigi diistinimistir. interldkiin seviyesinde
bir artis olup olmadigini gézlemlemek icin farkli yontemler kullanilarak cesiti

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Isik mikroskobik inceleme sirasinda gerek clue cell tipi hicrelerin UGzerindeki
bakterilerin gerekse serbest halde bulunan kok ve kokobasillerin eritrositlerle
ilisikili oldugu dikkati ¢ekmigtir. Rottini ve arkadaslarinin [118] yaptidi
immunositokimyasal bir arastirma ile G. vaginalis’ in eritositleri, epitel hicreleri ve
PMNL’leri eriten 60 kDa buyukligunde bir enzim olan hemolizini salgiladigi ortaya
konmustur. G. vaginlis’in eritrositleri demir elde etmek amaciyla pargaladigi
dustnulmektedir. Demirin bircok patojenik bakterinin yasamasi icin gerekli
elementlerden biri oldugu bilinmektedir ve BV’ye neden olan organizmalarin da
canhliklarini surdurebilmeleri igin demire ihtiyaci vardir. Demir insan vicuduna
serbest halde ¢ok az miktarlarda bulunmaktadir. Bunun yani sira hemoglobin,
hemin, ferritin ya da laktoferrin gibi proteinlere bagli olarak bol miktarda yer
almaktadir. G. vaginalis ise ilk olarak hemolizin enzimi salgilayarak eritrositleri
parcalamakta ve demir bagh protein olan hemoglobini ortaya ¢ikarmaktadir. Daha
sonra yuksek affiniteli bir selator (selat ajani) olan “sidereophore” ile tasiyici
moleklle bagh demiri ayirmakta ve kendine baglamaktadir. Demiri kendine
bagladiktan sonra ise, bakterinin hicre duvarina bagli reseptor proteine
getirmektedir. Bakteri ise demiri hicre igine almakta ve metabolik olaylari igin
kullanmaktadir [39, 123]. Demir baglama yontemlerinden bir digeri ise, direkt
olarak hemeoglobin ya da laktoferrine baglanan ylzey reseptdrlerinin
kullanilmasidir. G. vaginalis’ in hemoglobini direkt olarak baglayan 124 kDa
buyudkliglinde bir protein salgiladigl yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Bu
protein hemoglobin- baglayan protein olarak adlandirilmaktadir [124]. Jarosik ve
arkadaslarinin [125] yapti§i arastirmada ise G.vaginalis’in laktoferrin- baglayan
protein salgiladigi ortaya konmustur. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’ clue cell tipi hicrelerin
eritrositler ile yakin iligkide oldugu hatta bazi bdlgelerde eritrositlerin clue cell
hicreleri Uzerindeki bakterilere yapistigi gortlmektedir. Sekil 4.6’ da ise serbest
halde bulunan kok ve kokobasillerin eritrositlere yapistigi bolgede eritsoit zarlarinin
cukurlastigi gorulmustlr. Bu durum bize bakterilerin eritrosit zarlarini eriterek

metabolik aktiviteleri icin demir sagladiklarini digundtrmustur.

BV (+) hastalarin hepsinde (%100) serbest halde kok ve kokobasil bulundugu, hig
birinde (%0) PMNL ve laktobasil bulunmadidi sitolojik inceleme sonucu ortaya
konulan bulgular arasindadir. BV pozitifligi ile serbest kok-kokobasil varligi, PMNL

ve laktobasil yoklugu arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki oldugu

55



bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.1). Bu bulgular diger arastirmalarda yer alan
sonuglar ile uyum gostermektedir [57,92]. BV (-) hastalarin ise 74’Unde (%38.34)
laktobasil saptanmistir. Bunun nedeni olarak menapoza girmis hasta sayisinin
yuksek olmasi ( 193 hastanin 77’si) olarak dusunulmustir. Cinkl menapoza giren
bayanlarda vajinayr kaplayan c¢ok kath yassi epitelin katlari ve dolayisiyla
koruyuculuk 06zelligi azalmaktadir. Bu nedenle enfeksiyonlara acgik hale
gelmektedir. Ayrica ¢ok katli yassi epitelin alt siralarinda bulunan bazal ve
parabazal hicrelerde glikojen miktari intermediyet hicrelerdeki glikojen
miktarindan daha azdir. Buna bagli olarak da Laktobasiller gelisimlerini

tamamlamak igin yeterli glikojeni bulamamaktadir.

Isik mikroskobik inceleme sirasinda BV(+) olan hastalardan 1’inde (%14.28)
ASCUS siniflamasina ait hicreler de gorilmastir (Sekil 4.7). Yaymasinda clue
cell huacrelerinin ve serbest kok-kokobasillerin goruldugu bir olguda hucrelerin
ASCUS sinifi atipi gosterdigi saptanmistir. Bu atipik degisiklikler ise, gekirdeklerin
irlesmesi, hafif hiperkromatizm ve az oranda g¢ekirdek zarinda girintiler ve gikintilar
seklindeki degisikliklerdir. BV tanisi almis bu olguda ASCUS sinifi atipiye
rastlanmis olmasi enfeksiyon olgularinin zamanla hlcre c¢ekirdeginde de
degisiklikler olusturabilecedini, bu nedenle BV olgularinin tani verilir veriimez
tedavi edilmesi gerektigini dusundurmustur. Literatirde yer alan galigmalarda BV
olgularinda ASCUS goérilme sikhginin diger olgulara gére daha yuksek oldugu
belirtiimistir ancak ASCUS ile BV arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki
bulunduguna yani her BV enfeksiyonu gecgiren hastada ASCUS tipi atipi

gorulicegdine dair bir makaleye rastlanamamistir [126].

Sitolojik inceleme sonucu saptanan ilgin¢ bulgulardan biri de BV (+) hastalardan
birinde (%14.28) Trichomonas vaginalis e rastlanmig olmasidir (Sekil 4.9).
Trichomonas vaginalis (TV) mitokondirisi olmayan fakiltatif anerob bir
protozoondur. Enerji Uretimi ise hidrogenozom adi verilen organelde piruvat
ferrioksin oksidoreduktaz sistemi ile gerceklesmektedir. TV laktobasilleri fagosite
edebilmektedir. Saglikli bayanlarda %95 oraninda Laktobasil bulunmaktadir.
Laktobasiller glikojeni metabolize ederek laktik asit uretmekte ve hidrojen peroksit
salgilayarak vajinal pH’yi asidik tutmaktadir. Dolayisiyla Laktobasiller vajinal florayi
cesitli patojenlere karsi korumaktadirlar. TV ise vajinal laktobasilleri fagosite

ederek pH’nin yikselmesine neden olmakta ve bu koruyucu bariyeri kirmaktadir.
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pHnin ylikselmesi, TV yani sira diger anaerobik ve fakiltatif anaerobik
mikroorganizmalar olan G. vaginalis, Mobiluncus, Mycoplasma hominis,
Peptostreptococcus ve Ureaplasma urealyticum gibi BV etkeni bakterilerin
uremesine neden olmaktadir [127, 128]. Heller ve arkadaslari yaptiklari
arastirmada BV (+) olan hastalarda TV gorilme sikliginin daha yuksek oldugunu
ortaya koymuslardir [129]. Bizim ¢alismamizda TV ve BV’nin bir arada goéraldugu
yaymada Laktobasil gérilmemistir. Bu durum bize vajinal ortamda bulunan TV’nin
laktobasilleri fagosite ettigini ve BV igin zemin hazirladigini distndirmusttr. Sekil
4.9'da clue cell tipi hicreye yapismig bir TV gorulmektedir. Fakat TV ve BV’nin bir
arada bulundugu hasta sayisi 1 oldugu icin istatiksel bir degerlendirme

yapilmamistir.

BV (+) 2 (%28.57) hastada dikkati ceken diger bir bulgu ise metaplazik hicre
gruplarinin  gérilmis olmasidir. BV (-) hastalarin ise 39unda (%19.17)
metaplaziye rastlanmigtir (Sekil 4.5). Metaplazinin enfeksiyona bagh olarak kronik
bir irritasyon, bir hasar ya da mekanik bir tramvaya bagh olarak meydana geldigi
bilinmektedir [130]. Kronik enfeksiyonlarin da metaplaziye neden olabilecegi
bildirilmistir [131]. BV’nin ise biofilm olusumu nedeniyle tekrar eden bir enfeksiyon
oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konmustur [45]. Bizim calismamizda ise BV
(+) olan hastalarda enfeksiyon sonucu metaplazi olabilecedi dusundlmugtir.
Ayrica bu iki hastadan birinin gegmiste Actinomyces enfeksiyonu ve fungal
enfeksiyon gecirdigi de goézlenmistir. Bu durum bize sik enfeksiyon gegirmesi

sonucu metaplazi gdzlenebilecegini dusundurmustar.

BV enfeksiyonuda goézlenen klinik sikayetler, akinti ve kasintidir. Fakat BV
enfeksiyonu saptanan hastalarin %50’sinde klinik gikayet gbdzlenmedigi, klinik
belirti gosteren hastalarda ise balik kokusu tarzinda akinti gézlendigi belirtilmistir.
Bunun yani sira nadir olarak vulvovajinal kasinti ve yanmanin da gorulebilecegi
bildirimigtir [3, 57, 92]. Bizim ¢alismamizda BV (+) olan hastalarin 4’Ginde (%57.14)
akinti gézlenmigtir. Ayrica kontrol grubunda da en sik gdézlenen sikayet akintidir.
Buna ragmen BV pozitifligi ile akinti arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki
bulunamamistir (p>0.05) (Cizelge 4.3). Bunun yani sira kontrol grubu hastalarinda
kasinti sikayeti gdézlenmesine ragmen BV pozitif hastalarin hi¢ birinde kasint
gOzlenmemistir. Bulgularimiz  literatirde yer alan bilgiler ile paralellik

gOstermektedir.
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Sonug olarak ¢alismamizda BV (+) hastalar galisma grubu olarak kabul edilmis ve
bakteri- epitel hicre ilsikisi hem 11k hem de elektron mikroskobik olarak detayli bir
sekilde incelenmistir. Isik mikroskobik olarak clue cell tipi hucrelerin hem
sitoplazmalarinin hem de hlcre zarlarinin bakterilerle kaph oldugu gérilmustur. Bu
hicrelerin  elektron mikroskobik incelemesi sirasinda epitel hucrelerinin
cevrelerinde ¢ok sayida bakteriye rastlanmis ve bu bakterilerin bazilarinda pili
oldugu goérulmustir. Bunun vyani sira hdcre zarinin bu bakterilere aktin
filamentlerinin yardimiyla sitoplazmik uzantilar ¢ikarttigi ortaya konmustiur. Ayrica
BV’ye neden olan bakterilerin biyofilm olusturdugu ve bu biyofilm materyalinin
fibriler yapida olabilecegi gosterilmigstir. Isik mikroskobik incelemeler sirasinda ise
hem clue cell tipi hiicrelerin hem de serbest halde bulunan kok ve kokobasillerin
eritrositlerle iligkide oldugu gdzlenmistir. Hastalarda BV enfeksiyonu aranirken BV
tani kriterleri kullaniimig, BV pozitifligi ile, clue cell varligi, serbest kok ve kokobasil
varhgi, laktobasil yoklugu ve PMNL yoklugu arasinda istatiksel agidan anlamh bir

iliski oldugu bulunmustur (p<0.05).
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