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OZET

Ozten G., Agiklanamayan Infertilite Hastalariin Endometriyal Mikrobiyota
Sonuclan ile Fertil Hastalarin Endometriyal Mikrobiyota Sonuglarimin 16s
rRNA Sequencing Yontemi ile Karsilastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Kadin Hastahklarnn ve Dogum Uzmanhk Tezi, Ankara 2019.
Aciklanamayan infertilite etiyolojisi ginimuzde bilinmemekle beraber mevcut klinik
tani  yontemlerinin  degerlendiremedigi  konsepsiyon  ve  implantasyon
basamaklarindaki problemlerin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Mikrobiyota, bir
habitatta bulunan tiim mikroorganizmalar anlamina gelmektedir ve yakin zamanda
eskiden steril kabul edilen endometriyumun bile bir bakteriyel profil icerdigi
bulunmustur. Mikrobiyotada meydana gelen beklenmeyen degisiklikler disbiyozis
olarak adlandirilmis ve c¢esitli hastaliklar ile iliskisi saptandigindan endometriyal
disbiyozisin fekundabilite iizerinde de kritik bir role sahip olabilecegi one siiriilmiistiir.
Biz de c¢alismamizda agiklanmayan infertilite hastalar1 ile fertil hastalarin
endometriyal mikrobiyota profillerini degerlendirmeyi amacladik. Bu dogrultuda
aciklanamayan infertilite tanis1 almis 15 hasta ve son iki yil i¢erisinde canli dogum
yapmasi nedeni ile fertil kabul edilen 15 hastadan yapilan endometriyal 6rneklemeler
16s rRNA sequencing yontemi ile analiz edilmis ve her iki grupta da érneklerin blyiik
c¢ogunlugunda Lactobasillus hakimiyeti oldugu gozlenmistir. Endometriyal
mikrobiyotalardaki median Lactobasillus yiizdeleri arasinda fertil ve infertil hastalar
icin istatistiksel anlamli bir fark saptanmamustir (p= 0.9). Steril endometriyum
paradigmasinin terkedilmesi gerektigi bir kez daha bu sonuglarla desteklenmektedir.
Endometriyal mikrobiyota profillerinin nedenine ve olasi etkilerine yonelik yiiksek

orneklem grubu iceren ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyota, agiklanamayan infertilite, endometriyal

mikrobiyota

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi



ABSTRACT

Ozten G., Comparison of Endometrial Microbiota Results between Patients with
Unexplained Infertility and Fertile Patients through 16s rRNA Sequencing
Method, Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology, Dissertation, Ankara 2019. Although the etiology of unexplained
infertility remains unclear, inherent problems in conception and implantation process
that cannot be identified with current clinical diagnostic methods might be considered
as possible causes. The microbiota refers to the whole community of microorganisms
inhabiting in a particular environment. Recent studies showed that even endometrium,
formerly considered sterile, contains a bacterial profile. Dysbiosis is defined as the
presence of altered microbiota and several diseases are found to be associated with this
entity. The aim of this study was to investigate wheter endometrial microbiota profiles
among patients with unexplained infertility and fertile patients presents any diversity.
In this context, a total of 15 patients with unexplained infertility and 15 patients who
had a live birth in the last two years with proven fertility were recruited. Endometrial
samples were collected and analysed through 16s rRNA sequencing method. As a
result, lactobacillus represented the majority of the bacterium in both groups. The
median percentage of the endometrial Lactobacillus between infertile patients and
fertile patients was not statistically significant (p= 0.9). Those results once again
suggest that the sterile uterus paradigm should be totally abandoned. Further studies
with larger sample size are needed to characterize the endometrial microbiata and its

impact on reproduction.

Keywords: Microbiota, unexplained infertility, endometrial microbiota
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1.GIRIS

Agiklanamayan infertilite tum infertilite nedenlerinin yaklagik %15’ini
olusturmaktadir (1). Temel infertilite degerlendirmesi sonucunda saptanabilen bir
patoloji olmamasi ile tani koyulmakta olup aslinda bir dislama tanisi olarak
tanimlanabilir. Etiyolojisinde giinimiizdeki tani testleri ile saptanmasi gii¢ olan
nedenlerin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikrobiyota bir habitatta bulunan mikroorganizmalarin biitiiniinii ifade eder.
Gunlimuzde yeni nesil molekuler tani yontemleri ile kiltiirde {retilemeyen
mikroorganizmalarin varligi kanitlanmis, farkli viicut bolgelerinde farkli miktar ve
cesitte bakterilerin kolonize olduklar1 anlagilmistir. Insan Mikrobiyom Projesi (HMP)
ile degerlendirilen 7 vicut bdlgesinden biri de vajendir (2). Vajinal mikrobiyota
profilinin hastalarin yas, viicut kitle indeksi (VKI), etnik koken gibi cesitli faktdrler ile
degistigi fark edilmis, bu durumun nedenleri arastirilmaya baslanmistir (3). Yapilan
caligmalarda reproduktif yolun mikroorganizmalara en ¢cok maruz kalan bdlgesindeki
mikrobiyota profilinin reprodiiktif sistem {izerine olasi etkileri degerlendirilmistir.
Hatta probiyotikler ile vajinal mikrobiyota profilinin degistirilebilecegi gosterilmis ve
bu durum mikrobiyota profilini diizenleyerek olasi tedaviler agisindan yeni ¢alismalara
yol agmustir (4).

Saglikli bir implantasyon i¢in endometriyumun Onemi bilinmektedir.
Endometriyal reseptivite testlerinin gli¢c kazanmasi ile reseptiviteyi etkileyen nedenler
giindeme gelmistir. Vajinal mikrobiyotanin tanimlanip infertilite {izerine olas1
etkilerinin arastirilmasindan sonra endometriyal mikrobiyota ¢alismalar1 baslamistir.
Bu caligmalar sonucunda endometriyumun bir mikrobiyal profile sahip oldugu
belirlenmis, uterusun sterilitesi hakkinda soru isaretleri olusmustur (5).

Guntimuzde endometriyal mikrobiyota profili ve etkileyen faktorler genis ¢aplh
caligmalar ile kanitlanmig olmasa da, bu profilin jinekolojik hastaliklar, jinekolojik
kanserler, obstetrik sonuclar ve infertilite ile iliskileri arastirilmaktadir. Yapilan
calismalarin bir bolimiinde endometriyal mikrobiyotanin infertilite tanisi almus,
implantasyon basarisizlig1 olan, tekrarlayan gebelik kayiplar1 yasayan hastalarda

degisiklik gosterebildigi saptanmustir (6, 7).



Biz de ¢alismamizda ac¢iklanamayan infertilite tanis1 almis hastalar ile saglikls,
fertil bir kontrol grubu olusturarak gruplar arasi endometriyal mikrobiyota profilleri

arasinda farkliliklar olup olmadigmi karsilastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. infertilite

Infertilite psikolojik, ekonomik, demografik ve medikal etkileri olan bir saghk
durumu olup Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bir halk saglig1 sorunu olarak
tanimlanmaktadir. Diinya {izerinde yaklasik 48.5 milyon cifti etkilemektedir (8).
Infertilite bir ¢iftin, 35 yas alt1 kadinlarda 12 ay veya daha uzun siire; 35 yas iizeri
kadinlarda ise alt1 ay veya daha uzun siire korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen
gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir (9).

Fekundabilite bir menstriel siklusta gebelik elde edebilme, fekundite ise bir
menstriiel siklusta canli doguma ulasma olasiligidir (10). Diizenli iligkiye giren fertil
bir ¢iftin siklus basina fekundabilitesi yaklasik %20-25tir (11). Ciftlerin %85-90’1
cogunlugu ilk alt1 ayda olmak iizere bir y1l igerisinde gebelik elde edebilmektedir (12).
30-44 yas arasi kadinlarin dahil edildigi bir prekonsepsiyonel kohort ¢alismasinda
fekundabilitenin 34 yasindan itibaren azalmaya basladig1 goriilmistiir (13). Yasa bagh
azalmanm folikiler havuzla iliskili oldugu disiiniilmektedir ¢linkii oosit kalitesinde de
yas ile azalma oldugu kabul edilmektedir (14). Kadin fertilitesi 20-24 yaslar arasi en
yuksek oranda olup, 30-32 yaslarina dogru goreceli bir azalma izlenirken bu yaslardan
sonra fertilitede hizli bir azalma goriilmektedir (15).

Her ne kadar konsepsiyon ihtimalinin aylar siresince goéreceli olarak stabil
oldugu diisiiniilse de, genellikle ilk aylarda daha yiiksek oldugu kabul edilmektedir
(16). Aylik fekundabilite ilk U¢ ayda en yuksektir (16). Yapilan bir calismada 1946-
1956 yillar1 arasinda korunmasiz beraberlik yasayip gebe kalan kadmlarin
konsepsiyona ulasma aylar1 incelenmistir. Hastalarin yiizde 85’inin 12 ay igerisinde
gebe kaldigi gozlemlenmistir. ilk ii¢ ay icerisinde fekundabilite %25’lerde iken

sonraki dokuz ay icerisinde %15’ lere kadar geriledigi goriilmiistiir (17).

2.2 Infertilite nedenleri

Infertilite nedenlerinin erkek veya kadin faktdr olarak kesin bir ayrimi
yapilamamakla beraber, tiim infertilite vakalarinin %20’sini ovaryan disfonksiyon,
%20’sini tubal ve pelvik patolojiler, %30’unu erkek faktor ve geriye kalan %30’ unu
ise bu faktorlerin kombinasyonlarmin olusturdugu kabul edilmektedir (18). Sik

goriilen kadin ve erkek infertilitesi nedenleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de belirtilmistir.



Tablo 2.1. Sik goriilen kadin infertilitesi nedenleri (19).

Polikistik over sendromu
Hiperprolaktinemi
Ovulatuvar | Hipotalamik hipogonadizm
Bozukluklar | Prematir ovaryan yetmezlik
Hipotiroidizm

Konjenital adrenal hiperplazi

Tubal tikaniklik
Tubal o
B Endometriyozis
Patolojiler
Pelvik adezyon
Myom
) Endometriyal polip
Uterin )
B Mdlleryan anomali
Patolojiler
Servikal stenoz
Intrauterin sinesi
Oosit

Yasa bagli anoploidi
Kalitesi ¥ Dag P




Tablo 2.2. Sik goriilen erkek infertilitesi nedenleri (20).

Hipotalamo-
hipofizer
bozukluklar

Idiyopatik izole gonadotropin eksikligi

Kallmann sendromu

Tek gen mutasyonlari

Hipotalamus ve hipofiz tumdrleri (kraniyofarengiyom, makroadenom)
Infiltratif hastaliklar (sarkoidoz, histiyositoz, hemokromatozis)
Hiperprolaktinemi

Ilaclar (androjenler, dstrojenler, glukokortikoidler)

Kronik sistemik hastaliklar, malnitrisyon

Enfeksiyonlar (6rnegin; menenyjit)

Obezite

Primer
gonadal

bozukluklar

Klinefelter sendromu

Y kromozom delesyonlar1

Tek gen mutasyonlar1 ve polimorfizmler

Kriptorsidizm

Varikosel

Enfeksiyonlar (6rnegin; viral orsit, tiberkiloz)

[laglar (6rnegin; alkilleyici ajanlar, alkol, antiandrojenler, simetidin)
Radyasyon

Cevresel gonadotoksinler (6rnegin; 1s1, sigara kullanimi, metaller, organik
coziiciiler, bocek ilaglar)

Kronik hastaliklar (renal yetmezlik, siroz, kanser, orak hucreli anemi,

amiloidoz, vaskiilit, ¢dlyak hastalig1)

Sperm
transpo rt
bozukluklari

Epididim obstriksiyonu veya islev bozuklugu
Konjenital vas deferens yoklugu

Enfeksiyonlar (6rnegin; gonore, klamidya, tuberkiloz)
Vazektomi

Kartagener sendromu (primer siliyer diskinezi)

Young sendromu

Ejekilatuar disfonksiyon (otonom disfonksiyon)




2.3 Infertil Ciftin Degerlendirilmesi
Infertil ¢iftin degerlendirilmesinde en dnemli nokta infertilitenin tek bir nedeni
olmayabileceginin géz Oniinde bulundurulmasi ve degerlendirmenin buna gore

yapilmasidir. Ciftin bir biitiin olarak degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir (21).

2.3.1 Oykii ve Fizik muayene
Infertilite dykiisii aliirken 6nemli noktalar:

e Infertilite siiresi ve daha 6nceki degerlendirme veya tedavinin sonuglari,

e Ovulatuvar disfonksiyon degerlendirilmesi agisindan menstriel hikaye (siklus
uzunlugu, karakteri),

e Infertilite ile iliskili olabilecek medikal, cerrahi ve jinekolojik oykii (cinsel
yolla bulasan hastaliklar, pelvik inflamatuar hastaliklar, anormal pap testl,
tiroidd hastaligi bulgulari, galaktore, hirsutizm, pelvik agri, dismenore,
disparoni, kemoradyoterapi 6ykust)

e Obstetrik oyki,

e Seksuel 6yki, seksiiel disfonksiyon varlhigi ve iliski sikligi,

e Ailede infertilite ©yklsu, dogum defekti, genetik mutasyon, mental
retardasyon varligi,

e Yasam tarzi Ozellikleri, egzersiz, diyet, stres varligi ile sigara ve alkol
kullanimi1 sorgulanmalidir.

Fizik muayenede infertiliteye neden olabilecek durumlar degerlendirilmelidir.

e VKI hesaplanmalidir. Yiiksek VKI azalmis fertilite ve insiilin direnci ile
iligkilidir.

e Sekonder seks karakterlerinin inkomplet gelisimi hipogonadotropik
hipogonadizmin bulgusu olabilir.

e QGuatr, galaktore veya androjen fazlaligi bulgular1 (hirsutizm, akne,
virilizasyon, erkekte sa¢ dokilmesi) endokrinopati gdstergesi olabilir.

e Pelvik muayenede hassasiyet veya ele gelen kitle kronik pelvik inflamatuar
hastaligin veya endometriozisin bir bulgusu olabilir. Douglasta, uterosakral
ligamentte, rektovajinal septumda palpasyonla hassas nodiillerin varligi

endometriozis bulgular1 olabilir.



e Servikal, vajinal yapisal anomalilerin varligi mulleriyan anomalilerin bulgusu
olabilir.
e Uterin boyut artis1, irregilarite, mobilizasyonun kaybi, myom, adenomyozis

veya pelvik adezyonlar gibi uterin anomalilerin bulgusu olabilir.

2.3.2 Tanisal Testler
Temel infertilite degerlendirilmesi i¢in dnerilen testler:
o Erkek infertilitesini saptamak i¢in semen analizi
e Normal ovulatuvar fonksiyonun tespiti
e Uterin oklizyonun dislanmast ve tubal patensin belirlenmesi igin
histerosalpingografi (HSG) veya histerokontrastsonografi yapilmasi
e Ovaryan rezervin belirlenmesi igin antral folikil sayim1 (AFS) veya anti-
mulleryan hormon (AMH) 6lguimi
Semen Analizi: Semen analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde en
onemli parametredir. Standart semen analizi; semen volimi ve pH &l¢imi,
agliitinasyonun degerlendirilmesi, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisinin
degerlendirilmesi, sperm 16kosit sayismnin ve immatiir germ hiicrelerin
degerlendirilmesini igerir. Semen analizi 2-7 glnluk cinsel perhiz sonrasi verilmelidir
(22). Standart semen analizinin degerlendirilmesinde WHO 2010 siniflamasina goére
en diisiik sinir degerler asagida gosterilmistir (22):
e Volum: 1.5 ml
e Sperm konsantrasyonu: 15 milyon spermatozoa/ml
e Total sperm sayist: 39 milyon spermatozoa/ejakiilat
e lleri hareketli sperm orant: %32
e Total hareketli sperm orani: %40
e Morfoloji: %4 normal
Azoospermi ve oligozoospermi ile birlikte diisitk semen volimii genital trakt
obstriksiyonunu gosterir. Sperm hareketliligi mikroskopik olarak degerlendirilir ve
progresif hareketli, nonprogresif hareketli, ve hareketsiz olarak sniflandirilir.
Spermatozoalarin en az %40°1 hareketli olmali ve en az %32’si progresif hareketli

olmalidir.



Semen anormalliklerinin tanimlart:

e Aspermi: Ejakiilatin olmamasi

e Hematospermi: Ejakiilatta kan olmas1

e Lokositospermi: Ejakilatta beyaz kiire olmasi

e Hipospermi: Ejakiilat voliimiiniin <1 ml olmas1

o Hiperspermi: Ejakulat volimi >6 ml.

e Azoospermi: Ejakiilatta sperm olmamasi

e Oligozoospermi: <15 x 106 sperm /ml olmasi

e Polizoospermi: >250 x 106 sperm /ml olmasi

e Asthenozoospermi: Zayif motilite ve/veya ileri dogru hareketlilik olmasi.

e Teratozoospermi: Normal sekilli sperm yiizdesinin azalmis olmas1 (<%14

Kruger)

e Nekrozoospermi: Supravital boyama ile tiim spermlerin 6lii olmasi

e Globozoospermi: Yuvarlak basli akrozomsuz sperm olmasi seklinde

tanimlanmaktadir.

Ovwulatuvar fonksiyon: 28 giinde bir diizenli adet goren kadinlar ovulatuvar
olarak kabul edilir ve ek test ihtiyac1 yoktur. Menstriiel diizensizlik tarifleyen hastalar
icin laboratuvar testleri Onerilmektedir. Bu testlerden en sik kullanilan1 mid-luteal
donemde progesteron seviyesinin dlcimudir. Genellikle beklenen menstriiasyondan
bir hafta 6nce progesteron diizeyinin bakilmasi dnerilmektedir. 3 ng/dl Gzeri saptanan
progesteron diizeyi ovulasyonun gergeklestigini gosterir (23). Diger bir yontem {iriner
luteinizan hormon (LH) monitorizasyonudur ve bu yontem de ovulasyonu basari ile
degerlendirmektedir. Mevut idrar kitleri yardimi ile yapilabilmekte olup pozitif olmas1
durumunda ovulasyonun LH pikinden sonraki 48 saat igerisinde gergeklestigi
bilinmektedir (24). Yine ultrasonografide dominant folikil takibi ve ovulasyon sonrasi
foliklin kayboldugunun gozlenmesi de bir diger yontemdir (25). Bazal viicut 1s1s1
Olcimi  standardizasyonu olmamasi nedeni ile gunumizde aktif olarak

kullanilmamaktadir. WHO anovulasyon siniflamasi Tablo 2.3’te gdsterilmistir.



Tablo 2.3. WHO Anovulasyon Klasifikasyonu.

WHO grup 1: Hipogonadotropik hipogonadal anovulasyon (hipotalamik
amenore)

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) un hipotalamik sekresyonunda azalma
veya hipofizin GnRH’ya yanitsizligina bagh olarak bu kadinlarda diisiik veya
diistik-normal serum folikiil stimiile edici hormon (FSH) konsantrasyonu ve diisiik
serum oOstradiol konsantrasyonu mevcuttur. En az goérilen gruptur ve anovulatuar

kadinlarin %5-10’unda goriiliir.

WHO grup 2: Normogonadotropik normodstrojenik anovulasyon

Bu kadinlar normal miktarda gonadotropin ve 0strojen sekrete edebilirler. Bununla
birlikte siklusun folikiler faz1 sirasinda FSH sekresyonu subnormaldir. Bu grup
polikistik over sendromlu kadinlar1 da icerir. Cogu hastada oligomenore olur. En

sik goriilen gruptur ve vakalarm %70-85’1 bu gruba girer.

WHO grup 3: Hipergonadotropik hipodstrojenik anovulasyon
Primer nedenler prematiir over yetmezligi ve ovaryan rezistansdir. Vakalarin %10-

30’u bu gruba girer.

Hiperprolaktinemik anovulasyon
Hiperprolaktinemi gonadotropin salinimi inhibe etmektedir. Hastalar regiiler

anovulatuar sikluslara sahip olabilirler, ancak c¢ogu oligomenoreik veya

amenoreiktir. Serum gonadotropin konsantrasyonlar1 genellikle normaldir.

Ovaryan rezervin degerlendirilmesi: Overlerdeki oosit sayisi intrauterin 20.
haftada maksimum seviyededir. Dogumda 1-2 milyon, pubertede ortalama 400.000,
otuzlu yaslarin ortasinda 25.000’e diiser (26). Granuloza hucreleri ile ¢evrili primer
oositten meydana gelen ovaryan folikil, overin fonksiyonel Unitesidir. Primordiyal
folikll primer oositi ¢evreleyen tek sira diiz graniiloza hiicrelerinden olusur. Ara
folikul primer oositi ¢evreleyen bazilari diiz bazilari kiiboidal graniiloza hiicrelerinden
olugur. Pimer folikul ise primer oositi ¢evreleyen kiiboidal graniloza hicrelerinden
olugur (27). Bu Ug folikul tipi overin dinlenmekte olan folikil havuzunu olusturur.
Havuzdaki folikiller sirayla preantral, erken antral, antral ve Graffian folikul

evrelerine gelirler. Bu sirecte foliklllerden ¢ok azi ovulasyona giderken buyuk
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bolumi atreziye ugrar (26). Yasla beraber geride kalan folikiillerin hem say1 hem de
kalitesinde azalma olur (28).

Azalmis ovaryan rezerv, reprodiiktivite potansiyelini belirleme agisindan 6nem
tagimaktadir. Gliniimiizde yapilan ¢aligmalarda ayni yastaki hastalarm farkli ovaryan
rezerv degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (25). Ovaryan rezerv testlerinin
birbirine Ustunliigii konusunda bir konsensiis bulunmamaktadir. Bununla beraber
klomifen sitrat testi gibi provokatif testler giiniimiizde kullanilmamaktadir (29).

Gunimiizde en ¢ok bazal FSH seviyesi, AFS ve AMH kullanilmaktadir.

o Erken folikuler fazda (siklusun 2-4. giinleri) bakilan FSH degerinin >10-11
mlIU/mL olmasi azalmig over rezervini isaret eder (30). Bununla beraber
ozellikle 40 yas altindaki hastalarda gebeligi 6n gérmede diisiik duyarlhiliga
sahip olmasi nedeni ile basarisiz bulunmaktadir (31). Bazal FSH degerine
ek olarak Ostradiol seviyesinin degerlendirilmesi ek bilgi saglar. FSH
normal olan hastalarda dstradiol seviyesinin yiksek olmasi (>60-80 pg/mL)
ileri erken folikiler gelisimi gosterir. Azalmis over rezervinde FSH
baskilanmasi sonucu normal goriiniir (18).

e Antral folikil sayimmi; erken folikiler fazda 2-10 mm folikullerin
ultrasonografi ile sayimidir, hem goézlemciler arasi hem de sikluslar arasi
degisiklik gosterebilmektedir (32). AMH; over rezervini gostermede
bulunan en yeni belirtectir. Ge¢ preantral ve kugclk antral folikillerin
graniloza hiicrelerinden salmir. Overin folikil havuzunun gdstergesidir ve
siklus ile degiskenligi minimaldir (32). Yapilan meta-analizlerde AMH ve
AFS’nin benzer prediktif degerlere sahip oldugu belirtilmistir (32, 33).
Azalmis ovaryan rezerv tanimi i¢in genel bir konsensis olmasa da AFS< 5-
7 ve AMH< 0,5- 1.1 ng/ml diisiik ovaryan rezerv olarak kabul edilir (34).

Tubal patensin degerlendirilmesi: HSG, tubal devamliligin ve patolojilerin
objektif degerlendirilmesinde ayni anda tedavi imkani saglamasi nedeni ile tercih
edilmektedir (35). Ayn1 zamanda kavitenin seklini, yer kaplayan lezyon olup
olmadigini gosterir. Serviksten verilen radyoopak madde sonrasi floroskopik
gorilintiilemeyi igerir. HSG duyarliligi %60, 6zgilliigi ise %95°tir. Tubal gecisin
goriildiigii durumlarda tipler neredeyse her zaman agiktir. Distal tubal obstriiksiyonu

da genellikle dogru olarak gostermektedir (36). Proksimal tubal obstriiksiyonlarda,
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siklikla tubal spazm veya kontrast madde igerisinde hava-debris karismasi nedeni ile
%3 yanlis pozitiflik oran1 mevcuttur (19). Bununla beraber peritubal adezyonlari ve
endometriozisi degerlendirmekte basarili degildir (36). 20 ¢calismay1 degerlendiren bir
metaanalizde 4179 hastann HSG ve gUnimizde altin standart kabul edilen
laparoskopik kromotubasyon prosediirleri degerlendirilmis ve tubal patensi
degerlendirmede HSG’ nin duyarlilig1 %65, 6zgilligi %83 olarak bulunmustur (36).

Laparoskopi ile kromotubasyon, laparaskopi sirasinda metilen mavisi verilerek
tiplerin agikligmm degerlendirilmesi islemidir. Laparoskopi ile tiip devamlilig1 ve
acikligi degerlendirilirken, tubal patolojiler, endometriozis veya peritubal
adezyonlarin tan1 ve tedavisi es zamanl gerceklestirilebilir. Giiniimiizde altin standart
olmakla beraber invaziv bir islem olmasi, genel anestezi ihtiyact ve diger yontemler
ile karsilastirildiginda pahali olmasi nedeni ile sadece tani testi olarak spesifik bir
populasyonda kullanilmaktadir (37).

Histerosalpingo-kontrast sonografi: Transservikal olarak enjekte edilen
kontrast madde sonrasi ultrasonografi ile tubal patensin degerlendirmesi mantigina
dayanir. Hem tubal patens hem kaviter lezyonlarin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Laparoskopik tubal kromotubasyon ile karsilastirma yapilan
caligmalarda histerosalpingo-kontrast sonografinin duyarliligi %75-96, o6zgulliigii
%67-100 arasinda bulunmustur (38).

Uterin  Kkavitenin  degerlendirilmesi: ~ Kavitenin  degerlendirilmesinde
transvajinal ultrasonografi, 3-boyutlu ultrasonografi, salin inflizyon sonografisi, HSG
ve histeroskopi gibi ¢esitli tan1 modaliteleri mevcuttur. Transvajinal ultrasonografi ile
kiyaslandiginda transservikal salin inflizyonunu takiben ultrasonografi esliginde
kavitenin degerlendirilme mantigina dayanan salin inflizyon sonografi intrauterin
adezyonlarin tanmmasinda, polip ve konjenital uterin anomalilerin saptanmasinda
daha etkin bulunmustur (39). Bununla beraber myometrium ve adneksler hakkinda
bilgi saglanmasi gibi yararlar1 da mevcuttur. Uterin kavitenin degerlendirmesinde
histeroskopi ile karsilastirildiginda benzer performansa sahiptir (39). HSG oncelikli
olarak tubal patens degerlendirilmesinde kullanilsa da intrakaviter patolojileri de
goOstermektedir. Histeroskopi kavite anomalilerinin degerlendirilmesinde altin

standarttir. Es zamanli tedavi sans1 saglamasi yararlarindan bir tanesidir.



12

Endometriyal biyopsi: Amerikan Ureme Saghgi Dernegi (ASRM) eslik eden
bir patoloji olmadigi durumlarda infertilite degerlendirmesinde endometriyal
orneklemenin yararmin tartismali oldugunu belirtmis ve rutin kullanilmamasini
onermistir (40). Implantasyon ve embriyonel gelisim i¢in progesteronun dnemi bilinse
de luteal faz eksikliginin bir infertilite nedeni oldugu kanitlanmamistir. Endometriyal
histolojik degerlendirmenin fertilite ile korelasyonu diisiik bulunmustur (41).

Kromozom analizi: Siddetli oligospermi olgularinda karyotip analiz
endikasyonu  bulunmakla  beraber Y  kromozom  mikrodelesyonlarinin
degerlendirilmesi de Onerilebilir. Prematiir ovaryan yetmezlik tanisi alan hastalara ya
da aile hikayesi olanlara karyotip analizi dnerilmektedir. Genellikle spesifik nedenler
diginda genetik anomalilerin diisiik insidanst nedeni ile rutin karyotip analizi

onerilmemektedir (41).

2.4 Aciklanamayan Infertilite

Infertil ciftlerin yaklasik %22-28inde altta yatan bir neden bulunamamaktadir
(42). Korunmasiz diizenli iligskiye ragmen 1 yil i¢inde gebelik elde edememis giftlere
yapilan temel infertilite testlerinin normal smirlarda saptanmasi sonucunda
aciklanamayan infertilite tanis1 koyulur. Yakm zamanli bir caligmada fertilite
klinigine basvuran 35 yas alt1 kadinlarda agiklanamayan infertilite prevelansmin %21
ve 35 yas tizeri kadinlarda %26 oldugu belirtilmistir (43). A¢iklanamayan infertilitenin
bir diglama tanis1 olmasi ile ve ekspektan yaklasim sonucunda ciftlerin gebelik elde
edebilmesi nedeni ile bir yayinda agiklanamayan infertilite tanisinin subfertilite olarak
degistirilmesi Onerilmistir (44). Ag¢iklanamayan infertilite tanisi alan 253 hastayi
iceren bir randomize kontrollii ¢alismada, ekspektan izlem grubunda devam eden
gebelik oran1 %27 olarak bulunmustur (45). Yine bir bagska ¢alismada IVF plani
bulunan, infertilite suresi 2 y1l ve lizerindeki hastalarin %13’iiniin spontan gebelik elde
ettigi belirtilmistir (46). Bir bagka kohortta IVF tedavisi i¢in bekleme sirasinda olan
hastalarin 12 ay icerisindeki kiimiilatif gebelik oran1 %5.9 olarak bulunmustur (47).
ASRM tani i¢in asagidaki testleri onermektedir:

e Semen analizi,

e Ovulasyonun degerlendirilmesi,

e Tubal patensin degerlendirilmesi.
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Her ne kadar temel degerlendirme, agiklanamayan infertilite tanis1 koymak igin
yeterli olarak gorulse de gliniimizde hala reproduktif sistem ile ilgili degerlendirilmesi
mumkin olmayan durumlar mevcuttur. Spermatozoanin kapasitasyon yetenegi,
akrozom reaksiyonu veya zona pellusidaya baglanma yetenegi, Spermatozoanin
fertilizasyon yetenegi, defektif oosit, tubal motilite gibi durumlari saptamak igin rutin
testler bulunmamaktadir. Gleicher ve arkadaglarinin (48) bir yazisinda agiklanamayan
infertilite taniminin terk edilmesi gerektigine deginilmistir ¢linkii tan1 tanisal testlerin
kalite ve kantitesine dayanmaktadir.

Infertiliteye yol agabilecek bir patolojinin izlenmedigi hastalarda ciftlerin
gebelik elde edememe nedeni konusunda birka¢ olasilik belirtilmistir. Folikl
gelisiminde, ovulasyonda ve luteal fazda minimal degisiklikler bu hastalarin bir
kisminda gozlenmistir (49). Yine ¢iftlerin bir boliimiinde erkek hastalarm semen
analizinde sperm konsantrasyonu ve motilitesinin normalin alt sinirlarinda seyrettigi
gosterilmistir (50). Implantasyon basarisizlig1, minimal servikal faktorler, sperm veya
ovum transport problemleri, sperm - ovum iliskisindeki patolojilerin etiyolojide yeri
diistiniilmektedir (51).

Defektif endometriyal reseptivitenin ag¢iklanamayan infertilite ve tekrarlayan
gebelik kaybi1 yasayan hastalarda blastokistin normal tutunma ve invazyonuna engel
oldugu da diisiiniilen bir diger olasiliktir (52). Endometriyum, hormonal regllasyonu
olan, hipotalamo-hipofizer-gonadal aksin kontroliinde, fonksiyonel ve morfolojik
degisimlere ugrayan ve embriyo i¢cin hazirlanan genis plastisiteye sahip bir organ
olarak kabul edilir. Reseptif endometriyum, diger ad1 ile implantasyon penceresi, mid-
sekretuar fazda embriyonun tutunmasina maksimum imkan saglayan zaman dilimi
olarak tanimlanir (53).

LH pikinin her kadinda ve her siklusta ovulasyon ile sonlanmadigi, mensturel
siklus igerisinde birden fazla sayida pikler olusabildigi giinimuzde bilinmektedir (54).
Bununla beraber, klinik degerlendirmede endometriyal reseptivite araligi
ovulasyondan sonraki 7-9 giin olarak belirlenmistir. Son yillarda gelistirilen yeni
molekullerin tani yontemleri ile implantasyon araligmm bireylere gore degisiklik
gosterebildigi ve implantasyon penceresinin 12 saat ile 2 giin arasinda degisebildigi
gosterilmistir(55). Endometriyumun reseptif faza gegisindeki basarisizlik infertilitenin

6nemli bir nedenini olusturmaktadir (56). Endometriyal siklusta reseptivite ile iliskili



14

spesifik genlerin saptanmasi ve bu genlerin transkriptomik bir imzaya sahip oldugunun

gorilmesi endometriyal reseptivite analizinin (ERA) temelini olusturmustur (57).

2.4.1 Aciklanamayan Infertilitede Tedavi Yontemleri

Aciklanamayan infertilitede nedene yoOnelik bir tedavi sanst bulunmamasi
nedeni ile ampirik olarak cesitli tedavi modaliteleri uygulanmaktadir. Tedavi
basamaklar1 agisindan bir konsensus bulunmasa da giiniimiizde en sik yaklasimlar
ekspektan tedavi, ovaryan stimiilasyon (OS), intrauterin inseminasyon (1Ul), OS - 1UI
veya in vitro fertilizasyondur (IVF). Tedavi planlanmadan once ¢iftlerin yasi,
infertilite siiresi, daha 6nceki gebelik dykiisii g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Ekspektan yaklasim: Yapilan bir ¢alismada Hollanda’da bulunan 26 klinikte
aciklanamayan infertilite tanis1 almig 253 ¢ift 6 ay ekspektan yaklagim veya OS - [UI
gruplarma ayrilmistir. Ardindan OS - IUI basarisizliginda IVF tedavisine gecilmis ve
ciftler 3 yil boyunca izlenmistir. iki grup arasinda gebelige ulasma siiresinde anlamli
fark izlenmemistir. Kimulatif gebelik ylizdesi ekspektan grup ve OS - [UI grubu igin
%72 - %73 olarak bulunmustur (relatif risk 0.99) (58). Hayat tarz1 degisiklikleri ile bu
faktorlerin kontrol altina alinmasi agiklanamayan infertilitesi olan ¢iftlerde fertiliteyi
olumlu etkilemektedir (59).

IUI: IUI ile amaglanan konsantre edilmis ¢ok sayida spermin kiigUk bir katater
yardimiyla uterus igine enjeksiyonudur. Bhattacharya ve arkadaslarmin 2.5 yil ve
Uzerinde infertilite sikayeti olan 580 ¢ift ile yaptig1 bir randomize kontrollii ¢alismada
hastalar 3 gruba ayrilmis, 193 hastaya ekspektan yaklasim, 194 hastaya klomifen sitrat,
193 hastaya OS eklenmeden Ul planlanmis ve 6 ay sonra 3 grup karsilastirildiginda
canli dogum oranlar1 arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (60).

OS: Klomifen sitrat, letrozol, gonadotropinleri iceren bir grup medikasyon ile
fertilizasyon igin bir veya birden fazla folikiliin gelisimini saglamak; uygun bir veya
daha fazla matiir oositin olusumunu hazirlamak olarak tanimlanabilmektedir.
Klomifen sitratin agiklanamayan infertilitede anlami olduguna yonelik kanit
bulunmamaktadir (61). Bir sistemik derlemede agiklanamayan infertilitede sadece
klomifen sitrat veya letrozol kulanimi karsilagtirilmis klomifen sitrat kullanilan grupta
gebelik oran1 %20.8, letrozol grubunda %24.5 bulunmustur. Iki oran arasinda anlaml

bir fark bulunamamastir (62).
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OS - IUIl: Farquhar ve arkadaslarinin (63) yaptigi 101 hastay1 igeren bir
randomize kontrollii ¢alismada 3 ay sire ile oral ajanlar sonrasinda IUI yapilan grup
ile 3 ay ekspektan yaklagim karsilastirilmis, oral ajanlar ve 1Ul grubunun kiimilatif
canli dogum oran1 %31, ekspektan yaklasim grubunun ise %9 olarak bulunmustur. Bu
nedenle ekspektan tedavi ile gebelik elde edemeyen ciftlerde IVF’ten daha az invaziv
ve maliyet etkin olmasi nedeni ile OS - IUI ilk basamak tedavi secenegi olarak
belirtilmektedir (64). OS - IUI tedavisinde segilecek ajan ile ilgili ortak bir kani
bulunmamaktadir. Letrozol, klomifen sitrat ve gonadotropinlerin karsilastirildigi bir
baska calismada klinik gebelik ve canli dogum oranlar1 arasinda gonadotropinlerin
siklus iptal oran1 daha ¢ok olmasina ragmen daha etkin oldugu belirtilmistir (65).
Gundmizde iki yaklasim da uygun olarak degerlendirilmektedir.

IVF: Kisa zaman araliginda siklus basmna gebelik orani en yiksek olan
tedavidir.

2.5 Mikrobiyota

Dogdugumuz anda sadece kendi hiicrelerimizden ibaret olan viicudumuzun
cesitli boliimleri hayatimizin ilk birka¢ yili icerisinde ¢ok sayida bakteri, mantar ve
virls ile kolonize olmaktadir. Bu hiicrelerin tamaminin olusturdugu topluluk insan
mikrobiyomu olarak adlandirilir ki mikrobiyom neredeyse vicudumuzun geri
kalanindaki hiicrelerin 10 kat1 kadar hiicre icermektedir ve insan genomundan ¢ok
daha fazla sayida gene sahiptir (66).

Mikrobiyom, belirli bir ¢evre veya konak ile iligskili mikroorganizmalar
toplulugunu iceren biyotik ve abiyotik habitat olarak da tanimlanabilmektedir.
Mikrobiyota ile es anlamli olarak kullanilsa da, mikrobiyota mikrobiyomun gen
tabanl1 biyotik komponenti i¢in kullanilmaktadir (67). insan mikrobiyom caligmalari,
saglikli Dbireylerin bile bagirsak, cilt, vajen gibi bdolgelerini isgal eden
mikroorganizmalarm c¢esitliligi ve miktarmin birbirinden oldukca farkli oldugunu
ortaya koymustur.

Bu konuyla ilgili ¢aligmalar yillardir siirmektedir. insan Genom Projesi (HGP)
ile, insan genom diziliminin biiyiik bir kism1 paylasildiktan sonra 2007 yilinda Insan
Genom Projesinin devamu niteliginde insan Mikrobiyom Projesi (HMP) baslatilmistir.
Bu projeyle mikrobiyota olarak isimlendirilen mikroorganizma topluluklarmin tespit

edilmesi ve zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir (68). ikinci genom projesi olarak
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da adlandirilan ¢aligmada 250 saglikli goniilliniin 7 farkli viicut bolgesi
degerlendirilmistir. Her ne kadar diyet, ¢evre, konagin genetik yapist ve erken
mikrobiyal maruziyetin bakteriyel profiller Gizerinde etkilerinin oldugu belirtilmis olsa
da bu ¢esitliligin nedenleri tam olarak agiklanamamistir. Insan iliskili mikrobiyal
topluluklar1 karakterize etmek icin HMP bugiine kadarki en biiyiik kohortu olusturmus
ve farkli bolgelerin habitatlarini analiz etmistir (68).

Mikrobiyotanin viicutta inflamasyon, immiin sistem, beslenme, endokrin
sistem, epitel maturasyonu ve bagirsak epitelizasyonundaki islevleri diistiniildiiglinde
bircok hastalik ile iligkisi gliindeme gelmistir. Cesitli faktorlerin  etkisi ile
mikrobiyotanin i¢ dengesi bozulabilir. Bununla birlikte mikrobiyota hem igerik hem
de sayisal olarak bir degisime ugrar (69). Bu durum disbiyozis olarak tanimlanir.
Giliniimiizde mikrobiyotadan kaynaklanan hastaliklarm temelinde disbiyozisin var
oldugu distiniilmektedir (70).

Yapilan caligmalar mikrobiyotanin cesitli hastaliklarla ilgili oldugunu
gostermektedir (71). Gastrointestinal sistem, genis yiizey alan1 ve mikroorganizmalar
icin zengin besin Ogeleri icermesi nedeniyle kolonizasyon i¢in en uygun ortami
sunmaktadir. Dogumla birlikte sekillenmeye baslayan mikrobiyotamizin degisimi ve
gelisimi hayat boyu devam etmektedir. insan mikrobiyota kompozisyonu yas, cinsiyet,
ik, beslenme durumu, kisisel aligkanliklar, yasam sekli ve belli hastalik durumlarmin
varligina gore kisiden kisiye degisebilmektedir. (72).

Sindirim  sistemi  mikrobiyotasmnin  immin  sistem  gelisimine  ve
diizenlenmesine katkida bulundugu, immiin toleransi artirdig1 yapilan ¢aligmalarda
belirlenmistir. Tim bu etkilerinden dolay: intestinal mikrobiyotanin inflamatuar
barsak sendromu, Chron hastaligi, Ulseratif kolit gibi sindirim sistemi hastaliklarinin
yani sira; alerji, diyabet, otizm, ¢olyak hastaligi, obezite, hipertansiyon ve birgok
kanser turinln patogenezinde rol oynadigi ve bu hastaliklarda intestinal mikrobiyota
kompozisyonunun  degistigi  bildirilmistir  (73-78). Tum bu mikrobiyota
degisikliklerinin hastaliklarin temelini olusturup olusturmadigir ya da hastaliklarin

sonucunda gergeklesip gerceklesmedigi ile ilgili calismalar devam etmektedir.

2.5.1 Mikrobiyota Analizi
Mikrobiyota elemanlarinin biiyiikk bdlimiinii kulturde Gretilmesi gic¢ olan

anaerobik mikroorganizmalar olusturmaktadir. Glnumize kadar Kkultlr bazli
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yontemler kullanilmis ancak molekiiler yontemlerin gelismesiyle kiiltiirde
uretilemeyen bakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in bir olanak olugsmustur. Mikrobiyota
kompozisyonlarinin biiyiik kismini bakteriler olusturdugundan hedef bdlge olarak 16S
ribozomal RNA (rRNA) geni segilmektedir. DNA izolasyonu sonrast 16S rRNA
amplifikasyonu ile bakteriler tanimlanmaktadir (79). 16S rRNA gen sekanslamas tiir
seviyesine kadar bakterilere 6zgu olan hiperdegisken bolgeleri tanimlayabilmektedir
(80).

Metagenomik c¢aligmalar genellikle 1500 baz uzunlugundaki prokaryotik 16S
rRNA geninin analiziyle yapilmaktadwr. Bu sayede rRNA molekiliu bakterilerin
filogenetik identifikasyonu igin kullanilmaktadir (81). Bakteri hiicresi igerisinde
binlerce kopya 16S rRNA bulundugundan, bu gen bdlgesini temel alan yontemlerin
duyarliligi daha yiiksektir. 16s rRNA gen bolgesinde 9 adet degisken bolge
bulunmaktadir (V1 - V9) (82). Degisken bolgeler, filogenetik siniflandirmalarda tiir
tespiti icin kullanilan 6zel bolgelerdir. Tiir tespitinde en sik kullanilan degisken
bolgeler V3 ve V4 bolgeleridir. Bu sayede genis mikrobiyal popiilasyon araliginda,
her bir tiirlin ayr1 tespitini yapmak miimkiin olmaktadir (83).

Neredeyse Ozdes etiketlerden olustugu varsayilan kimeler Operasyonel
Taksonomik Unite’ler (OTU) olarak adlandirilmaktadir. Belirlenen OTU’lar
tanimlanmis organizmalara ait veri tabanlar1 ile karsilastirilarak etiketlenmektedir
(81).

Yeni Nesil Dizileme yontemleri, diisiik maliyet ile ve hizli bir sekilde dizilerin
elde edildigi yontemleri kapsamaktadir. Bu yeni nesil dizileme yontemlerinde tipik
olarak klonlanmis amplikonlar yerine, DNA amplikonu ya da total topluluk DNA’s1
kullanilmaktadir (84).

Total metagenomik DNA dizilenip fonksiyona yonelik veri tabanlar1 ile
karsilagtirilabilir  veya dizilenen topluluk DNA’st referans genomlar ile
karsilastirilarak mikrobiyal dizi varyantlari ve polimorfizmleri tanimlanabilir, spesifik
organizmalarin varlik ve miktarlar1 belirlenebilir. Insan mikrobiyotasi ile ilgili mevcut
molekiiler ¢calismalarin ¢ogu, klinik 6l¢iimlerle belirli OTU’lar1 veya organizmalari
iliskilendirmeye calisan hipotezler iiretmek iizere yapilmaktadir.

Dizileme yontemi olarak gelistirilmis dort ana yaklasim bulunmaktadir (66):

e Klonlanmis 16S rRNA Gen Amplikonlarmmin Dizilenmesi
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e Yeni Nesil Dizileme

e 16S rRNA Gen Amplikonlarmin Direkt Dizilenmesi

e Mikrobiyom Shotgun Dizileme Ve Metagenomik

Mikrobiyotada tiir ¢esitliliklerini  belirlemek igin  ¢esitli  Olgekler
kullanilmaktadir. Bir mikrobiyom verisinde hangi tiir bakterilerin oldugunu ve
miktarin1 6lgmek i¢in alfa gesitlilik 6l¢timii kullanilir. Alfa gesitlilik bir mikrobiyota
orneginin kendi i¢inde ne kadar farkli oldugunu degerlendirir. Olgiim icin; OTU’larin
sayimi, filogenetik farklilik tayini, Simpson indeksi, Shannon indeksi ve Chao 1
indeksi gibi analiz yontemleri mevcuttur. Beta ¢esitlilik ise 6rneklerin birbirinden ne
kadar farkli oldugunu belirler. Beta cesitlilik i¢in Oklid 6lgtimii, Bray-Curtis farklilik
indeksi gibi dlglimler kullanilmaktadir (85).

2.6 Urogenital Mikrobiyota

Urogenital sistemde bulunan bakteriler insan viicudundaki tiim bakterilerin
%9’unu olusturmaktadir (86). Barsak mikrobiyotasi {izerine yapilan ¢aligmalar bazal
saglikli bir immiinite i¢in kommensal kolonizasyonun gerekliligini gostermistir (7,
87). Barsak mikrobiyotasi ¢alismalarinda disbiyozis sonucu olusan degisikliklerin
cesitli hastaliklara yol agabileceginin belirtilmesinden sonra vajinal, servikal ve
endometriyal mikrobiyotanin ¢esitli hastaliklar ve infertilite ile ilgisini arastiran
caligmalar yapilmistir. Vajinal mikrobiyota HMP’de ¢alisilan 7 viicut bolgesinden
biridir ve diisiik alfa c¢esitlilik oranina sahiptir. Diisiik alfa ¢esitlilik vajinal
mikrobiyotada tiir ¢esitliliginin kisith oldugunu géstermektedir (2, 68).

Vajinal mikrobiyotanin kadin genital sistemindeki patojenlere kars1 direng igin
onemli mekanizmalar olan adaptif bagisiklik sistemlerine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (88). Vajinal mikrobiyotanin yenidoganlarin immiinizasyon ve noral
gelisimine katis1 oldugu distiniilen ilk kolonizasyon icin de kritik bir dneme sahip
olduguna deginilmistir (89). Yapilan vajinal mikrobiyota ¢aligmalarinda Lactobasillus
tstiinliigli mevcuttur (90, 91). Yine tek bir mikrobiyom profilinden ziyade etnik
kokenlere gore degisen gesitli profiller oldugu ve bu ana mikrobiyomlarin kategorize
edilebilecegi distiniilmiistiir (92). Yapilan ¢aligmalarda vajinal mikrobiyota en ¢ok
saptanan baskin mikroorganizmalar Uzerinden bes kategoriye ayrilmistir:

Lactobacillus (L) crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii ve Anaerococcus,
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Peptoniphilus, Prevotella, Streptococcus, Atopobium ve Gardnerella gibi anaerop
bakterilerin baskin oldugu son grup (91).

Vajinal mikrobiyom kompozisyonundaki farkliliklarin enfeksiyon ve flora
degisikliklerini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (93). Ayrica vajinal mikrobiyotanin
etnik farkliliklar disinda hayat boyunca gesitli nedenlerle fluktuasyona ugradigi ve
baskin tiirlerin reprodiiktif sonuglar1 da etkileyebilecegi belirtilmistir (93). Saglikl bir
vajinal mikrobiyotanin temelini Lactobasillus spp. olusturmaktadir. Bakteriyel
vajinozis bozulmus mikrobiyota profili veya besinci kategori vajinal mikrobiyota
olarak da tanimlanabilir. Laktobasiller kompetetif inhibisyon ile patojenlerin vajinal
epitelyuma yapigsmasimi Onlerler. Ayrica hidrojen peroksit Ureterek vajen pH’sini
diisiiriir ve bakteriosin ureterek epitele tutunmasmi engellerler (91). Besinci kategori
vajinal mikrobiyom grubu olarak kabul edilen bakteriyel wvajinozisin g¢esitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Vajinal mikrobiyotanin
jinekolojik kanser, pelvik inflamatuar hastalik ve infertilite izerinde potansiyel etkileri
bircok derlemede tartisilmistir (94-97). Romero ve arkadaslar1 (98) bir ¢alismada
vajinal mikrobiyotanin farkli gebelik donemlerinde tutarli kaldigini, gebe olmayan
kadinlarin vajinal mikrobiyotalarinin farkli zaman noktalarinda daha degisken
oldugunu belirtmiglerdir. Benzer bir sekilde, bagka bir arastirma, etnik kokene
bakilmaksizin dogumdan 6 hafta sonraki vajinal mikrobiyotanin gebelik sirasindaki
vajinal mikrobiyotadan daha farkli oldugunu ortaya koymustur (99).

Steril uterus 20. Yiizyilda pediatrist Henry Tisser tarafindan olusturulan,
fetusun steril bir ortamda gelistigi goriistiniin 6nciisii bir dogma olarak kabullenilmis
ancak kanitlanmamistir (100). Yakin donemde yeni nesil sekanslama yontemlerinin
bulunmasi1 endometriyal mikrobiyotanin varligmni gostermistir (100-102). Uterusun
steril olmadigina yonelik ¢alismalar endometriyal mikrobiyotanin reseptivite ve
plasental formasyon iizerine olan etkilerini diisiindiirmiistiir.

Onceleri mikrobiyal karakterizasyonun tespitinin  zorlugu nedeni ile
endometriyal bakterilerin varliginin géz ardi edilmis olabilecegi diistiniilmektedir
(103). Yakin zamanda yapilan caligmalar steril uterus paradigmasmin degisme
ihtimalini dogurmustur (104). insan endometriyal mikrobiyomunun incelenmesi ve
reprodiiktif bozukluklarin yOnetimindeki faydalarmmn degerlendirilmesi heniiz

basglangic asamasmdadir. Giiniimiizde endometriyal mikrobiyom biyogesitliliginin
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ureme Uzerine etkisi, endometriyal ¢evredeki kolonizasyonun mekanizmasi, bakteriler

ve endometriyum arasindaki kommensal veya patojenik iligkiler iizerine ¢aligmalar

yapilmaktadir (5, 101, 105, 106).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Se¢imi

Calisma grubuna Hacettepe Universitesi Kadin Hastaliklart ve Dogum

Anabilim Dali poliklinigine basvuran ve agiklanamayan infertilite tanist almis uygun

hastalar dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak da aile planlamasi béliimiine rahim igi

ara¢ takilma amaciyla bagsvurmus uygun hastalar dahil edilmistir.

Calisma grubuna dahil edilme kriterleri sunlardir:

25- 35 yas aras1 olmak

VKI < 30 kg/m? olmak

12 aydan uzun siiredir korunmasiz beraberlige ragmen gebelik elde
edememis olmak

Duzenli ve ovulatuar sikluslara sahip olmak

HSG’de en az tek tarafli tubal agiklik izlenmesi

Over rezervi testlerinin normal olmas1 (AMH diizeyi > 1 ng/mL veya AFS
bilateral > 7)

Esin sperm analizinin WHO 2010 kriterlerine gére normal referans
araliklarinda olmasi (1.5 ml, 15 milyon spermatozoa/ml, 39 milyon
spermatozoa/ejakilat, %4 normal morfoloji, %32 ileri hareketli sperm, %

40 total hareketli sperm’)

Kontrol grubuna dahil edilme kriterleri sunlardir:

25- 35 yag aras1 olmak
VKI < 30 kg/m? olmak
Duzenli ve ovulatuar sikluslara sahip olmak

Son 2 y1l igerisinde canli dogum yapmis olmak

Kriterlere uygun hastalar oncelikle uygun sartlarda ¢alisma ile ilgili ayrintili

olarak bilgilendirilmistir. Belirli bir diisinme siiresi sonrasinda ¢alismaya katilmay1

kabul eden hastalardan yazili olarak bilgilendirilmis gonillii onam alinmistir.

Calismaya katilmay1 kabul eden hastalarin son menstriiasyon tarihi hesaplanmis ve

sekretuar donemde olduklar1 teyit edilmistir.

Dislanma kriterleri:

Ek dahili hastaliga sahip olmak
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e Son 3 ay icinde hormonal tedavi veya antibiyotik tedavisi (oral, sistemik

veya vajinal) almig olmak olarak belirlenmistir.

3.2 Endometriyum Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya dahil olmayr kabul eden gonullilerin endometriyum 6rnekleri,
Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal1 Aile
planlamas1 bolimunde pipelle kaniil ile toplandi. Vajinal kontaminasyonu 6nleme
amaci ile spekulum yerlestirildikten sonra serviks Klorheksidin ile temizlendi ve varsa
servikal mukus ortamdan mekanik olarak kaldirildi. Ardindan pipelle kanil vajen
duvar1 ve eksternal servikal os ¢evresine degdirilmeden servikal kanaldan uterin
kaviteye yerlestirildi. Bir kere ileri-geri hareketle 6rnek alind1. islemden hemen sonra
alinan ornekler DNA icermeyen steril kaplarda steril distile su igerisine aktarild.
Kontaminasyonu dnleme amaci ile saklama kapaklarma parafin eklendi. Ornekler
calisgma grubu i¢in “CG”, kontrol grubu i¢in “KG” kodu altinda kodland: ve asla
hastaya ait kisisel bilgiler ile etiketleme yapilmadi. Alinan 6rnek sirasma gore 01°den
baslanarak her bir goniilliye numara verildi. Alinan tiim ornekler oda isisinda
bekletilmeden Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Boliimiine ait dolapta kilitli olarak -20
°C’de sakland:.

Veri toplama formunda hastalarm yas1, gravidas, paritesi, VKi, HSG sonucu,
antral folikll sayisi, es sperm analizi sonucu, menstriel dizeni, son 3 ay icerisinde
hormon kullanim &ykiisii, antibiyotik kullanim Oykiisii, infertilite siiresi, ge¢mis
infertilite tedavilerine ait 6ykiileri ve dahili hastaliklar1 kayit altina alindh.

Viicut kitle indeksi, VKIi= Viicut agirlig1 (kg) / boy(m?) formiilii ile hesaplandi.

3.3 Endometriyum Orneklerinin DNA Ekstraksiyonu

Tum endometriyal ornekler toplandiktan sonra ayni anda oda sicakliginda
bekletilerek cozildi ve DNA ekstraksiyonu icin doku ekstraksiyon kiti (QIlAamp
DNA Mini Kit, QlAgen, Hilden, Almanya) kullanildi. Bu kapsamda asagida tarif
edilen iglemler sirastyla uygulandu.

e Endometriyum 6rnekleri 1,5 ml’lik ependorf tiipiine alind.

e Her bir tiip tizerine 180 puL Bufer ATL eklendi.
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Ornekler iizerine 20 pL proteinaz K eklendi, 15 saniye vortekslenerek
karigma saglandi ve doku tamamen lizise ugrayana kadar 56 derecede
inkibe edildi.

Ornekler en yilksek devirde 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

200 uL Bufer AL eklendi, 15 saniye boyunca tipler vortekslendi ve 70
derecede 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan partikiillerin ¢okmesi
icin en ylksek devirde santrifiij edildi.

Her bir tip i¢ine 200 puL % 96’1k etanol eklenerek tiipler 15 saniye boyunca
vortekslendi. Ardindan partikiillerin ¢okmesi i¢in en yiliksek devirde
santrifuj edildi.

Ardindan karisim 2 ml’lik tiiplere yerlestirildi. Tiipler 1 dakika boyunca
6000 g’de santrifiij edildi. Ornekler yeni tiiplere alind, filtratin bulundugu
tiipler atild1.

Tiplere 500 uL. Bufer AW1 eklendi. Tiipler 1 dakika boyunca 6000 g’de
santrifiij edildi. Ornekler yeni tiiplere alind.

Tiplere 500 uL. Bufer AW2 eklendi. Tiipler 3 dakika boyunca 20000 g’de
santrifilj edildi. Ornekler yeni tiiplere alindiktan sonra en yiiksek devirde 1
dakika boyunca santrifiij edildi.

Ornekler 1.5 mI’lik tiiplere aktarildi ve kalan filtrat atildi. Orneklere 200 pL
Bufer AE eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyon sonras1 6000 g’de
1 dakika santriflj edildi.

DNA ekstraksiyonundan sonra Qubit florometre ile DNA miktar tayini
yapildi.

Islem sonras1 % 1,5 konsantrasyonda agaroz jel hazirlandiktan sonra her
ornekten 5 pl yiiklendi. Elektroferez tamamlandiktan sonra bantlagsma

gostermeyen Ornekler i¢in bir sonraki basamaga gecilmedi.
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3.4. 16s rRNA Sekanslama ile Metagenom Tayini

Analiz i¢in lon Torrent 16s Metagenomiks Kiti (Thermo Fisher, Almanya)
kullanildi. Kit, bakterilerin 16S bolgesine karsilik gelen hiper degisken bolgelerini
secici olarak amplifiye eden iki primer seti iceriyordu:

e Primer set V2- 4-8

e Primer set V3-6, 7-9

Islem basamaklar1 Ion Torrent 16s Metagenomiks Kit manuel kitap¢iginin
protokoliine gére yapildi.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢cin metagenomiks kit
icerisinde 2 ayr1 primer set mevcuttu. Bu nedenle 2 ayr1 karigim hazirlandi. Eshershia
Coli pozitif kontrol olarak kullanildi ve direktiflere uygun olarak 1:20 oraninda
sulandirildi. Her bir 6rnek i¢in 30 plL amplifikasyon karigimi hazirlandi:

e 15 pL mastermix

e 2 uL sablon

e 3 uL primer

e 10 uL DNA

Gergek zamanli PZR igin amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.1°de yer almaktadir.
Her bir 6rnek i¢in 1. ve 2. amplikonlar 40 puL hacimde birlestirildi.

Tablo 3.1. Gergek zamanli PZR amplifikasyon kosullari.

Basamak Sicakhik Zaman
Bekleme 95°C 10 dakika
18-25 devir 95°C 30 saniye
58°C 30 saniye
72°C 20 saniye
Bekleme 72°C 7 dakika
Bekleme 4°C 0

Amplifikasyon drinlerinin purifikasyonu: Pirifikasyon i¢in 72 pL. ampure ve
40 pL amplikonlar birlestirilip 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Ardindan tiipler
Dynamag-2 magnette 3 dakika bekletildikten sonra olusan slipernatant atildi. % 70’lik



25

etanolden 300 pL her tiipe eklendi, 30 saniye bekletildikten sonra siipernatant atildi.
Oda 1sisinda tiipler 4 dakika inkiibe edildi. Tiipler magnetten alindiktan sonra 15 pL
niikleaz icermeyen su eklendi. Tiipler yeniden Dynamag Magnete yerlestirildi. 1
dakikalik bekleme sonrasi slpernatant yeni ependorfa alindi. Qubit florometre ile
DNA miktar tayini yapildi. Kiitiiphane Hazirligi Asamasinda sirasiyla asagidaki
islemler gergeklestirildi:
e Kiitiiphane hazirlig1 asamasi i¢in hazir bulunan Ion Plus Library Kit
kullanilda.
e 1.5 ml lik ependorflara; 79 pL amplikon, 20 pL end repair bufer ve 1 uL
end repair enzim eklendi. Olusan karisim 20 dakika oda 1sisinda bekletildi.
e Ardindan 180 pL. AMpure XP Reagent karisima eklendi, kisa siire
vortekslendikten sonra 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.
e Tupler Dynamag-2 magnet iizerine yerlestirildikten sonra 3 dakika soliisyon
berraklasana kadar bekletildi ve olusan siipernatant atildi. Ardindan 500 puL
%70 etanol tiplere eklendi. 30 saniye bekletildikten sonra berraklasan
supernatant atildi. Yikamalar sonras1 rezidii etanoliin uzaklagsmasi amaci ile
4 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi. Tlpler magnetten alindiktan sonra 25
uL TE eklenip vortekslendikten sonra yeniden magnete alindi ve 1 dk
beklendi. Olusan silipernatant yeni ependorflara alindi.
Barkodlama i¢in asagidaki islemler gergeklestirildi:
e DNA barkodlama amaci ile hazir bulunan Ion Xpress Barcode Adapters Kit
kullanildi.
e Hazirlanan karigim bilesenleri Tablo 3.2°de gdsterilmistir. Her 6rnek i¢in
ayr1 barkod kullanildi.
e 0.2 ml’lik tiiplerde olusturulan karistmin qPZR programi Tablo 3.3’te

gosterilmistir.



Tablo 3.2. Barkodlama i¢in kullanilan karigim bilesenleri.

Bilesen Kuatuphane hacmi

DNA ~25 L
10X Ligaz Bufer 2 uL
lon P1 Adaptori 2 uL
lon Xpress X Barkodu 2 uL
DNTP Karisimi 2 uL
Niikleazs1z su 49 pL
DNA Ligaz 2 uL
Nick polimerazi 8 pL

Toplam 100 pL

Tablo 3.3. Barkodlama sonras1 gPZR programi
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Basamak Sicaklik Zaman

Bekleme 25°C 10 dakika
Bekleme 72°C 5 dakika
Bekleme 4°C Bekleme

Islem sonrasinda olusan tiim karisim yeniden 1.5 ml’lik tiiplere alind1.

Ardindan piirifikasyon i¢in 140 pL AMpure X eklendi ve oda 1sisinda 5 dakika

bekletildi. Dynamag-2 Magnet {izerine alinan tiipler 3 dakika bekledikten sonra olusan

stpernatant atildi. 500 pL %70’lik etanol eklenip 30 saniye bekleme siiresi sonrasi

olusan slUpernatant yeniden atildi. Tipler oda 1sisinda 4 dakika bekletildi. Ardindan

magnetten alan tiiplere 20 uL. TE eklenip yeniden magnet iizerinde bekletildikten

sonra olusan stipernatant 1,5 ml’lik ependorflara alindi.

Islem sonrasinda kiitiiphane miktarma karar vermek i¢in Qubit florometre ile

DNA miktar1 tayini yapildi. Bu miktara gore diliisyon formiilii kullanilarak (pM

birimindeki kdttiphane volimi / 26 pM) diliisyon gergeklestirildi. Olusturulan

kituphane 25 pl final hacmine getirildi. Ardindan Ion Chef cihazina yiiklenerek
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kiitiiphanenin ¢ipe aktarimi tamamlandi ve metagenom programi baslatildi. Bu islem

sonrasinda ¢ip Ion Torrent 5SS cihazi ile 16s rRNA sekanslama gergeklestirildi.

3.5 Istatistiksel Analiz

OTU, alfa gesitlilik ve beta ¢esitlilik analizleri i¢in lon Repoter Software 5.12
ve demografik veriler ile Lactobasillus yiizdelerinin karsilastirilmasi igin SPSS 21.0
programlar1 kullanildi. Iki sayisal degerin karsilastirilmas1 non parametrik testlerden
Mann-Whitney U testi ile yapildi. Korelasyon testi amaciyla Spearman’s rho test
kullanilda.

3.6. Etik Kurul Onay1

Bu calisma igin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 20.12.2018 tarihinde KA17-104 numarasi ile onay
alinmistir. Karar No: 2018/22-35

Arastirma bitcesi ise Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje 1D: 17812
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4. SONUCLAR

Calismaya Hacettepe Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal1
Poliklinigine infertilite gikayeti ile basvurup agiklanamayan infertilite tanisi alan 15
hasta ¢aligma grubu olarak ve Aile Planlamasi Birimine rahim i¢i arag takilmasi amaci
ile bagvuran son iki y1l igerisinde canli dogum yapmis 15 hasta kontrol grubu olarak
dahil edildi.

Calisma grubundaki hastalarin yas ortalamas1 28.5 £ 3.2 (25 - 35), kontrol
grubunun yas ortalamasi 29.9 + 3.5 (26 - 35) idi. iki grubun yas ortalamasi arasinda
anlamli fark yok idi (p > 0.05). Gruplarin VKI ortalamalarna bakildiginda ¢alisma
grubunda 24.1 + 4.4 kg/m? ve kontrol grubunda 24.4 + 2.4 kg/m? idi ve iki grup
arasinda istatistiksel fark izlenmedi (p > 0.05). Calisma grubundaki hastalarin ortalama
infertilite stiresi 29.4 = 9.7 ay idi. Calisma grubundaki hastalarin %66.7’s1 daha
onceden IUI tedavisi almist1 (n=10). Calisma grubunda sadece bir hastanin IVF
hikayesi mevcuttu. Calisma grubunda bulunan hastalarin ortalama AFS 16.2 + 3.5

olarak hesaplandi. Gruplara ait demografik 6zellikler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplara ait demografik 6zellikler

Degiskenler Calisma Grubu (n=15) Kontrol Grubu (n=15)
Yas (y1l) 28.4+3.2 29.9 £ 3.5 (p> 0.05)
VKI (kg/m?) 24.1+4.4 24.4 £ 2.4 (p>0.05)
Infertilite siiresi (ay) 29.4 £ 9.7 -

Infertilite tedavisi (%) 66.7 (n= 10) -

AFS 16.2+3.5 -
Multiparite (%, n) - 46 (n=7)

Endometriyal 6rnek alinan 30 hastadan toplam 12 tanesinde agaroz jel
elektroferezi basamaginda bant olugturulamadi. Geriye kalan 18 hastanin endometriyal
orneklerinde saptanan bakteri cinsleri ve tirlerine ait OTU dagilimi her 6rnek igin

Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Endometriyal 6rneklerde saptanan bakteri turlerinin OTU dagilimi.
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OTU dagilimma gore en ¢ok izlenen bakteri cinsinin Lactobasillus olarak
saptanmasi nedeni ile gruplar Lactobasillus dominant (Laktobasil spp.> %90, LD) ve
Lactobasillus dominant olmayan (NLD) olmak iizere iki kategoriye ayrildi. Calisma
grubunda bant olusturulan dokuz hastanin altisinda (%66.7) ve kontrol grubunda yine
bant olusturulan dokuz hastanin dordiinde (% 44.5) Lactobasillus dominansi saptandi
ve aralarinda anlamli bir fark izlenmedi (p= 0.64). Agiklanamayan infertilite grubunda
infertilite suresi ve Lactobasillus dominansit arasinda korelasyon saptanmadi
(p=0.272).

Endometriyal laktobasillus yiizdelerinin median degerleri ¢alisma grubu igin
%100 * %29.9 ve kontrol grubu igin %94.0 £ %47.5 olarak hesaplandi ve aralarinda
istatistiksel olarak farklilik saptanmadi (p= 0.9).

Bakteri tiirlerinin dagilimi degerlendirildiginde, ¢aligma grubunda bulunan
dokuz hastadan sekizinin ve kontrol grubunda bulunan dokuz hastadan altisinin
endometriyal mikrobiyota dagiliminda Lactobasillus iners tlrinin buyik ¢cogunlugu
olusturdugu goriildii. Non Lactobasillus dominant 6rneklerde galisma grubu igin
Olsenella umbonata (n=1) ve kontrol grubu icin Olsenella umbonata (n=1) ve
Caulobacteraceae familyasina ait (n=2) bakteriler izlendi (Sekil 4.3).

Calisma grubuna ait 6rneklerde Lactobasillus spp. disinda saptanan bakteri
cinsleri Olsenella, Atopobium ve Streptococcus idi. Kontrol grubunda saptanan diger
bakteri cinsleri Brevibacterium, Olsenella, Veillonella, Streptococcus idi. Calisma
grubundaki dokuz hastadan altisinda sadece Lactobasillus cinsi bakteriler mevcut olup

kontrol grubunda ise dort hastada sadece Lactobasillus cinsi saptanmustir.
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Sekil 4.3. NLD grubunda olan hastalarin endometriyal 6rneklerinin bakteriyel dagilimi
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Beta ¢esitlilik iki topluluk arasindaki bakteriyel tiir degisikliklerini
karsilastirma amact ile kullanilir. Bu amacla Bray-Curtis indeksi kullanilmig ve
koordinatlar analizi yapilmistir. Bakteri cinslerine ve tirlerine gére Bray-Curtis beta

cesitlilik koordinatlar analizi Sekil 4.4 ve 4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Bakteri cinslerine goére Bray- Curtis beta gesitlilik koordinatlar analizi

(CG: Agiklanamayan infertilite hastalarini iceren ¢alisma grubu, KG: Kontrol grubu).
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Sekil 4.5. Bakteri turlerine gore Bray- Curtis beta ¢esitlilik koordinatlar analizi

(CG: Agiklanamayan infertilite hastalarini igeren ¢alisma grubu, KG: Kontrol grubu).

Orneklerin igerdigi bakteriyel gesitlilik ve tiir sayisin1 degerlendirmek icin iKi

alfa gesitlilik yotemi kullanildi. Bu kapsamda Shannon gesitlilik analizi ve Chao-1

indeksleri Sekil 4.6 ve 4.7 de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Bakteri cinslerine gére Shannon Cesitlilik Analizi.
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Sekil 4.7. Bakteri cinslerine gore Chaol indeksi.
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5. TARTISMA

Bakterilerin immuniteyi etkiledigi, disbiyozis sonucu ¢esitli viicut bolgelerinin
mikrobiyota profillerinde degisiklikler oldugu ve bu nedenle de mikrobiyotanin ¢esitli
hastaliklara yol agabildigi son yillarda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (3, 107).
Nitekim klinik pratikte vajen ve serviksin aksine uterus steril kabul edilirken
gelistirilen yeni molekiiler yontemler sonucunda uterin kavitenin bir mikrobiyal
profile sahip oldugunun gdsterilmesi, mikrobiyota ve fekundabilite arasindaki iliskiyi
tartigilir kilmistir. Bu kapsamda infertil ¢iftlerde bozulmus endometriyal mikrobiyom
ortam1 potansiyel olarak hastalarin bir kisminda aciklayict bir sebep olarak
disiiniilebilir. Biz bu calismamizda literatiirde ilk kez ag¢iklanamayan infertilite
hastalar1 ile fertil hastalarin endometriyal mikrobiyotasinda farkliliklar olup
olmadigini degerlendirmeyi amagladik. Bu ¢alismanin sonuglarina gore sistematik bir
degerlendirme sonrasi aciklanamayan infertilite tanis1 alan hastalarin mikrobiyota
dagilimi son iki yilda gebelik yasamis fertil kontrol grubuna gére benzer saptanmustir.

Endometriyal mikrobiyom ve genel olarak infertilite iliskisine dair literatiirde
yedi adet calisma vardir. Ilk ¢alismada Frasniak ve arkadaslar1 tek, dploid embriyo
transferi yapilan yaslar1 22 ile 43 arasinda degisen farkli etnik kdkenlere sahip 33
hastanin endometriyal mikrobiyotalarini transfer Kkataterlerinin en distal 5 mm lik
parcalarmni 16s rRNA sekanslama yontemi ile degerlendirilerek bakteriyel cins ve tlr
smiflamas1 yapmustir (108). Bu hastalar gebelik sonuglarina gére iki gruba ayrilmustir.
Gebelik elde edilen (n=18) ve edilmeyen (n= 15) gruplarda endometriyal mikrobiyota
dagilimi arasinda anlaml bir farklilik bulunmamis olsa da 6rneklerdeki bakterilerin
biiyiik cogunlugunu Flavobacterium ve Lactobasillerin olusturdugu bulunmustur. iki
grup arasinda Ornekler transfer katateri ile alindigi icin elde edilen spesmenin
miktarmin az olusu ve hastalar arasindaki demografik 6zelliklerin belirtilmemesi
calismanin kisitliliklarindan biridir. Bizim ¢alismamizda da Frasniak ve arkadaslarinin
bulgularin1 destekler sekilde fertil ve infertil gruplar arasi anlamli bir farklilik elde
edilememistir.

Moreno ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptigi bir diger ¢aligmada
endometriyal mikrobiyotanin reprodiiktif etkilerini degerlendirmek i¢in yaglar1 25 - 40
arasinda degisen 35 IVF hastasinin ERA testi dncesinde endometriyal sivi drnekleri

toplanarak 16s rRNA sekanslama yontemi ile degerlendirilmistir (6). Otuz bes



36

Ornekten (g tanesi yetersiz DNA saptanmasi nedeni ile ¢aligma digi birakilmistir.
Transfer yapilan hastalarin hepsinin reseptif endometriuma sahip oldugu ERA ile
dogrulanmustir. Bu hastalarin endometriyal mikrobiyotas1 Lactobasillus dominant
(LD, >% 90) ve non Lactobasillus dominant (NLD) olarak iki gruba ayrilmistir.
Degerlendirmeye alman 32 hastanin 17°si LD, 15°i NLD olarak bulunmustur. Iki grup
arasinda transfer basina canli dogum orani, transfer basina gebelik orani ve transfer
basina implantasyon oranlari arasinda LD grup lehine anlamli fark bulunmustur. NLD
grupta Gardrenella ve Streptococcus cinslerinin 6ne ¢iktig1 hastalarda implantasyon
basarisizlig1 ve negatif gebelik sonuglari agisindan daha belirgin farkliliklar saptanmis
ancak orneklem sayisinin az olmasi nedeni ile istatistiksel fark degerlendirilmemistir.
Bu ¢alismanin sonuglar1 endometriyal mikrobiyotanin implantasyon ve konsepsiyon
uzerine etkilerine yonelik diistincelerin tekrar alevlenmesine yol agmustir.

Wee ve arkadaglarmin ¢aligmasinda gesitli nedenlerle histeroskopi yapilan 16
infertil ve 15 fertil kadin hastanimn ¢ farkli reprodiiktif bolgelerinden (vajina, serviks,
endometrium) alinan 6rneklerin mikrobiyotalar1 16s rRNA sekanslama yontemi ile
karsilastirilmistir (109). Endometriyal drneklerdeki bakteri yikinin diger bdlgeler ile
karsilastirildiginda belirgin miktarda diisiik oldugu belirtilmistir. Bunun nedeninin
dokuya 6zel olarak DNA ekstraksiyonunda yasanan zorluklar olabilecegine de
deginilmistir. Yine Ornek toplama islemi diger c¢alismalarla uyumlu olarak
endometriyal kret ile transservikal olarak gergeklestirildigi igin kontaminasyon
ihtimalinin elimine edilemeyecegi belirtilmistir. Orneklenen tim bolgelerde
Lactobasillus turlerinin dominansi géze ¢carpmus olsa da ¢alismanin yapildigi donemde
hastalarin infertilite siirecinde olmamalari, gruplar arasinda yas farkinin istatistiksel
olarak anlaml1 olusu, VKI, etnik koken, islem oncesi kullanilan hormon preparatlari
gibi parametrelerin  degerlendirilmemesi ¢alismanin en Onemli kisithihigimni
olugturmaktadir. Calismada endometriyal mikrobiyotanin a¢iklanamayan infertilite ve
tekrarlayan IVF basarisizliginda 6nemli bir role sahip olabilecegi spekile edilmistir
(109).

Tao ve arkadaslarmin 2018 yilinda yaptig1 tanimlayict ¢aliymada 22-40 yas
araligindaki farkli etnik kokenleri sahip 70 IVF hastasinin embriyo transfer kataterleri
degerlendirilmistir. Calismada endometriyal bakteri yiikiiniin diisiik olmas1 nedeni ile

mikrobiyota profili olusturulmasinin zorlugundan bahsedilmistir. 70 hastanin 33’tnde
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Lactobasillus cinsi %90 {izerinde saptanirken, 50 hastada %70 ve Uzerinde
saptanmistrr.  Orneklerde  vajinal mikrobiyom iiyelerinden oldugu bilinen
Corynebacterium, Bifidobacterium, Staphylococcus, Streptococcus bakteri cinslerinin
tirleri farkli oranlarda saptanmustir (110). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alisma ile
uyumlu olarak Lactobasillus disinda goriilen bakteri cinsleri vajinal mikrobiyota
elemanlariyla uyumluluk gostermis olup goriilen cinsler Olsenella, Atopobium,
Streptococcus, Brevibacterium ve Veillonella olarak tespit edilmistir.

Kyono ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptigi ¢aligmada ise 109 hastanin (79
tane IVF, 23 tan IVF dis1 infertil hasta ve 7 tane saglikli goniillii) endometriyal ve
vajinal mikrobiyotalar1 karsilastirilmistir. Ornek toplama zamanlar: folikiiler donem,
ovulasyon donemi ve luteal donem olarak belirtilmistir. Hastalar LD (> %90) ve NLD
olarak degerlendirilmistir. IVF hastalarindaki LD endometriyumun saglikli
gonillulere gore anlaml 6lgiide diisiik oldugu goriilmiistiir (%38.0°¢ kars1 %85.7).
Bununla beraber saglikli goniilliiler, IVF hastalar1 ve IVF dis1 tedavi alan hastalar
olarak kategorize edilen 3 grubun median Lactobasillus yiizdeleri arasinda anlamli bir
fark elde edilmemistir. Calismada IVF hastalarinin endometriyal mikrobiyotasmdaki
Lactobasillus dis1 bakterilerin yogunlugu ile ilgili uzun infertilite periyodu, IVF
prosediirleri (oosit toplama, embriyo transferi, aralikli transvajinal ultrasonografi),
ovaryan stimiilasyon nedeni ile hormonal fluktuasyon, aralikli antibiyoterapi ihtiyac1
gibi etkenler spekiile edilmistir (111). Bizim c¢alismamizda da agiklanamayan
infertilite hastalar1 ve fertil hastalarin endometriyal mikrobiyotalarinda median
Lactobasillus yiizdeleri arasinda istatistiksel anlamli bir fark elde edilememistir ve bu
calisma ile uyumlu sonuglar mevcuttur.

Kiyata ve arkadaslarimin yaptigi calismada ise 28 tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 hastasi ile 18 ilk IVF denemesi baslanan hastanin endometriyal sivi ve
vajinal sekresyonlarinin mikrobiyotalar1 karsilastirilmistir. Ornekler 3 mm’lik
endometriyal kiiretler ile proliferatif fazda toplanmistir. Endometriyal mikrobiyota
orneklerinin biiyik ¢ogunlugunu Lactobasillus cinsi bakterilerin olusturdugu
belirtilmistir. Tekrarlayan implantasyon basarisizligi  grubundaki hastalarin
%64.3‘linde, ilk IVF denemesi olan hastalarin ise % 38.9’unda LD 6rnekler saptanmis

ancak aralarinda istatistiksel farklilik bulunmamistir (112). Bu g¢alismada hem
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endometriyal sivi hem de vajinal sekresyonlarin tiir dagilimlarinin benzer oldugu
Saptanmugstir.

Yukarida Ozetlenen ¢alismalardan fark edilecegi tlizere endometriyal
orneklemelerin bir kismi endometriyal sivi aspirasyonu bir kismi da bizzat
endometriyal doku tedarik edilmesi seklinde yapilmistir. Tekrarlayan gebelik kaybi
olan 25 hastanin hem endometriyal sivi hem de endometriyal doku 6rneklerinin
degerlendirildigi bir calisgmada ¢esitlilik ve OTU basina okuma sekans1 endometriyal
doku drneklerinde endometriyal sivi 6rneklerine gore daha yogun olarak saptanmistir
(91). Bu sonuglar ideal 6rnekleme yonteminin endometriyal yiizeyel sivi yerine bizzat
endometriyal doku olmas1 gerekebilecegine isaret etmekte ve bu konuda en uygun
yontemin tayini igin ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiindiirmektedir. Biz de
calismamizda bu bulgular1 géz 6niinde bulundurarak endometriyal doku 6rneginin
pipelle kanil ile alinmasini tercih ettik.

Endometriyal mikrobiyota ¢alismalarinda endometriyum gibi diisiik
biyokiitleye sahip olan bir dokudan 6rnek almirken serviko-vajinal kontaminasyon
ihtimalinin dislanamayacag1 spekiile edilebilir (7, 110). Ornegin transservikal
ornekleme yapilan c¢aligmalarin ¢ogunlugunda Lactobasillus tirleri dominant
bulunmustur. Verstraelen ve arkadaslarmin bir ¢aligmasinda ise yaslar1 25 - 39
arasinda degisen tekrarlayan gebelik kaybi1 ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi
olan 19 hastadan histeroskopi 6ncesinde servikovajinal kontaminasyonu engelleme
amaci ile koruyucu kilifi olan endometriyal bir firca yardimiyla 6rnekleme yapilmis
ve endometriyal mikrobiyotalar1 16s rRNA sekanslama ile degerlendirilmistir (104).
Diger ¢alismalardan farkl olarak hastalarin biiylik ¢ogunlugunda Bacteroides tirleri
baskin olarak izlenmistir. Bununla beraber dort hastada sadece Lactobasillus tiriine
ait bakteriler saptanmistir. Her ne kadar bu calismada transservikal yontemlerde
yapilan ¢aligmalardan farkli olarak baskin bir tiir saptansa da 6rnek sayisinin azligi,
kontrol grubunun olmayis1 ve hasta popiilasyonun spesifik bir grubu icermesi
calismadaki kisitliliklardir (104).

Kontaminasyonun endometriyal ~mikrobiyotanin  degerlendirilmesindeki
golgeleyici etkisini aydnlatma adma Miles ve arkadaslarmin yaptigi bir diger
caligmada on hastaya ait histerektomi materyalleri kullanilmigtir. Vajino-servikal

kontaminasyonun teorik olarak en aza indirgendigi bu yontemde endometriyal
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orneklerde yine de Lactobasillus, Acinetobacter ve Cornebacterium turleri
saptanmustir (113). Chen ve arkadaslarinin yaptigi bir diger histerektomi ¢alismasinda
vajen, serviks ve endometrium orneklerinin bakteriyel yiikii de ¢alismaya eklenmis ve
reprodiiktif yolun yukarilarina dogru ¢ikildikca mikroorganizma sayisinin belirgin
olarak azaldigi ama halen saptanabilir oldugu gosterilmistir. Bu g¢alismada yine
Lactobasillus baskin cins olarak degerlendirilmis (%30.6) ancak Acinetobacter ve
Pseudomonas tirlerinin de endometriyal mikrobiyotanin igeriginde bulundugu
saptanmustir (101).

Kontaminasyon kaynakli olmadigi gosterilen endometriyal mikrobiyotanin
varlig1 aslinda endoserviksin bariyer fonksiyonunun anatomik ve hicresel seviyede
steriliteyi saglayacak kadar basarili olmadigini diisiindiirebilir (114, 115). Nitekim bir
baska ¢aligmada gebelik doneminde onemli bir bariyer gorevi gordiigii diisiiniilen
endoservikal mukusun vajenden asendan yol ile bakteri ge¢isine izin verebildigi
gosterilmistir (116). Romero ve arkadaslarmm 2004 yilinda yaptigi bir ¢alismada alt
genital kanalda bulunan mikroorganizmalara uzun sure maruziyetin ve sperm
tarafindan siklikla istila edilen bir mukozanin bakteri ve endotoksinleri igermeyecegini
diistinmenin gii¢ oldugu belirtilmistir (117).

Endometriyal mikrobiyota ¢alismalarinda farkli bakteri tiirlerinin baskinliginin
saptanmas1 tiim saglikli kadmlarda tek tip bir mikrobiyota profilinin olmadigmni
diisiindiirmektedir. Her ne kadar intestinal mikrobiyotadaki farkliliklarm yas, VKI ve
etnik kdken ile degisiklik gosterdigi ¢caligmalarda ifade edilmis olsa da endometriyal
mikrobiyotanin hangi faktorlerden etkilendigi net olarak bilinmemektedir ve bu
konuda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (118, 119). Calisma grubu ve kontrol grubu
arasinda demografik nedenler ile iliskilendirilebilecek potansiyel endometriyal
mikrobiyota farkliliklarini minimalize etme amaci ile bizim ¢alismamizda benzer
demografik 6zellikler iceren bireyler dahil edilmeye 6zen gosterilmistir. Calismamizin
en gii¢lii taraflarindan olan standardizasyonu saglamak adina tiim hastalardan 6rnekler
menstriel siklusun sekretuar fazinda alinmis ve son bir ay igerisinde antibiyotik
kullanimi, oral kontraseptif kullanimi ve yardime1 tireme tekniklerini iceren hormonal
tedavi agisindan sorgulanmiglardir.

Agiklanamayan infertil hasta grubundaki endometriyal mikrobiyotanin fertil

grupla karsilastirildig: literatlirdeki bu ilk ¢alismanin en 6nemli kisitlayici basamagi



40

hasta sayisnin sinrli olmasidir. Ikinci kisitlayici basamak ise endometriyal
orneklerdeki bakteri miktarinin kiitiiphane hazirlig1 asamasinda yapilan bakteriyel yiik
Olgtimlerinde diisiik olarak bulunmasidir. Bununla beraber endometriyal mikrobiyom
calismalarinda baskn bakteri tiirlerinin yani sira bakteriyel profilin de birbirlerine gore

farklilik gostermesi temel bir uterin mikrobiyotanin varligmi sorgulatmaktadir.
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6. SONUC

Caliymamiz agiklanmayan infertilite hastalarinin endometriyal mikrobiyotasini
kontrol grubu ile karsilastiran ilk klinik ¢alismadir. Calisma sonuglarma gore infertil
ve fertil hastalarin endometriyal mikrobiyotalar1 arasinda anlamli fark gérilmemistir.
Endometriyal doku 6rneklerinde diger ¢alismalarla uyumlu olarak diisiik bakteri yiikii
oldugu saptanmistir. Endometriyal disbiyozisin reprodiiktif etkilerinin arastirilmasi
icin yuksek orneklem grubu igeren daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak
yine de, onceki galismalardan fakli olarak 16s rRNA sekanslama yontemi ile daha
kisith bir bakteri g¢esitliligi saptanmig olsa da mevcut bulgular steril endometriyum

paradigmasinin terkedilmesi gerektigini bir kez daha desteklemektedir.
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