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OZGUN ARASTIRMA

Luteal Fazda Vajinal Laktobasil Desteginin IVF/ICSI
Sikluslarinda Taze Embriyo Transferi Uygulanan Hastalarda
Implantasyon Oranlarina Etkisi
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OZET

Bu prospektif ¢aliymanin amaci IVF/ICSI sikluslarinda taze embriyo transferi uygulanan infertil hastalarda luteal fazda vajinal laktobasil
desteginin implantasyon oranlarina etkisini aragtirmaktir. Vajinal mikrobiyota ve infertilite iligkisi giiniimiizde oldukga popiiler bir aragtirma
konusudur ve yapilan ¢alismalarda bozulmus vajinal mikrobiyotanin infertil hastalarda gebelik sonuglarini olumsuz olarak etkiledigi bilin-
mektedir. Biz de bu sebeple ¢alismamizda 88 infertil hastaya kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon sonrasi oosit toplandigi giin vajinal 1x4
tablet vajinal laktobasil destegi saglayarak, gebelik sonuglarini laktobasil destegi uygulanmayan 88 kontrol hastasi ile karsilastirdik. Sonug-
larda gruplarm demografik verileri birbirine benzerdi. Ve ¢alismanin birincil sonucu olan implantasyon oranlari ¢aligma grubunda %38,6
kontrol grubunda %32,9 olarak bulundu. Sonuglar kontrol grubunda daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak benzerdi. Caligmanin
sonucu olarak taze embriyo transferi yapilan infertil hastalarda luteal fazda laktobasil destegi saglanmasinin gebelik sonuglarina etkisi goz-
lenmedi.

Anahtar Kelimeler: infertilite. Mikrobiyota. Laktobasil. Luteal Faz Destegi.

Implantation Rates with Adding Vaginal Lactobacilli to Luteal Phase Support in Patients Undergoing Fresh Embryo
Transfer in IVF/ICSI Cycles.

ABSTRACT

This prospective study aims to clinically evaluate the effect of adding vaginal lactobacilli to luteal phase support implantation rates in pa-
tients undergoing fresh embryo transfer in IVF/ICSI cycles. The relationship between vaginal microbiota and infertility is a popular investi-
gation field, and recent studies show that dysbiotic vaginal microbiota is related to poor pregnancy results in infertile patients. Thus, we
enrolled 88 infertile patients who underwent ICSI procedure in the study group. We applied 1x4 tablets of lactobacillus through the vagina
on the day of the oocyte pick up procedure. The pregnancy results were compared with the 88 patients who did not receive any lactobacillus
support. The demographic parameters of the groups were comparable. Implantation rates were 38.6% in the study group and 32,9% percent
in the control group. Although the implantation rate was higher in the study group, the difference was not statically significant. As a result,
adding vaginal lactobacilli to luteal phase support does not improve implantation rates in patients undergoing fresh embryo transfer in
IVF/ICSI cycles.
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mikrobiyota farkliliklarinin oldugu ve dogum seklinin
mikrobiyom gelisimi iizerinde 6nemli etkisi oldugu
birgok ¢alismada savunulmustur.**

Vajinal mikrobiyotanin infertilite ve yardimci tireme

tekniklerindeki yeri heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Ancak Mikoplazma, Klamidya ve Neisseria Gonore
gibi mikroorganizmalarin infertilite ile iligkili olabile-
cegi ve bakteriyel vajinozis gibi hastaliklara sebep
olarak mikrobiyotada degisiklikler Uzerinden infertili-
teye yol acabilecegi diisiiniilmektedir.® Vajinal flora-
nin bilyiik cogunlugunu laktobasil tiirleri olugturmak-
tadir ve laktobasiller gebeligin olusabilmesi i¢in uy-
gun ortamin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir-
lar.” Laktobasillerin bu uygun ortamu laktik asit iireti-
mi ve hidrojen peroksit geri doniigiimiinii saglayarak
yaptig1 bilinmektedir.? Tiip bebek tedavisi alan hasta-
larin %17.7’inin treme organlarinda anormal mikro-
biyom oldugu gosterilmistir ve giiniimiizde bu anor-
malligi gosterebilmek igin vajinal mikrobiyom gen
haritas1 iizerinde calismalar yapilmaktadir.’ Biz de
calismamizda taze embriyo transferi yapilacak olan
infertil hastalarda luteal faz sirasinda vajinal laktobasil
kullantminin embriyo implantasyonuna etkisini arag-
tirmay1 hedefledik.

Gerecg ve YOntem

Bu prospektif calisma Bursa Uludag Universitesi
Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali Tiip
Bebek Merkezi’nde yapildi. Caligma igin etik kurul
onay1 Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2019-11/24 nu-
marali karar ile alindi. Caligmaya 40 yas altinda olan,
herhangi sistemik hastalig1 olmayan, 6ncesinde pelvik
enfeksiyon 6ykisl olmayan, son 1 ay icerisinde anti-
biyotik kullanimi olmayan ve 5.giinde taze — tek emb-
riyo transferi uygulanan infertil hastalar dahil edildi.
Tim hastalardan onam alindi. Hastalar tiip bebek
merkezi hemsiresi tarafindan demografik dzelliklerine
bakilmaksizin randomize edilerek ¢alisma ve kontrol
grubuna dahil edildi. Hastalarin menstrual dongiileri-
nin 3. giinlinde yapilan trans vajinal ultrasonografi ile
antral folikiil sayimlar1 yapilip, bazal hormonal deger-
lendirmeleri ile birlikte giinliik gonadotropin dozlari
hesaplanarak kontrollli ovaryan hiperstimulasyona
(KOH) baslandi. KOH protokolii olarak siklikla anta-
gonist ve daha az oranla mikrodoz agonist protokol
secilmis olup stimulasyon sentetik folikiil uyarici
hormon (FSH) ya da insan menopozal gonadotropin
(HMQG) ile giinliik enjeksiyonlar ile saglandi. Hastalar
aralikli takipler ile trans vajinal ultrasonografi ile
degerlendirilerek onde gelen folikiil boyutu 14 mm
oldugu zaman giinlilkk antagonist (Certrorelix, 0,25
mg) enjeksiyonlara baslandi ve en az 3 folikiil 17 -
18 mm ve lizerinde ¢iktiginda ise yumurta toplama
(OPU) islemi planlandi. OPU isleminin 34-36 saat
oncesinde ovulasyonu saglamak amaci ile 250 mcg
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koriogonadotropin alfa enjeksiyonu yapildi. Hastalara
OPU islemi genel anestezi altinda steril ortamda, 17
gauge tek liimenli igne ile trans vajinal ultrason esli-
ginde yapildi. Calisma siiresince OPU uygulanan ve
taze embriyo transferi planlanan tum hastalara OPU
sonrasinda daha Onceden recete edilmis olan ve her
tabletinde 100 milyon canli laktobasil igeren 4 tablet
(GYNOFLOR vajinal tablet, Abdi Ibrahim ilag, Istan-
bul Turkiye) vajina igerisine yerlestirildi. Kontrol
grubunda yer alan hastalara herhangi bir ila¢ uygu-
lanmadi. Ve her hastaya OPU isleminde antibiyotik
proflaksisi agisindan 1x3 azitromisin 500 mg tablet
oral yoldan verildi. OPU sonrast toplanan oositler
embriyoloji takibinde degerlendirildi. Maturasyonunu
tamamlamig olan oositlere, hastanin esinden alinan
semen Orneginden izole edilmis spermler ile intrasi-
toplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) islemi uygulana-
rak fertilizasyon saglandi. Olusan embriyolar embri-
yoloji ekibi tarafindan 2.giin, 3. Giin ve 5. Giin gozle-
nerek, pronukleus, klivaj ve blastokist asamalar1 de-
gerlendirildi ve var olan en iyi kalite blastokist trans-
fer icin hazirlandi. Dorsolitotomide steril ortamda,
trans abdominal ultrason esliginde hastalara embriyo
transferi uygulandi. Transfer sonrasi hastalar mobilize
edildi. Luteal faz destegi olarak hastalara giinliik iki
dozda 90 mg vajinal progesteron uygulandi.

Embriyo transferi yapilmayan hastalar analize dahil
edilmedi. Kontrol grubundaki hastalar icin de tip
bebek prosediirleri ¢aligma grubundaki hastalar ile
tamamen ayntydi. Caligmanin birincil sonucu olarak,
embriyo implantasyonu ele alindi. implantasyon intra-
uterin gestasyonel kesenin gézlenmesi seklinde tanim-
land1.

Biyoistatistiksel Analiz

Tim degiskenlerin dagilimi histogramlar yapilarak
gorsel olarak degerlendirildi. Siirekli degiskenlerden
normal dagilhim gosterenler ortalama ve standart sap-
ma ile normal dagilim gostermeyenler medyan ve 25.
— 75. geyrek degerleriyle tanimlandi. Kategorik degis-
kenler oransal olarak tanimlandi. Gruplar arasindaki
kargilagtirmalarda siirekli degigskenler icin dagilim
ozelliklerine gore bagimsiz ornekler icin t — test (nor-
mal dagilim) veya Mann Whitney U test (normal dagi-
lim olmayanlar) yapildi. Kategorik degiskenler i¢in ki-
kare testi ve tiirevleri uygulandi. Cift yonli p degeri
<0.05 oldugunda gruplar arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calisma grubunda 88, kontrol grubunda 88 olmak
iizere toplam 176 hasta calismaya dahil edildi. Yas ve
viicut kitle indeksi (VKI) her iki grupta benzerdi (Si-
rastyla; Yas 32.7 + 4.6 ve 32.7 + 4.6 p:0.98, VKI 26.2
+4.9 ve 24.1 + 4.7 p:0.06). 3.gln serum FSH diizeyle-
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ri, 3.gln serum estradiol dizeyleri, anti-milleryen
hormon (AMH) diizeyleri ve antral folikiil sayimlar1
(AFS) her iki grupta benzer olarak sonuglandi (Sira-
styla; FSH 4.5 (3.2-6.2) ve 5.3 (3.7-6.5) p:0.06, Estra-
diol 52(33-82) ve 47 (32-67) p:0.17, AMH 1.3 (0.76-
2.4) ve 1.7 ((0.88-2.7) p:0.76, AFS 8 (6-13) ve 10 (6-
13) p:0.78) Her iki grubun infertilite etiyolojisi ben-
zerdi, iki grupta da yaklasik 3 te 1 oraninda diisiik
yumurtalik rezervi nedeniyle tiip bebek tedavisi uygu-
lanmist1. (Tablo-1) iki grupta da KOH protokolii ola-
rak benzer sekilde cogunlukla antagonist protokol
(%66 ve %73 p:0.7) uygulanmistt. Giinliik gonadotro-
pin ihtiyact her iki grupta da benzerdi (315 IU + 58 ve
307 IU + 68, p:0.44). Embriyoloji parametreleri; top-
lanan oosit sayisi, metafaz-2 (M2) oosit sayisi, 2 Pro-
nukleus (2PN) sayis1 her iki grupta benzer olarak
sonuclandi. (Tablo-l) Calismanin birincil sonucu her
iki grup arasindaki implantasyon oranlar1 kargilastiril-
diginda ¢aligma grubunda %38,6 kontrol grubun-
da %32,9 olmak tizere sonuglar arasinda ¢aligma gru-
bunda oranlar daha yiiksek olmasma ragmen anlamli
istatistiksel fark gozlenmedi (p:0.43). (Tablo-I)

Tablo I. Demografik Veri ve Gebelik Sonuglari

Galisma Grubu Kontrol Grubu p
Yas* 32.72+4.6 32.7+46 0.98
Viicut Kitle indeksi* 26.2+49 241+47 0.06
FSH (IUIL) 45(3.2-6.2) 5.3(3.7-6.5) 0.06
Estradiol (pg/ml) 52 (33-82) 47 (32-67) 0.17
AMH (ng/ml) 1.3(0.76-2.4) 1.7 ((0.88-2.7) 0.76
AFS 8 (6-13) 10 (6-13) 0.78
Etiyoloji
Diisik Over Rezer- %45 %d 4 0.78
¥ %34,1 %36,8
Erkek Faktorl Zﬁiég 0/2/51148
Erkek & Kadin '
Stimulasyon %66,3 Antagonist | %73,2 Antagonist
Protokolu %33,7 Mikrodoz | %26,8 Mikrodoz 071
Guinlik Gonadotro-
pin Dozu (Uni- 315+58 307 + 68 0.44
te/giin) *
NCG gund Estradiol| 1520 (13.2176) | 1599 (816-2085) | 0.67
(pg/ml)
Oosit 8 (5-11) 8 (5-13) 0.7
M2 7 (4-9) 5(3-9) 0.3
2PN 4 (2-5) 3(2-6) 0.8
implantasyon Orani| 38.6% (34/88) 32.9 (29/88) 0.43

* igaretli parametreler standart sapmalari ile birlikte ortala-

ma degerlerdir.

(FSH: Folikul Stimulan Hormon, AMH: Anti-Mulleryen

Hormon, AFS: Antral folikiill Sayisi, M2: metafaz2,
2PN: 2 pronukleus)

Tartigma ve Sonug

Calismamizda sonug olarak, tiip bebek tedavisi uygu-
lanan infertil hastalarda luteal fazda vajinal laktobasil
desteginin, laktobasil kullanilmayan grupla karsilasti-
rildiginda implantasyon basarisina etki etmedigi g6z-
lendi.

Laktobasil kullannmindaki ama¢ bozulmus olabilecek
vajinal mikrobiyomun embriyo transferi dncesi nor-
mal florasim1 olusturmakti. Bozulmus flora klinik
pratikte karsimiza siklikla bakteriyel vajinozis olarak
¢ikmaktadir. Bakteriyel vajinozis (BV) lireme ¢agin-
daki kadinlarda en sik gdzlenen vajinal enfeksiyon
tablosudur ve vajinada var olan laktobasil hakimiyeti-
nin kaybolmasi ve Gardnerella Vaginalis artmig kolo-
nizasyonu ile olusmaktadir. BV’in infertilite, erken
dogum, endometrit ve pelvik enflamatuar hastalik gibi
olumsuz sonuglara yol actigi yapilan caligmalarda
gijsterilmistir.lo’11 Kyono ve arkadaglarinin ¢aligma-
sinda, ICSI tedavisi uygulanan hastalarin embriyo
kateterlerinde yapilan 16s rDNA gen analizi sonugla-
ria gore, %48.9 hastada laktobasil hakimiyeti kay-
bolmus ve gebelik oranlarinin saglikli gruba gore daha
diisiik oldugu raporlanmustir.® Ancak bu bozuk mik-
robiyomun duzeltilmesi ve gebelik sonuglari ile iligki-
si oldukea sinirh ¢alismada irdelenmistir. BV disinda,
infertil hastalarda vajinal ve uterin mikrobiyomu bo-
zan diger bir faktor de KOH sirasinda olusan suprafiz-
yolojik hormon seviyeleridir.* KOH sikluslarinda
suprafizyolojik gonadotropin dizeylerinin etkisi ve
prematire luteoliz nedeni ile endojen &strojen ve pro-
gesteron iiretimi azalmaktadir. Bu sebeple basarilt
implantasyon ve gebeligin devami i¢in KOH sikluslar1
progesteron destegi ile devam ettirilmelidir. Progeste-
ron varligimin endometriyum iizerinde desidiizalizas-
yonun diizenlenmesi, reseptivitenin ve molekiiler
degisikliklerin ayarlanmasi gibi etkileri mevcuttur.

Ancak her ne kadar luteal fazda progesteron destegi
saglansa da KOH sikluslarinda suprafizyolojik hor-
mon seviyelerine bagl olarak iireme sisteminde mik-
robiyom etkilenmektedir. Bu sebeple belki de taze
embriyo transferi yerine daha fizyolojik bir ortamda
transfere olanak saglayan donmus embriyo transferi
tercihi konusu tartigilmalidir. Biz ¢alismamizda taze
embriyo transferlerinde luteal faz desteginde laktoba-
sil kullanimint arastirdik ancak donmug embriyo trans-
ferlerinde laktobasil kullanimmin implantasyona etki-
sini arastirmak mikrobiyotada suprafizyolojik hormo-
nal etkiyi diglamis olacaktir.

Vajinanin tersine uterin kavite yakin zamana kadar
steril bir ortam olarak bilinmekteydi, ancak histerek-
tomi spesmenlerinde yapilan incelemelerde endomet-
riyumunda bir mikrobiyotaya sahip oldugu gosteril-
di.™ Implantasyon iizerine mikrobiyom etkisini arasti-
ran bir ¢alismada infertil kadinlarin endometriyal sivi
orneklerinde incelemeler yapilmis ve laktobasil yo-
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gunlukta (>%90) ve laktobasil az yogunlukta olan
gruplar olarak ikiye ayrilmig ve laktobasil hakimiyeti-
nin daha az oldugu grupta implantasyon, gebelik oran-
lar1 ve devam eden gebelik oranlarinda azalma oldugu
gézlenmistir.15 Biz de ¢alismamizda bu sonugtan yola
cikarak, luteal fazda laktobasil destegi ile implantas-
yon oranlarinda olumlu sonuglar almayr hedefledik.
Ancak sonuglar1 degerlendirdigimizde luteal fazda
vajinal yolla laktobasil desteginin implantasyon oran-
larina etki etmedigini gdzlemledik.

Literatirde OPU guni proflaktik antibiyotik kullani-
minin mikrobiyom {izerinde olumsuz etkileri olabile-
cegine dair yorumlar olsa da yapilan caligmalarda
kullanilan proflaktik antibiyotigin laktobasil hakimi-
yetini azaltmadigi gézlemlenmistir. Yapilan bir ¢alig-
mada doksisiklin bir bagka ¢alismada ise metronidazol
icin laktobasil seviyeleri irdelenmis ve antibiyotik
kullanim1 sonrasi embriyo kateterinde virulan bakteri
miktarinin azaldig1 ve laktobasil hakimiyetinin degis-
medigi ve hatta gebelik oranlarini olumlu etkiledigi
g('jzlenmistir.le‘17 Biz de caligmamizda OPU giini
proflaktik olarak hem ¢aligma hem de kontrol grubun-
da azitromisin-1x3 tablet antibiyoterapi uyguladik.

Calismamiz her ne kadar prospektif bir ¢alisma olsa
da baz1 smirhiliklart mevcuttu. ilk olarak galisma ve
kontrol grubunda embriyo transfer giini vajinal mik-
robiyomlarin degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi
mevcut degildi. Bu degerlendirme sayesinde laktobasil
kullaniminin ¢alisma grubunda etkilerini daha objektif
olarak gozlemleyebilirdik. Ikinci olarak literatiirde
vajinal floray1 diizenlemesi amacryla ne kadar dozda
laktobasil kullanilacagina yonelik bir fikir birligi sag-
lanamamustir. Biz c¢alismamizda 1x4 tablet olarak
vajinal laktobasil destegi uyguladik. Son olarak or-
neklem hacmi galismanin giiclinii azaltmaktadir.

Sonug olarak giiniimiizde artik endometriyal mikrobi-
yota varligi kabul edilmis olup, infertilitede, tekrarla-
yan implantasyon basarisizliklarinda vajinal ve endo-
metriyal mikrobiyomun roltinun oldukga biyik oldu-
gu bilinmektedir. Caligmalar endometriyal mikrobiyo-
tanin implantasyona en uygun sekliyle hazirlanmasi
yoniinde olmalidir. Biz de ¢alismamizda implantasyo-
na olumlu katki saglayabilecek olan luteal laktobasil
destegini inceledik ancak, implantasyon oranlar1 her
ne kadar kontrol grubuna gore yiksek olsa da istatis-
tiksel anlamliliga ulasamadi. Hipotezimiz 6rneklem
hacmi daha biiylik olan bagka ¢aligmalar ile anlaml
sonuca ulagabilir ve es zamanli endometriyal mikrobi-
yomun 16s rDNA analizinin yapilmas: bu sonuclari
daha da anlamli kilabilir.
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