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Trikomoniyazin glincel tedavisinde 5-nitroimidazol tirevleri kullaniimaktadir. Metronidazol,
glvenilir, ucuz ve anaerobik mikroorganizmalara ve protozoonlara karsi ¢ok etkili olmasina ragmen,
T.vaginalis suslarinin metronidazole karsi gelistirdigi direng, giderek artan bir sorun haline gelmektedir.
Nitroimidazoller, azomisin (2-nitroimidazol) kimyasal yapisina sahip bilesikler olup, Streptomyces susundan
elde edilmektedir. Proton pompa inhibitorlerinin yapisindaki benzimidazol ise, antiprotozoal aktiviteye
sahip diger bilesiklerde de bulunan ortak bir yapidir. Bu calismada, T.vaginalis'in metronidazol, ornidazol
ve benzer kimyasal yapilara sahip yeni antiprotozoal ilaclar olarak denenen proton pompa inhibitorleri
pantoprazol ve esomeprazole karsi in vitro duyarlih@n arastinlmistir. Bu amacla, laboratuvarimizda
onceden izole edilen ve kriyoprezervasyon yapilarak saklanan klinik bir T.vaginalis susu kullaniimis ve
ilaclarin bu susa karsi minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ve minimum letal konsantrasyon (MLK)
degerleri, in vitro olarak 24 kuyucuklu hiicre kiiltiiri plaklarinda diliisyon yoéntemiyle belirlenmistir. Her
bir kuyucugunda triptikaz maya 6ziitli maltoz besiyeri, at serumu ve antibiyotik (penisilin + streptomisin)

iletisim (Correspondence): Uzm. Dr. Aysegiil Aksoy Gékmen, Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, 35100, Karabaglar, Izmir, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 232 244 4444,
E-posta (E-mail): aaksoygokmen@hotmail.com




Trichomonas vaginalis’in Metronidazol, Ornidazol ve Proton Pompa
inhibitérleri Pantoprazol ve Esomeprazole Karsi in Vitro Duyarlilig

iceren plaklara, metronidazol, ornidazol, pantoprazol ve esomeprazol sollisyonlari 800, 400, 200, 100, 50
ve 25 pg/ml ikiser kuyucuk olacak sekilde ilave edilmis, daha sonra her kuyucuga 1 ml 5x103 T.vaginalis
trofozoitleri eklenmistir. Plaklar 37°C’de inklbe edilmis ve 24, 48 ve 72. saatlerde sayma kamarasinda
T.vaginalis trofozoitlerinin canliigi ve hareketliligi agisindan 151k mikroskobunda degerlendirilmistir. MiK
ve MLK degerleri 72. saatte metronidazol/ornidazol icin sirasiyla 50 pg/ml ve 100 pug/ml; pantoprazol
icin sirastyla 200 pg/ml ve 400 pg/ml; esomeprazol icin ise sirasiyla 400 ug/ml ve 800 ug/ml olarak
saptanmistir. Sonug olarak, kullandigimiz T.vaginalis susunun metronidazol ve ornidazole duyarl
oldugu, bununla birlikte pantoprazol ve esomeprazoliin de parazite etkili olan alternatif ilaclar olarak
kullanilabilecegi kanisina varilmistir. Ancak proton pompa inhibitorlerinin antiprotozoal etkileri hakkinda
daha ileri in vitro ve klinik calismalarin yapilmasi gerektigi aciktir. Arastirmamiz, ulasilabildigi kadariyla
literatlirde esomeprazoliin in vitro olarak T.vaginalis Gizerine etkisinin arastirildigr ilk calismadir.

Anahtar sézciikler: Trichomonas vaginalis; duyarlilik; metronidazol; ornidazol; proton pompa inhibitérleri;
pantoprazol; esomeprazol.

ABSTRACT

The current treatment of trichomoniasis is based on the use of 5-nitroimidazole derivatives. Although
metronidazole is reliable, inexpensive and highly effective against anaerobic microorganisms and
protozoa, the development of metronidazole-resistant T.vaginalis strains pose to an increasing problem.
Nitroimidazoles are compounds having azomycin (2-nitroimidazole) chemical structure and are obtained
from Streptomyces strains. Benzimidazole, which is found in the structure of proton pump inhibitors, is also
present in the other components that have antiprotozoal activity. In this study, the in vitro susceptibility
of T.vaginalis against metronidazole, ornidazole, and the proton pump inhibitors which are tested recently
as antiprotozoal agents; pantoprazole and esomeprazole was investigated. For this purpose a clinical
T.vaginalis strain which was formerly isolated and stored after cryopreservation process in our laboratory
was used. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum lethal concentration (MLC) values of
those agents against to this strain were determined in vitro by dilution method in 24-well cell culture
plates. Trypticase yeast extract maltose medium, horse serum and antibiotic (penicillin + streptomycin)
were distributed to each well of cell culture plates and after metronidazole, ornidazole, pantoprazole
and esomeprazole solutions were added to two wells for each as 800, 400, 200, 100, 50 and 25 pg/ml,
followed by the addition of 1T ml 5x103 T.vaginalis trophozoites into each well. Plates were incubated at
37°C, and viability and motility of the trophozoites were evaluated under light microscope at 24, 48 and
72 hours after incubation. MIC and MLC values of metronidazole/ornidazole in the 72" hour were found
as 50 pg/ml and 100 ug/ml, respectively. MIC and MLC values for pantoprazole in the 721" hour were
200 pg/ml and 400 pug/ml, while the values for esomeprazole were 400 ug/ml ve 800 ug/ml, respectively.
As a result, T.vaginalis strain used in the study was susceptible to metronidazole and ornidazole, besides,
it was considered that pantoprazole and esomeprazole were also effective to the parasite and could
be used as alternative drugs. However, further in vitro and clinical studies are clearly needed on the
antiprotozoal effects of proton pump inhibitors. To our knowledge, this study was the first in literature,
which esomeprazole’s susceptibility on T.vaginalis was investigated in vitro.

Keywords: Trichomonas vaginalis; susceptibility; metronidazole; ornidazole; proton pump inhibitors; pan-
toprazole; esomeprazole.

GiRis

Trikomoniyaz, kamcili bir protozoon olan Trichomonas vaginalis'in cinsel yolla bulas-
masiyla Urogenital sistemi tutmasi sonucu gelisen ve diinyada 250 milyona yakin insa-
ni etkileyen 6nemli bir paraziter enfeksiyondur'2. T.vaginalis ile enfekte olan kadinlarin
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%10-50'sinde enfeksiyon asemptomatik seyreder® Trichomonas tasiyicihginin goériildiigii
ve semptomatik olgularda ise cogunlukla vajinal akinti, vulvovajinal agr ve diziirinin
goriilebilecedi bildirilmektedir'. Erkeklerin de trikomoniyaz yéniinden genellikle asemp-
tomatik tastyici olduklari bildirilmektedir®.

Trikomoniyazin glincel tedavisinde 5-nitroimidazol turevleri kullaniimaktadir. Met-
ronidazol, ucuz, givenilir ve anaerobik mikroorganizmalara ve protozoonlara karsi cok
etkili olmasina ragmen, bazi T.vaginalis suslarinin metronidazole karsi diren¢ kazandigi
1962'den beri gésterilmistir®. Bugiine kadar metronidazole direngli yaklagik 100 fark-
Ii T.vaginalis susu bildirilmistir®’. Nitroimidazoller azomisin (2-nitroimidazol) kimyasal
yapisina sahip bilesikler olup, Streptomyces susundan elde edilmektedir. Proton pompa
inhibitorlerinin yapisindaki benzimidazol, antiprotozoal aktiviteye sahip diger bilesikler-
de de bulunan ortak bir yapidir. Molekuler diizeyde yapilan calismalarla, benzimidazol
cekirdeginin 2, 5 ve 6. pozisyonlarindaki gruplarin antiprotozoal aktivitide énemli rol
oynadigi gésterilmistir®. Bu calismada, T.vaginalis izolatlarinin metronidazol, ornidazol ve
benzer kimyasal yapilara sahip yeni antiprotozoal ilaclar olarak denenen proton pompa
inhibitorleri pantoprazol ve esomeprazole karsi in vitro duyarhhginin arastirlmasi amag-
lanmugstir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvarinda én-
ceden sivi azot icinde kriyoprezervasyon yapilarak saklanan bir klinik T.vaginalis susunun,
triptikaz maya 6zutl maltoz (trypticase yeast extract maltose; TYM) besiyerlerine ekimle-
ri yapildi. Parazitin, 48-72 saatte bir TYM besiyerine pasajlanmasiyla canliigi strduraldi
ve 108/ml yogunlugunda tek tip T.vaginalis siispansiyonlari elde edildi.

TYM besiyeri; 0.5 mg L-sistein HCI, 0.1 g askorbik asit, 0.4 g K,HPO,, 0.4 g KH,PO,,
10 g triptikaz, 2.5 g maltoz ve 10 g maya 6zutiiniin 300 ml distile su icinde eritilmesiyle
hazirlandi. Karigimdan 90 ml alinarak icine 0.25 g bakto-agar eklendi ve pH 6'ya ayar-
landi. Sonrasinda 120°C’de 10 dakika sterilize edilen besiyeri, ekim amaciyla kuyucuklara
1.6 ml olacak sekilde dagitildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de bekletilen her besiyeri ice-
ren kuyucuga, kullanim 6ncesi 100 1U/ml streptomisin, 100 IU/ml penisilin ve toplam
hacim 2 ml olacak sekilde at serumu eklendi. T.vaginalis susu; TYM, antibiyotik (penisilin
+ streptomisin) ve at serumu iceren besiyerinde bes kez pasaj yapildiktan sonra, pasaj
antibiyotiksiz besiyerinde ¢ kez strdarilda.

Saf kdlturler elde edildikten sonra metronidazol, ornidazol, pantoprazol ve esomep-
razoliin T.vaginalis’e karsi minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) ve minimum letal
konsantrasyon (MLK) degerleri, in vitro olarak 24 kuyucuklu hticre kultirt plaklarinda
dillisyon yontemiyle arastirildi. Her kuyucuga 2 ml besiyeri (TYM + streptomisin + peni-
silin + at serumu) eklendi. Hiicre kiltlrt plaklarina metronidazol, ornidazol, pantoprazol
ve esomeprazol sollsyonlari 800, 400, 200, 100, 50 ve 25 pg/ml ikiser kuyucuk olacak
sekilde ilave edildi; daha sonra her kuyucuga 1 ml hacminde, sayma kamarasinda sayisi
5x103/ml olan T.vaginalis trofozoitleri eklendi. Plaklar 37°C’de 72 saat inkiibe edildi.
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Ureme kontrolii icin, test edilen dort ilaci da icermeyen, T.vaginalis eklenmis iki ku-
yucuk hazirlandi. Kontaminasyon kontroli icin ise ilaglarin ve T.vaginalis'in eklenmedigi
iki kuyucuk caligildi. Plaklar 37°C’de inkiibe edilerek, 24, 48 ve 72. saatlerde sayma ka-
marasinda T.vaginalis trofozoitlerinin canlihgi ve hareketliligi acisindan 400x buyitme ile
1stk mikroskobunda degerlendirildi. MiK degeri, T.vaginalis trofozoitlerinde hareketliligin
gozlenmedigi en son kuyucuktaki diliisyon olarak kabul edildi. MLK degeri ise, hareketsiz
parazitlerin bulundugu kuyucuklardan alinan trofozoitlerin canli olmadiklarini kanitlamak
icin yeni besiyeri kuyucuguna ekilip, 24, 48 ve 72. saatlerde Greme kontroll yapilarak
tanimlandi.

BULGULAR

in vitro duyarlilik testinde, 24. saatteki ilk degerlendirmede metronidazol ve ornidazol
eklenen tiim kuyucuklarda hareketli T.vaginalis trofozoitlerinin oldugu saptanmistir. Ku-
yucuklardaki hareketli trofozoit sayisinin, azalan ila¢ diliisyonlarina paralel olarak arttig
g6zlenmistir. 48. saatte hareketli trofozoitler en son 50 pg/ml olan kuyucukta gézlenme-
mis, ancak hiicre butlnliginin saglam oldugu ve heniiz lizisin olusmadigi saptanmis-
tir. Dilisyonun 25 pg/ml oldugu son kuyucukta, 48. saatte hareketli trofozoitlerin hala
mevcut oldugu gozlenmistir. 72. saatte ise dilisyonun 50 pg/ml oldugu kuyucukta hiicre
bitinliginidn bozuldugu ve lizisin olustugu belirlenmistir (Tablo I). Buna gore 72. saat
sonunda metronidazol ve ornidazol icin MiK 50 pg/ml, MLK 100 ug/ml olarak degerlen-
dirilmistir. Saptanan MLK degerlerine gore T.vaginalis susu metronidazol ve ornidazole
duyarli bulunmustur.

Pantoprazol ve esomeprazol icin ilk 24 saatlik degerlendirmede, tim ila¢ konsantras-
yonlarinda hareketli trofozoitlerin oldugu gorilmustir. Trofozoit sayisinin, ila¢ konsant-
rasyonlari azaldikca arttigi gozlenmistir. 48. saatte pantoprazol icin 200 pg/ml ve daha

Tablo 1. T.vaginalis'in, Test Edilen ilag Diliisyonlarinda Farkh Siirelerdeki Hareket ve Lizis Durumu

Metronidazol Ornidazol Pantoprazol Esomeprazol
(saat) (saat) (saat) (saat)
Diliisyon 24. 48. 72. 24, 48. 72. 24. 48. 72. 24. 48. 72.
800 pg/ml Hareket + - - + - - + - - + -
Lizis - - + - - + - - + - - +
400 pg/ml  Hareket + - - + - - + - - + -
Lizis - - + - - + - - + - -
200 pg/ml  Hareket + - - + - - + - - + +
Lizis - - + - - + - - + - -
100 pg/ml  Hareket + - - + - - + + + + + +
Lizis - - + - - + - - _ _ _
50 pg/ml  Hareket + - - + N - + + + + + +
Lizis - - + - - + - - - - -
25 ug/ml  Hareket + + + + + + + + + + + +

Lizis - - - - - - - - -

(+) hareket: hareketli; (-) hareket: hareketsiz; (+) lizis: lizis var; (-) lizis: lizis yok.
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Ust konsantrasyonlarda, esomeprazol icin 400 pg/ml ve daha lst konsantrasyonlarda
400x buyitme ile 151k mikroskobunda hareketli trofozoitler saptanmamis, hiicre yapi-
larinin diizgiin oldugu ve lizisin olmadigr gorilmustir. Daha dusik ilag konsantrasyon-
larinda T.vaginalis trofozoitlerinin hareketli oldugu gézlenmistir. 72. saat sonunda pan-
toprazol icin dilisyonun en son 200 pug/ml, esomeprazol icin 400 ug/ml oldugu, hiicre
bitinligindn bozuldugu ve lizisin olustugu izlenmistir (Tablo I). Buna gore 72. saatte
pantoprazol icin MiK 200 pg/ml ve MLK 400 pg/ml, esomeprazol icin MiK 400 pg/ml ve
MLK 800 ug/ml olarak degerlendirilmistir.

TARTISMA

T.vaginalis anerobik bir protozoon olup ATP iiretimi hidrogenozomlarda gerceklesir®.
Pirtivat, pirtivat ferrodoksin oksidorediiktaz (PFOR) enzimiyle Asetil-CoA’ya ylkseltgenir.
Bu esnada elektronlar, ferrodoksin olarak bilinen Fe-S proteini adi verilen tasiyici tarafin-
dan yakalanir. indijrgenmi§ tastyici, elektronlari (Fd _,) molekdler hidrojeni (H,) meydana
getirmek izere H* lara verir ve yeniden ytiikseltgenir. Molekdler hidrojen tretimi, elektron
alicillar ve 5-nitroimidazollerle inhibe edilir. Nitroimidazoller, hidrojen uretimini inhibe
eden antitrikomonal ilaclardir ve bunlar arasinda en sik metronidazol kullaniimaktadir'®.
Anaerop kosullarda nitro grubunun indirgenmesiyle aktif forma gecen metronidazol,
T.vaginalis DNA'sina baglanarak, baz dizilerini, dolayisiyla cift sarmal yapiy1 bozar, DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu engeller®'°.

Metronidazole direncli T.vaginalis suslarinin ortaya ¢ikmasi, tedavi basarisizligina, per-
sistans ve tekrarlamalara neden olmaktadir''"'*. Metronidazole direng, siklikla indirgeme
islevi goren nitrorediiktaz enzim aktivitesinin azalmasi veya hticre icine antibiyotik girisi-
nin engellenmesiyle ortaya ¢ikmakta ve bu iki mekanizmanin beraber bulundugu ifade
edilmektedir'®'3, Antibiyotigin aktif pompa ile disari atilmasi veya DNA'nin hizla yeni-
lenmesinin de ila¢ direncinin gelismesine yol acabilecegi 6ne siiriilmektedir'"'3. Met-
ronidazole direncli suslarin gelismesi ve metronidazol ve ornidazollin gebelerdeki yan
etkilerinin fazla olmasi nedeniyle, 5-nitroimidazol turevleri disginda tedavide yeni ilaclara
gereksinim duyulmaktadir'#14,

T.vaginalis purin ve pirimidin halkalarinin yeniden sentezini yapamadigindan, niikle-
ozidleri konak hiicreden saglamak zorundadir ve sonrasinda niikleobazlar elde etmek
icin yeniden kazanilma yolu (salvage pathway) enzimlerini kullanir'>. Niikleozidlerin me-
tabolize edilebilmesi, bu enzimlerin aktivitesine baglidir. Bu nedenle yeniden kazaniima
yolu enzimleri olan uridin niikleozid ribohidrolaz (UNH), tedavide kullanilan ilaglar icin
potansiyel hedef olabilir. Proton pompa inhibitorlerinin yapisindaki benzimidazol, antip-
rotozoal aktiviteye sahip diger bilesiklerde de bulunan ortak bir yapidir'>.

Bu calismada, dort farkli ilacin aksenik ortamda aerobik kosullarda kiiltlirde Uretilen
T.vaginalis Gizerindeki in vitro MiK ve MLK degerleri arastiriimistir. MiK ve MLK degerleri-
ne bakildiginda, metronidazol ve ornidazoliin MIK 50 ug/ml, MLK 100 ug/ml degerinde,
proton pompa inhibitorlerinden ise pantaprozolin MIK 200 ug/ml, MLK 400 pg/ml,
esomeprazolun MIK 400 pg/ml, MLK 800 pg/ml degerinde etkili oldugu saptanmustir
(Tablo 1). Yapilan bir caismada, 178 T.vaginalis susundan 11‘inde metronidazole karsi
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cok distik diizey (50 pg/ml), ticiinde distk diizey (100 pg/ml), ikisinde orta diizey (200
ug/ml) ve birinde yiiksek diizey (> 200 pg/ml) direng saptanmustir'®. Krashin ve arkadas-
lan'” da, 42 T.vaginalis susundan ikisini direncli (MLK > 50 ug/ml), {iciinii sinir degerde
direncli (MLK= 50 ug/ml) olarak bulmuslardir. izmir’de bir (iniversite hastanesinde ya-
pilan calismada, tek susta 24 saatte MLK degeri metronidazol icin 50 ug/ml, ornidazol
icin ise < 50 ug/ml olarak bildirilmistir’”. Miiller ve arkadaslar'® 199 T.vaginalis susunda
metronidazol icin MLK > 100 ug/ml olan suslari, Meri ve arkadaslari® ornidazol icin > 200
pg/ml olan suslari direncli kabul etmislerdir. Calismamizda saptadigimiz MLK degerlerine
gére, kullandigimiz T.vaginalis susu metronidazol ve ornidazole duyarl kabul edilmistir'®.

Proton pompa inhibitérleri (PPi) olan omeprazol, lansoprazol, rabeprazol ve pantop-
razoliin in vitro olarak T.vaginalis’e karsi antiprotozoal aktiviteye sahip oldugu saptanmis,
ozellikle rabeprazol ve pantoprazoliin in vitro nanomolar duizeyinde IC, ) degerleri (mak-
simum inhibisyonun %50’sini olusturan ila¢ konsantrasyonu) ile metronidazolden daha
iyi antiprotozoal oldugu bildiriimistir®. Yapilan baska bir calismada, ABD’de “Drug Col-
lection Library”den elde edilen 1040 bilesik test edildiginde, omeprazol ve rabeprazoliin
T.vaginalis'in Gremesini engellemede hafif ama yine de olclilebilecek kadar etkili oldugu
gosterilmistir'®. Bu calismalarda antiprotozoal etkinin mekanizmasi bilinmemekle birlik-
te, 2014 yilinda Shea ve arkadaslari'® tarafindan yapilan calismada olasi bir mekanizma-
dan bahsedilmistir. Bu arastiricilar, UNH aktivitesindeki azalmanin parazitin urasili elde
edebilmesini kisitlayacagini ve boylece gelisme ve cogalmasini engelleyecegini one sir-
mislerdir'>. Ulasilabildigi kadariyla, literatiirde PPi’'nin (omeprazol, lansoprazol, rabepra-
zol, pantoprazol) trikomoniyaz tedavisinde kullanimiyla ilgili iki yayin®'> bulunmaktadir.
Bulgularimiz, PPi'nin trikomoniyaz tedavisinde alternatif bir ilac olarak kullanilabilecegi
fikrini desteklemektedir. Bu nedenle bu gruptaki ilaclarin antiprotozoal etkileri hakkinda
ileri calismalarin yapilmasinin uygun olacagr distntlmustdr. Arastirmamiz, literatiirde
esomeprazoliin in vitro olarak T.vaginalis lizerine etkisinin arastirildigi ilk calismadir. Eso-
meprazoliin diger PPi gibi T.vaginalis {izerine antiprotozoal aktivitesinin oldugu, ancak
pantoprazole gére daha yiiksek MiK ve MLK degerlerine sahip oldugu saptanmustir.
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