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Trichomonas vaginalis, Grogenital yerlesimli, kamcili, anaerobik bir protozoon olup diinya genelinde
gorllen onemli bir vajinit etkenidir. Metronidazol, trikomoniyaz tedavisinde en sik tercih edilen
ilagc olmakla birlikte, bircok Ullkede metronidazole direncli izolatlarin varligi bildirilmis ve yeni tedavi
yaklasimlarina gereksinim oldugu vurgulanmistir. Ulkemizde farkli etken maddelerin T.vaginalis canliigina
etkisinin arastinldigi bircok calisma olmasina karsin, metronidazol direncinin tek bir izolatta arastirildigi
sadece bir calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismanin amaci, semptomatik trikomoniyazli kadin hastalardan
izole edilen suslarda in vitro metronidazol direncinin arastirlmasi ve duyarli izolatlarda minimum
éldiiriicii dozun (MLD) belirlenmesidir. Calisma kapsaminda; Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi,
Egitim ve Arastirma Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarina 2009-2014 yillari arasinda T.vaginalis tanisi igin
gonderilen semptomatik hastalarin vajinal akinti 6rneklerinden, %10 fetal dana serumlu triptikaz-maya-
maltoz besiyerinde cogalan izolatlar kullaniimistir. Bu sekilde elde edilen toplam 40 adet T.vaginalis izolati
kriyoprezervasyon yapilarak saklanmis ve calisma oncesinde canlandirilarak kullanilmistir.  T.vaginalis
trofozoitleri farkli konsantrasyonlarda (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml) metronidazol
ile hem aerobik hem de anaerobik kosullarda inkiibe edilerek canlliklari faz-kontrast mikroskobuyla
incelenmistir. Hareket g6zlenmeyen izolatlar daha sonra yeni besiyerine alinip canliliklari kontrol edilmistir.
Anaerobik kosullarda 15 pg/ml'nin Uzeri, aerobik kosullarda ise 75 pg/ml'nin Ulzeri metronidazol
konsantrasyonlarinda 48 saatlik inkiibasyon sonrasi canlilik gozlenenler direncli olarak kabul edilmistir.
Calismamizda degerlendirilen 40 T.vaginalis izolatindan Ugliniin (%7.5) metronidazole direncli oldugu
belirlenmistir. Metronidazole duyarli izolatlar icin MLD degerlerinin ortalamasi aerobik ve anaerobik
kosullarinda sirasiyla 27.17 pg/ml ve 7.75 pg/ml olarak saptanmistir. Caismamizda bulunan %7.5'lik
metronidazol direncinin, diger ulkelerde bildirilenlerin bir cogundan daha ylksek oldugu gorilmustdr.
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Bu calisma, sadece Aydin ilindeki hastalardan elde edilen izolatlarla sinirli kalmasina karsin, tlkemizde
metronidazole direncli T.vaginalis izolatlarin varhgini gostermesi bakimindan 6nem tagimaktadir.
Tirkiye'nin diger bolgelerinde gerceklestirilecek benzer calismalara ihtiyag duyulmakta olup, bu veriler
genel degerlendirmelerin yapilmasina ve tedavide yeni yaklasimlarin gelistiriimesine olanak saglayacaktir.
Ayrica trikomoniyazda, in vitro metronidazol direnci ve tedaviye klinik yanitin birlikte degerlendirildigi
arastirmalarin da gerekli oldugu distinilmektedir.

Anahtar sézciikler: Trichomonas vaginalis; metronidazol; direng; Tiirkiye.

ABSTRACT

Trichomonas vaginalis, a flagellated, urogenital anaerobic protozoon is reported as an important cause
of vaginitis with a global distribution. Although metronidazole is the primary choice of drug for the
treatment of trichomoniasis, the presence of resistant isolates from many different countries highlights
the need of novel drugs for the treatment. Many studies from Turkey mostly dealing with the in vitro
effects of compounds and natural products against T.vaginalis have been reported, however, only one
study has been encountered searching the metronidazole resistance in a single T.vaginalis isolate. The aim
of this study was to determine the in vitro metronidazole resistance and minimum lethal concentrations
(MLGs) of the isolates from symptomatic cases. T.vaginalis strains isolated from vaginal discharge samples
of symptomatic women that were sent to Adnan Menderes University Faculty of Medicine, Research and
Training Hospital Parasitology Laboratory, between 2009-2014 period, were included in the study. The
strains were isolated by the inoculation of samples into trypticase-yeast-maltose medium supplemented
with 10% fetal calf serum. A total of 40 T.vaginalis isolates stored by cryopreservation were revived before
the experiments. T.vaginalis trophozoites were incubated with different concentrations of metronidazole
(200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 pg/ml) and the viability of cells were examined in both aerobic
and anaerobic conditions under phase contrast microscope. Additionally, non-motile isolates were further
inoculated into fresh media and viability was checked. The wells containing motile trophozoites after 48
hours of incubation with 15 pg/ml and/or higher metronidazole concentration in anaerobic condition and
75 pg/ml and/or higher metronidazole concentration in aerobic conditions were determined as resistant
isolates. Of the 40 T.vaginalis isolates three (7.5%) were resistant to metronidazole. MLC mean values of
metronidazole-sensitive isolates were 27.17 pg/ml in aerobic and 7.75 pug/ml in anaerobic conditions.
The rate of metronidazole resistance detected in this study was higher than most of reports from different
countries. Despite being limited to the isolates from Aydin province (located at Agean region of Turkey),
the present study has a value as it presented the existence of metronidazole-resistant isolates in Turkey for
the first time. More research from other parts of Turkey is needed to better understand the metronidazole
resistance at a national scale and to investigate novel strategies for the treatment. Moreover, further
studies need to be carried out in order to clarify the relationship between clinical treatment response and
in vitro metronidazole resistance in trichomoniasis.

Keywords: Trichomonas vaginalis; metronidazole; resistance; Turkey.

GiRis

Trichomonas vaginalis‘in etken oldugu trikomoniyaz, diinya genelinde sik gorilen
cinsel yolla bulasan enfeksiyonlardan biridir. Her yil 276.4 milyon yeni olgunun ortaya
ciktigi tahmin edilmektedir'. Tiirkiye’de son yillarda yapilan calismalarda ise farkli ca-
hsma gruplarinda T.vaginalis goriilme sikhigi %0.3 ile %9 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir>>. Trikomoniyaz, genellikle asemptomatik seyretmekle birlikte enfekte kisi-
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lerde vajinit, Uretrit ve servisit gelisebilmektedir. Ayrica kadinlarda adneksler, endometri-
yum, skene ve bartolin bezlerini, erkeklerde epididim ve prostati da enfekte ederek ciddi
komplikasyonlara yol acabildigi ve sperm sayisini azaltabildigi bildiriimektedir®. Parazit,
gebelerde erken dogum ve diistik dogum agirlikli bebek ve insan immiin yetmezlik viru-
sunun (HIV) bulas riskinde artis ile de iliskilendirilmistir>. Trikomoniyaz tanisinda, uygu-
lama kolayhgi ve distuk maliyeti nedeniyle siklikla kullanilan yontem direkt mikroskobik
inceleme olmakla birlikte, boyama, kiiltir ve serolojik yontemler ile son yillarda giderek
artan oranda molekiiler ydntemler de tani amaclh olarak kullanilmaktadiré.

Trikomoniyaz tedavisinde onerilen ve siklikla kullanilan ilaclar 5-nitroimidazol bilesik-
leri olan metronidazol ve tinidazoldir. Metronidazol daha yaygin kullanilmakla birlikte,
tinidazoliin daha etkili oldugu ve daha iyi tolere edildigi bildiriimektedir’. Bu bilesiklerin
nitro gruplarinin rediiklenmesiyle olusan ara metabolitler ve serbest radikaller, DNA'ya
baglanarak hiicre élimiine yol agmaktadir®. Metronidazol plasentadan gecebildigi icin
ozellikle ilk trimesterde kullanilmamasi 6nerilmektedir; ayrica in vivo calismalarda muta-
jen ve karsinojen oldugu bildirilmistir®.

Metronidazole direcli olgularin varligi, bircok tilkede hem klinik hem de in vitro ¢alis-
malarla gésterilmistir'®. Direnc mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte hidroge-
nozom enzimlerinin regulasyonu ile ilgili oldugu dustinilmektedir. Ayrica, nitrorediiktaz
genlerinde belirlenen tek nokta mutasyonlari ile diren¢ arasinda iliski bulunmustur'’.
Metronidazol direnci olan hastalarin sadece %80’inde, daha uzun tedavi sliresi ve daha
yuksek doz ile klinik etki saglanmis; ayrica bu hastalarda yiiksek doza bagh yan etki ve
alerjik reaksiyon gozlenme olasiigr artmistir. Metronidazole direncli bu izolatlar icin al-
ternatif ilaclara ihtiyac oldugu belirtiimektedir'%'3. Yapilan literatir taramasinda, tek bir
T.vaginalis izolatinda metronidazol direncinin arastirildigi bir calisma'? diginda, (ilkemiz-
de bu konu ile ilgili bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu calismanin amaci, klinik 6rnek-
lerden izole edilen T.vaginalis suglarinda in vitro metronidazol direncinin arastirnlmasidir.

GEREC ve YONTEM
T.vaginalis izolatlari

Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanan (Protokol No: 2016/805) bu calismaya, 2009-2014 yillar
arasinda Adnan Menderes Universitesi Tip Fakdiltesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi Para-
zitoloji Laboratuvarina gonderilen, trikomoniyaz stipheli hastalara ait vajinal akinti 6rnek-
lerinden izole edilen T.vaginalis suslar dahil edildi. Parazitin izolasyonu, 6rneklerin %10
fetal dana serumlu (FBS) triptikaz-maya-maltoz (TYM) besiyerine ekilmesi ile yapildi. Elde
edilen T.vaginalis izolatlar kriyoprezervasyon yapilarak saklandi. Kriyoprezervasyon icin
%6 FBS ve %10 dimetisulfoksit (DMSO) iceren TYM besiyeri kullanildi. Kriyoprezervas-
yon ¢ozeltisine alinan izolatlar +4°C’de 15 dakika ve -20°C’de 2 saat tutulduktan sonra
-80°C’ye ve son olarak azot tankina konularak saklandi. Bu sekilde saklanan toplam 40
adet T.vaginalis izolati calisma yapilacagi zaman canlandirilarak kullanildi. in vitro ilag
denemelerinde parazit, agarsiz TYM besiyerinde ¢ogaltildi.
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In vitro ila¢ deneyleri

Metronidazol, etken madde olarak temin edildi ve son konsantrasyonlar 200, 100, 50,
25,12.5, 6.25,3.12, 1.56 ug/ml olacak sekilde TYM besiyeri ile sulandirildi. Coziicli ola-
rak %100 DMSO ve deneyler icin kapakli 96 cukurlu U tabanli steril hiicre kilttra plaklar
kullanildi. Plaklar bir saat 37°C’de bekletildikten sonra 10*/ml olacak sekilde T.vaginalis
trofozoitleri eklendi ve 37°C’de aerobik ve anaerobik ortamda 48 saat inkiibe edildi.
Anaerobik ortam, gaz poseti Anaerocult (Merck, ABD) kullanilarak anaerobik kavanoz
icerisinde olusturuldu. Plaklar, ters faz kontrast mikroskobunda degerlendirildi. Deger-
lendirme sonrasi, hareketli parazit goriilmeyen cukurlardan 6rnek alinarak taze besiyeri
iceren cukurlara aktarildi ve Greme kontroli yapildi. Kiltir plagina aktarildiktan 48 saat
sonra hareketli parazit goriilmeyen en disiik doz MLD (minimum letal doz) olarak de-
gerlendirildi ve ayni izolatta farkh MLD saptandiginda ortalamasi alindi. Her test U¢ kez
tekrarlandi. Kontrol olarak, iki adet ¢6ziicli iceren ve ilagsiz besiyeri kullanildi. Anaerobik
ortamda 48 saatte 15 pg/ml’nin {zeri ve aerobik ortamda 75 ug/ml’nin tzeri direncli
olarak kabul edildi'®.

BULGULAR

Metronidazol ile yapilan etkinlik degerlendirmesinde, 40 adet T.vaginalis izolatindan
3 (%7.5)'inde hem aerop hem de anaerop ortamda diren¢ oldugu tespit edilmistir.
Diger 37 izolatin ise degisen oranlarda metronidazole duyarli oldugu izlenmistir. izolat-
larin MLD konsantrasyonlarinin aerobik ortamda 6.25-133.3 ug/ml arasinda (ortalama:
27.175 pg/ml), anaerobik ortamda ise 1.56-41.6 pg/ml arasinda (ortalama: 7.75 pg/ml)
degistigi saptanmistir. Metronidazole duyarli T.vaginalis izolatlarinin MLD degerleri Sekil
1’de gorulmektedir.

izolatlar (1-40) ve MLC degerleri

125

75

Konsantrasyon pg/ml

; I” _I_I_I_l_I_“_|_|.|_.|._|u.l_ll.l_l._l_l_. I 1 I 111 I

1234567 8 91011121314151617181920212223 242526 27 28293031 32 33 34 3536 37 383940

W Aerobik ortam Anaerobik ortam

Sekil 1. Trichomonas vaginalis izolatlarinin metronidazol MLD degerleri.
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TARTISMA

Cinsel yolla bulasan bir enfeksiyon hastaligi olan trikomoniyaz, kozmopolit dagilm
gostermektedir. Trikomoniyaz tedavisinde nitroimidazol grubu antibiyotikler siklikla kul-
lanilmakta olup tek doz tedavi sonucu iyilesme saglandigi (%85-95), ancak HIV birlikte-
ligi gibi bazi durumlarda tedavi siiresinin yedi giine kadar uzayabildigi bildiriimektedir'®.
Trikomoniyazin sistematik tedavisi icin 1960 yilinda piyasaya surilen ilk nitroimidazol ti-
revi metronidazole karsi direncli olgularin varhigi uzun yillardir bircok tilkeden rapor edil-
mektedir'*2!. Bu arastirmalar incelendiginde calisilan bélgeye ve secilen olgulara baglh
olarak birbirinden oldukca farkli oranlarda metronidazol direncinin tespit edildigi gorl-
mektedir. Meingassner ve arkadaslar'®, 1978 yilinda yaptiklari calismada 94 T.vaginalis
izolatinin tamaminin metronidazole duyarli oldugunu saptamislardir. Buna karsin Perez
ve arkadaslar'6, ispanya’da 1995-1999 yillari arasinda hayat kadinlari ve jinekoloji polikli-
nigine basvuran hastalardan izole ettikleri 91 T.vaginalis susundan ikisinin (%2.4) metro-
nidazole direncli oldugunu belirlemislerdir. Bu arastirmacilar, direng sinirin1 50 ug/ml ola-
rak kabul etmis ve bunu diisiik olarak tanimlamiglardir'®. ingiltere’de yapilan retrospektif
bir calismada, standart metronidazol dozu ile tedavi edilemeyen trikomoniyaz olgulari
degerlendirilmis; 1999'da %0.38 olan direncli olgu oranin 2002’de istatistiksel olarak
anlamli bir artis gdstererek %3.5’e yiikseldigi bildirilmistir'”. Schmid ve arkadaslar'®, 82
T.vaginalis izolatinin ikisinin (%2.4) metronidazole direncli oldugunu ortaya koymustur.
Schwebke ve Barrientes'®, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde T.vaginalis'in in vitro
metronidazol direncini %9.6 olarak bulmuslardir. Amerika’da 2012 yilinda yapilan bir
calismada da, jinekoloji polikliniginde pelvik muayenesi yapilan kadinlardan izole edilen
T.vaginalis suslarinin %4.3’tinde dustik diizey (50-100 pg/ml) metronidazol direnci sap-
tandigi bildirilmistir?®. Bu calismada MLD’si 50 ug/mL’den biiyiik olan izolatlar direncli
olarak kabul edilmistir?°.

Calismamizda, T.vaginalis izolatlarinin MLD konsantrasyonlari, aerobik ortamda or-
talama 27.175 pg/ml, anaerobik ortamda ise ortalama 7.75 pg/ml olarak saptanmustir.
Arastirmacilar tarafindan, birbirinden farkli metronidazol konsantrasyonlari direng siniri
olarak kabul edilmektedir. Bizim calismamizda ise, Meri ve arkadaslar'* tarafindan bil-
dirilen, aerobik ortam icin 15 pg/ml ve anaerobik ortam icin 75 pg/ml degerleri kulla-
nilmistir. Matini ve arkadaslari?', iran’da 50 T.vaginalis izolatindan birinde in vitro met-
ronidazol direnci saptadiklarini ve MLD ortalamasinin anaerobik kosullarda 1.95 pg/ml
oldugunu bildirmislerdir?!. Ulkemizden Gékmen ve arkadaslari'3, tek bir klinik T.vaginalis
izolatinin metronidazol, ornidazol, pantoprazol ve esomeprazole karsl in vitro duyarliligi-
ni arastirmis; metronidazol icin minimum letal konsantrasyon degerini 100 pg/ml olarak
saptamis, buna gére izolatin duyarli oldugunu bildirmislerdir'®. Ulkemizde T.vaginalis'in
metronidazol direncinin aragtinldigi ilk kapsaml calisma olma 6zelligini tasiyan bizim
calismamizda ise, klinik T.vaginalis izolatlarinda metronidazol direnci %7.5 (3/40) ola-
rak saptanmustir. Bu bulgu, ABD' (%9.6) harig, diger (ilkelerden'6'820 bildirilen direng
oranlarindan yuksektir. Ancak burada tartisilan calismalarda kullanilan yontemler genel-
de benzer olmasina karsin, farkli olgu gruplari ve farkli zamanlarda gerceklestirildigi icin
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daha kapsamli verilere ihtiyac duyulmaktadir. Ornegin ispanya’daki calismada'® izolat-
lar, 1995-1999 yillan arasinda hayat kadinlari ve poliklinik hastalarindan elde edilirken,
ABD’deki calismada'® 2003-2005 yillari arasinda sadece poliklinige bagvuran hastalardan
izole edilmistir.

Metronidazole direncli olgular, daha yiiksek dozlarla veya uzun strelerle metronidazol
ile tedavi edilmektedir?2. Ancak bu uygulamanin, direncli suslarin secimini ve devamlilig-
ni artirdigi icin uygun bir yaklagim olmayacagi 6ngériilmektedir?®. Ayrica, metronidazole
direncli olgularda bir diger nitroimidazol tlrevi olan tinidazoliin etkin olarak kullanilabile-
cegi de bildirilmistir?*. Benzer sekilde, metronidazole direncli iki trikomoniyaz olgusunun
intravajinal paromomisin ve yiiksek doz tinidazol ile tedavi edildigi rapor edilmistir?>. Tri-
komoniyazli olgulardan izole edilen suslarda in vitro ilac etkinliginin belirlenmesi, olgu-
larin tedavisinde etkili ilacin secimine olanak saglayacaktir. in vitro metronidazol direnci
ile klinik yanit arasinda uyum oldugu dustintlmekle birlikte, her zaman bu paralellikten
s6z etmenin miimkiin olmadigi da bildirilmistir'®'°. Bu nedenle in vitro direng calisma-
larinda elde edilen bulgular ile tedavi yanitinin birlikte degerlendirildigi arastirmalarin
faydal olacagi diistinilmektedir. Sonug olarak calismamizda, diger Ulkelerden bildirilen-
lerle karsilastirnldiginda, direng gorilme oraninin yiksek oldugu izlenmektedir. Ancak
metronidazol direnci konusunda, tlkemizin diger bolgelerindeki merkezlerde yapilacak
benzer calismalar ile daha kapsamli verilere gereksinim oldugu aciktir.
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