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Trikomoniyaz, Trichomonas vaginalis'in etken oldugu ve cinsel yolla bulasan parazit kaynakli bir enfek-
siyondur. Trikomoniyaz tanisinda, duyarliigi diistik olmakla birlikte, ucuz ve hizli bir yéntem olan direkt
mikroskopi (DM) tercih edilmektedir. Altin standart olarak kabul edilen kiltiir yontemleri ise, duyarlliginin
yiiksek olmasina karsin, deneyimli personel gereksinimi ve 2-7 giin icinde sonug alinmasi nedeniyle ancak
belirli merkezlerde uygulanabilmektedir. Bu calismada, T.vaginalis'in rutin tanisinda kullanilan konvansi-
yonel mikroskobik ve kiiltiir yontemlerinin polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)]
yontemiyle karsilastirimasi ve klinik rneklerden izole edilen T.vaginalis izolatlarinda, metronidazol diren-
ciyle iliskili oldugu dustindlen nitrorediiktaz gen boélgesindeki ntr4 ve/veya ntré gen polimorfizminin aras-
tinlmasi amaglanmistir. Mart 2019-Agustos 2021 tarihleri arasinda, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama
ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigine basvuran 200 hastanin jinekolojik mua-
yenelerinde, vajina arka forniksten iki adet steril ekiivyon ile vajinal siiriintii rnegi toplanmustir. ilk stiriintii
ornegi dogrudan mikroskobik inceleme, Giemsa boyama ve konvansiyonel PCR ¢alismasi icin kullanilmis;
ikinci stirlintli 6rnegi ise T.vaginalis kiiltlrd icin “trypticase-yeast-extract-maltose (TYM)” besiyerine alinmis
ve 37 °C'de sekiz glin boyunca takip edilmistir. Tim 6rnekler T.vaginalis varligi agisindan, B-tubulin (btubT)
gen bolgesine 6zgi primerler ve TYM besiyerinde Uretilen T.vaginalis suslari metronidazol direnci acisindan
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nitroredliktaz gen bolgesine 6zgl primerler ile konvansiyonel PCR kullanilarak incelenmistir. Metronida-
zol direnciyle iliskili polimorfizm saptanan izolatlara ayrica ila¢ direnc testi uygulanmistir. Calismaya dahil
edilen 200 hasta 6rneginin sekizi (%4) hem kdltir/boyama hem de PCR yéntemiyle pozitif bulunmustur.
Hastalarin yas ortalamasi 39.9 iken T.vaginalis pozitif saptanan hastalarin yas ortalamasi 41.8 olarak saptan-
mustir. Hastalarda en sik rastlanan klinik bulgularin, kéti kokulu vajinal akinti (%36), kasik agrisi (%21), va-
jinal kasinti (%19) ve idrar yaparken yanma (%18) oldugu tespit edilmistir. Klinik 6rneklerden izole edilen
sekiz adet T.vaginalis izolatinin lglinde, PCR ile metronidazol direnciyle iliskili oldugu distiniilen ntré gen
polimorfizm varligi gosterilmistir. ntré gen polimorfizmi tespit edilen (¢ izolatin, fenotipik olarak da metro-
nidazole direncli (MLK= 390 pM) oldugu gozlenmistir. Bu calismada, sekiz klinik izolattan tGgtinin sivi mik-
rodiliisyon yontemiyle metronidazole direncli olmasinin yani sira ntré6 gen polimorfizmi de gostermeleri,
metronidazol direnciyle ntr6 gen polimorfizmi arasinda yakin bir iliski olabilecegi tezini desteklemektedir.
Sonug olarak, T.vaginalis tanisinda, mikroskopi yontemine ek olarak, kiiltiir ve molekiiler ydontemlerin de
kullaniimasi, etkenin laboratuvar tanisinin dahadogru olmasina, metronidazol direncinin molekiiler ve fe-
notipik olarak tespit edilebilmesine, lilkemizdeki metronidazol diren¢ oranlarinin belirlenmesine ve tedavi
protokollerinin bu veriler cercevesinde glincellenmesine katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: T.vaginalis; PCR; Trichomonas kiiltiirii; TYM,; metronidazol direnci.

ABSTRACT

Trichomoniasis is a sexually transmitted parasitic infection caused by Trichomonas vaginalis. In the
diagnosis of trichomoniasis, direct microscopy (DM) is preferred, which is a cheap and fast method,
although it has low sensitivity. Culture methods, which are accepted as the gold standard, can only be
applied in certain centers due to the need for experienced personnel and the ability to get results within
2-7 days, despite their high sensitivity. In this study, it was aimed to compare conventional microscopic
and culture methods used in the routine diagnosis of T.vaginalis with polymerase chain reaction (PCR)
method and to investigate ntr4 and/or ntr6 gene polymorphism in the nitroreductase gene region,
which are thought to be associated with metronidazole resistance in T.vaginalis strains isolated from
clinical specimens. Vaginal swab specimens were collected from the posterior fornix of the vagina with
two sterile ecuvion sticks during the gynecological examinations of 200 patients who applied to the
Balikesir University Health Practice and Research Hospital, Obstetrics and Gynecology Polyclinic between
March 2019 and August 2021. The first swab sample was used for direct microscopic examination,
Giemsa staining and conventional PCR analysis, while the second swab specimen was taken into trypti-
case-yeast-extract-maltose (TYM) medium for T.vaginalis culture and followed for eight days at 37 °C. All
specimens were screened for the presence of T.vaginalis using primers specific to the B-tubulin (btubT)
gene region and clinical isolates grown in TYM medium were examined for metronidazole resistance
using primers specific for the nitroreductase gene region by using conventional PCR. Drug resistance
test was also performed for the isolates in which polymorphism associated with metronidazole resistance
was detected. Eight (4%) of 200 patient specimens were found positive by both culture/staining and
PCR methods. The mean age of the patients included in the study was 39.9, while the mean age of
the patients with positive T.vaginalis was 41.8. The most common clinical findings in the patients were
foul-smelling vaginal discharge (36%), groin pain (21%), vaginal itching (19%), and burning sensation
during urination (18%). In three out of eight T.vaginalis strains isolated from clinical samples, the pres-
ence of polymorphism in the ntré6 gene, which is thought to be associated with metronidazole resistance,
was demonstrated by PCR. It was observed that three isolates with ntr6 gene polymorphism were phe-
notypically resistant to metronidazole (MLK= 390 pM). In this study, the fact that three of eight clinical
isolates that were resistant to metronidazole by the broth microdilution method and as well as showing
ntré gene polymorphism supported the thesis that there might be a close relationship between metro-
nidazole resistance and ntré6 gene polymorphism. As a result, the use of culture and molecular methods
in the diagnosis of T.vaginalis, in addition to the microscopy method, may contribute to a more accurate
laboratory diagnosis of the agent, to detect metronidazole resistance molecularly and phenotypically, to
determine metronidazole resistance rates in our country and to update treatment protocols within the
framework of these data.

Keywords: T.vaginalis; PCR; Trichomonas culture; TYM,; metronidazole resistance.
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GIRi$

Trichomonas vaginalis, cinsel yolla bulasan hastaliklardan sorumlu, diinyadaki en
yaygin protozoon parazittir'. Hastalik seyri, kadinlarda asemptomatikten (%50’ye ka-
dar) ciddi sorunlar olusturan siddetli enfeksiyonlara kadar degisebilmektedir. Klasik
semptomlar arasinda, lokal agri ve tahrigse neden olan kot kokulu bir akinti bulunmak-
tadir. Parazit ayrica kisirlik, plasental membranlarin erken yirtilmasi, erken dogum, du-
stk agirlikli bebek dogumu ve yenidogan 6limu gibi ciddi sonuclara yol acabilmekte-
dir?. insan immiin yetmezIik viriisii (HIV) enfeksiyonunun hem erkek hem de kadinlarda
T.vaginalis enfeksiyonuna yatkinligi arttirdigi bildirilmistir®. Bir baska calisma, T.vaginalis
enfeksiyonunun, insan papilloma virts (HPV) enfeksiyonunu destekledigini ve servikal
neoplazi riskini arturdigini géstermistir®. Enfekte kadinlarin %25-50'sinde klinik be-
lirtiler goriilmemekle birlikte, menstriiasyon sirasinda daha da kotllesen semptomlar
gelisebilmektedir®. Kadinlarin %2’sinde servikste “cilek gériintiisii” gézlenmektedir.
Saglikli yetiskin kadinlarda, vajinal pH= 4 civarindayken, enfeksiyon sirasinda, pH> 7’ye
yiikselmektedir’. Menstriiasyon sirasinda gériilen adet kanamasi yiiksek demir konsant-
rasyonuna sahip zengin bir ortam olusturdugu icin T.vaginalis'in Gremesine, vajinal epi-
tel hiicrelerine iyi derecede baglanmasina ve sonug olarak patogenezin kotllesmesine
neden olmaktadir®.

Tani ve ilac aktivitesinin degerlendirilmesinde de halen kullanilan direkt mikrosko-
bik incelemeyle semptomatik kadinlar arasinda degisen duyarlilikta (%38-82) pozitiflik
saptanmaktadir”'°. T.vaginalis'in vajinal érnekten izolasyonu icin Diamond, TYM veya
Trichosel besiyeri gibi 6zel bir besiyeri ortamina gereksinim bulunmaktadir. Ancak, pa-
razitin tretilmesi icin kullanilan besiyerleri her laboratuvarda bulunmamakta ve inkibas-
yon siiresinin yedi giinii bulmasi tani koyma siiresini uzatmaktadir''. Polimeraz zincir
reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] tabanli testler ile az sayida hareketliligini
kaybetmis parazit bulunan numunelerde bile yiiksek duyarllikla tani konabilmektedir'?.

5-nitroimidazol turevi ilaglar trikomoniyaz tedavisinde ilk tercih olarak kullaniimak-
tadir. Metronidazol (o.,B-hidroksietil-2-metil-5-nitroimidazol) 1959’da gelistirilmis,
1960’larda ise trikomoniyaz tedavisi icin onay almistir. Bu ilag, sistemik kullanim ile ytk-
sek tedavi etkinligine sahip olan tek ila¢ olmustur'3. Tinidazol bir nitroimidazol tiirevi
olup 1969 yilinda kullanima girmistir. Tinidazol tedavisi metronidazole gore daha distik
doz gerektirmesine karsin ates ve hafif yan etkiler gésterebilmektedir'. T.vaginalis suslari
icin tinidazoliin minimum letal dozu metronidazolden daha dustktir ve henuz tinida-
zol icin direnc bildirilmemistir'>. Tekrarlayan veya direncli trikomoniyaz enfeksiyonlari
yuiksek metronidazol dozu ile daha uzun sirede tedavi edilebilmektedir. Ancak ytiksek
dozlarda ilag kullanimi yan etkilerin artmasina ve direnc gelisimine neden olmaktadir'®.
Metronidazol direncinin mekanizmasi tam olarak aciklanmamakla beraber, bunun birkac
nokta mutasyonuna bagl olabilecegi diisiiniilmektedir'’.

Bu calismada, T.vaginalis'in rutin tanisinda konvansiyonel yontemler, kiltir yontemi
ve PCR yonteminin hassasiyet, etkinlik ve verimlilik acisindan karsilastiriimasi, ayrica TYM
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besiyerlerinde Uretilen T.vaginalis suslarinda metronidazol direncinin fenotipik ve genoti-
pik olarak arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Balikesir Universitesi Tip Fakdiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafin-
dan onaylandi (Tarih: 06.02.2019 ve Karar No: E.6738).

Orneklerin Toplanmasi

Bu calismaya Mart 2019-Subat 2021 tarihleri arasinda, vajinal akinti sikayetiyle Bali-
kesir Universitesi Saglik Uygulama ve Aragtirma Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Poliklinigine basvuran 200 hasta dahil edildi.

Triptikaz Maya Ekstrakt Maltoz Besiyerinin Hazirlanmasi

Triptikaz Maya Ekstrakti Maltoz (TYM) besiyeri (pH= 6) otoklavlanarak, 45 °C’ye sogu-
tuldu ve icine %10 inaktive at serumu, 100 U/mL penisilin ve 10 uyg/mL gentamisin ilave
edilerek ve 15 ml’lik vidali kapakh cam tiplere bolindu, +4 °C’de saklandi.

Hasta Orneklerinin Mikroskobik incelemesi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ana-
lizi icin Hazirlanmasi

Hastalarin jinekolojik muayenesi esnasinda vajen arka forniksten iki adet pamuklu
eklvyon ile siirtintli 6rnekleri alindi. Birinci suriinti 6rnegi 5 ml steril serum fizyolojik
iceren tiipe konularak 30 sn vortekslendi ve 1500 xg de bes dk santrifiij edildi. Ustteki sivi
atilarak dipte kalan ¢okelti 0.5 ml serum fizyolojik ile sulandirildi, iki ayr steril tiipe 200
pl aktarilarak PCR icin ayrildi ve -20 °C’de saklandi. Kalan 100 pl ise direkt mikroskobik
inceleme ve Giemsa boyama icin ikiser adet lama yayildi. Direkt inceleme icin bir yayma
1stk mikroskobunda 10x ve 40x buyltme ile hareketli T.vaginalis trofozoitlerinin varhg
acisindan incelenirken, diger yayma ise ti¢ dk metanol ile fikse edilerek Giemsa ile boya-
nip T.vaginalis trofozoitlerinin varligr acisindan 100x buyttme ile incelendi.

Trichomonas vaginalis Kiiltiirii

Hastalardan alinan ikinci vajinal stiriintii 6rnegi TYM besiyeri icine alindiktan sonra
besiyeri sekiz giin boyunca 37 °C’de aerobik ortamda tutuldu ve iki giinde bir trofozoit
varligi acisindan kontrol edildi. Pozitif saptanan 6rnekler pasajlanarak treyen parazitlerin
logaritmik faza girmeleri saglandi. Uretilen parazitler, metronidazol ilag direng testi ve
DNA izolasyonu icin -80 °C’de saklamaya alindi.

Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Metronidazol Direncinin Belirlenmesi

Metronidazol direncinin belirlenmesinde in vitro sivi mikrodiltisyon yéntemi kulla-
nildi'8, Steril diiz tabanh 96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir kuyucuguna 100 yl TYM
besiyeri konularak metronidazolun son konsantrasyonu, 781.25-0.38 ug/mL olacak se-
kilde seri diliisyonu yapildi. Konsantrasyonu 1 X 10* parazit/mL olarak ayarlanan parazit
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stspansiyonu, 100’er pl kuyucuklara dagitildi. Kor (blank) ve pozitif kontrol icin kuyucuk-
lar ayrilan mikroplaklarin 48 saat 37 °C’de inkiibe edilmesini takiben parazit canliigi ve
MIiK degerleri invert mikroskopta degerlendirildi. izolatlarin metronidazole direng ve du-
yarlk durumlari, metronidazol direncli T.vaginalis ATCC 50143 ve metronidazol duyar
T.vaginalis ATCC 30188 sugslari ile karsilastirilarak belirlendi. Deneyler iki kez tekrarlandi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, “High Pure PCR Template Preparation” kiti ile tretici firmanin pro-
tokolu kullanilarak yapildi (Roche Applied Science). DNA izolasyonu icin, her bir hasta
orneginden hazirlanan ¢okeltiden ve TYM besiyerinde Uretilmis T.vaginalis stispansiyo-
nundan 200’er pl kullanildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hasta numunelerinde T.vaginalis tespiti icin, asagidaki dizileri verilen B-tubulin (btubT)
gen bolgesine 6zgl primer ciftleri kullanildi (Forward primer 5’- CAA CAC AAC AGC CTT
CCG TG ve revers primer 5'- ACCTTC CTC GTC TTC TTC GC- 3’). PCR karisimi, 5 pl kalip
DNA, 1 pl forward primer, 1 pl revers primer, 12.5 pl 2X PCR Dye Masterix | (GMbiolab,
Taiwan), 5.5 yl DNaz/RNaz icermeyen su ile hazirlandi. PCR amplifikasyon reaksiyonu,
94 °C’'de bes dk 6n denatiirasyon sonrasi 40 dongi; 94 °C’de 30 sn denatiirasyon,
60 °C’de 30 sn baglanma, 72 °C’de 45 sn uzama ve 72 °C’de yedi dk sonlanma seklinde
PCR cihazinda uygulandi. Elde edilen PCR urunleri %2 agaroz jel elektroforezi ile yurdtil-
di ve olusan urlnler UV altinda gorintilendi.

TYM besiyerinde uretilen T.vaginalis suslarindan tekrar DNA izole edildi ve metroni-
dazol direnciyle iliskili oldugu dustinilen ntr4 veya ntré gen polimorfizminin saptanmasi
icin asagida dizileri verilen nitrorediiktaz gen bdlgesine 6zgii primer ciftleri kullanildi’”/1?.

ntr4Tv F 5’- ATG AGT GTC CTT AAG TGC ATC CAA- 3’
ntr4Tv R 5’- TTA GTC GGC ATA AAC TAC CTT AGA- 3’
ntr6Tv F 5’- CAT TGA ATT TAT TCG TTC AAA ATT- 3’
ntr6Tv R 5’- TTA TTC AAT GTA TGT AAC CTT TCT- 3’
TVK3 5’- ATT GTC GAA CAT TGG TCT TAC CCT C- 3’
TVK7 5- TCT GTG CCG TCT TCA AGT ATG C- 3/

PCR karigimi, 5 pl kalip DNA, 10 uM her bir primerden, 12.5 pL PCR “Quantitech
Master Mix (Qiagen, Almanya)”, 5.5 yL DNaz/RNaz su ile hazirlandi. PCR amplifikasyon
reaksiyonu, 95 °C’de 15 dk 6n denatirasyon sonrasi 40 dongu (95 °C’de 20 sn denatu-
rasyon, 60 °C’de 60 sn baglanma, 72 °C’de 60 sn uzama) ve 72 °C’de yedi dk sonlanma
olarak PCR cihazinda uyguland. Elde edilen PCR trtinleri %2 agaroz jel elektroforezi ile
yuritildi ve olusan uriinler UV altinda gorintilendi.
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BULGULAR

Bu calismaya Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Poliklinigine Mart 2019-Subat 2021 tarihleri arasinda ayaktan
basvuran 18 yas ve Uzeri 200 hasta dahil edilmistir. Calismaya alinan hastalarin yas
ortalamasi 39.9 olarak bulunurken, T.vaginalis agcisindan pozitif saptanan hastalarin yas
ortalamasi ise 41.8 olarak saptanmustir. Hastalarda en sik gortlen klinik semptomlar koti
kokulu akinti (%36), kasik agrisi (%21) vajinal kasinti (%19) ve idrar yaparken yanma
(%18) olarak tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen 200 siirtintii 6rneginin sekizinde (%4) hem direkt mikrosko-
bik incelemede hem de Giemsa boyali preparatlarda T.vaginalis trofozoitleri saptanmis-
tir. Direkt mikroskobik incelemede hareketli trofozoit yapilarin gorilmesi, Giemsa boyali
incelemede ise kamg¢i, yarim dalgalanan zar ve hiicre cekirdeginin gorilmesi ile tani
konulmustur (Sekil 1).

Hastalardan alinan 200 sirintl 6rneginin sekizinde (%4) T.vaginalis Gremesi goz-
lenmistir. Hareketli trofozoit varli§i, TYM besiyerlerinden her giin kontrol preparatlari
hazirlanarak 151k mikroskopunda degerlendirilmistir (Sekil 2).

Hastalara ait 200 adet vajinal sirliinti 6rneginin sekizinde (%4) PCR yontemiyle
T.vaginalis varhgi tespit edilmistir (Sekil 3).

(®

5pm 5 pm

&=

4
-
= <K

S um 5 um

Sekil 1. Giemsa boyali preparatta T.vaginalis trofozoitleri.
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Sekil 2. TYM besiyerinde iremis ve ktimelesmis
T.vaginalis trofozoitleri.

Sekil 3. PCR ile T.vaginalis pozitif saptanan 6rneklerin
jel gériintisii.

M: Molekiiler belirteg, K: Pozitif kontrol, 1 numarali
stitun: TV-2 izolati, 2 numarall siitun: TV-26 izolat, 3
numaral siitun: TV-48 izolati, 4 numarall stitun: TV-55
izolati, 5 numarall siitun: TV-58 izolati, 6 numaral
stitun: TV-66 izolat, 7 numarali stitun: TV-68 izolati, 8
numarali stitun: TV-78 izolati.

Tani yontemlerine gore T.vaginalis'in pozitiflik orani karsilastirildiginda, incelenen
200 adet hasta 6rneginde direkt mikroskopi, Giemsa boyama, kiiltiir ve PCR yontemle-
riyle sekiz adet (%4) T.vaginalis pozitifligi saptanmustir (Tablo I).

Hasta orneklerinden tretilen T.vaginalis izolatlarinin metronidazol direnci, sivi mik-
rodiltisyon yontemiyle degerlendirilmistir. Metronidazol diren¢ durumu, direncli ve du-
yarli T.vaginalis referans suslari ile karsilastirilarak belirlenmistir. Sekiz klinik T.vaginalis
izolatinin G¢li metronidazole direncli bulunmustur. Klinik izolatlara ve referans suslara
ait MiK ve minimum letal konsantrasyon (MLK) degerleri Tablo Il’de verilmistir.

ntr4 ve/veya ntr6 gen polimorfizm varligi konvansiyonel PCR yontemiyle arastiril-
mugtir. Kultur ile Gretilen T.vaginalis izolatlarindan elde edilen DNA 6rnekleri 6zgl pri-
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Tablo I. T.vaginalis Pozitif Orneklerin Yéntemlere Gére Dagilimi

Ornek No Direkt inceleme  Giemsa Boyama Kiiltur PCR

TV-2 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-26 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-48 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-55 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-58 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-66 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-68 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
TV-78 Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Tablo II. Metronidazol icin Saptanan MiK ve MLK Degerleri

Ornek No MiK (uM) MLK (uM) Fenotip
TV-2 3 12 Duyarli
TV-26 48 390 Direncli
TV-48 6 12 Duyarli
TV-55 3 12 Duyarli
TV-58 6 12 Duyarli
TV-66 48 390 Direncli
TV-68 48 390 Direncli
TV-78 6 24 Duyarl
TV ATCC 50143 48 390 Direncli
TV ATCC 30188 6 24 Duyarli

MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, MLK: Minimum letal konsantrasyon, ATCC: American type culture col-
lection, uM: Mikromolar.

merler kullanilarak polimorfizm acisindan incelenmis ve l¢ adet T.vaginalis izolatinda
ntré polimorfizmi pozitif iken timinde ntr4 gen polimorfizmi negatif tespit edilmistir
(Sekil 4). Metronidazol direnciyle iliskili oldugu dustinilen ntré polimorfizmi pozitif sap-
tanan Uc¢ T.vaginalis izolati, ayni zamanda sivi mikrodiliisyon yontemiyle de metronida-
zole direngli bulunmustur (Tablo IlI).

TARTISMA

Trichomonas vaginalis, 1836 yilinda Donné tarafindan semptomlari olan kadinlarin
vajinal sivisinda tanimlanmugtir. Direkt mikroskobik inceleme yonteminin duyarliligi de-
gisken olup semptomatik kadinlarda duyarliliklari %38-82 arasinda degismektedir®. Va-
jinal sividan yapilacak kultir igslemleri, TYM, CPLM, Diamond, Trichosel veya InPouch
besiyerlerinin kullanilmasini gerektirmektedir. Kiltir yonteminin duyarllii yiiksek olsa
da, kiltur besiyerlerinin komplike olmasi ve T.vaginalis'in Giremesi icin yedi gline ihtiyac
olmasi gibi bazi dezavantajlari vardir?®. T.vaginalis'in tanisinda kullanilan yéntemlerin
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Sekil 4. Klinik izolatlarda ntr6 gen polimorfizmi. M:
Molekiiler belirteg, 1. siitun: TV pozitif kontrol, 2. stitun:
ntr4 pozitif kontrol, 3. siitun: ntré pozitif kontrol, 4-7-
10. stitunlar sirastyla TV-2, TV-66 ve TV-68 izolatlari icin
referans bantlar, 6-9-12. stitunlar sirasiyla TV-2, TV-66
ve TV-68 izolatlarindaki ntr6 varligini gésteren referans

bantlar.
Tablo Ill. Metronidazol Direncinin Fenotipik ve Genotipik Olarak Karsilastirilmasi
Ornek No ntr4 ntré MiK (uM)  MLK (uM)  Fenotip Genotip
TV-2 Negatif Negatif 3 12 Duyarl Duyarl
TV-26 Negatif Pozitif 48 390 Direncli Direncli
TV-48 Negatif Negatif 6 12 Duyarl Duyarli
TV-55 Negatif Negatif 3 12 Duyarh Duyarl
TV-58 Negatif Negatif 6 12 Duyarh Duyarl
TV-66 Negatif Pozitif 48 390 Direncli Direncli
TV-68 Negatif Pozitif 48 390 Direncli Direncli
TV-78 Negatif Negatif 6 24 Duyarl Duyarh
TV ATCC 50143 Pozitif Pozitif 48 390 Direngli Direngli
TV ATCC 30188 Negatif Negatif 6 24 Duyarl Duyarh
MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, MLK: Minimum letal konsantrasyon, ATCC: ‘American type culture
collection’, uM: Mikromolar.

kiyaslandigi bazi ulusal calismalar Tablo IV'te 6zetlenmistir. 2005-2022 yillari arasinda
yapilan bu calismalarda T.vaginalis saptanma sikligi %1.9-10 arasinda degismektedir?'-2°.
T.vaginalis'in tanisinda PCR-disi yontemler karsilastirildiginda, genellikle kiltir yontemi-
nin mikroskopi yontemine kiyasla daha ytiksek duyarlhga sahip oldugu, PCR yonteminin
de dahil edildigi ¢alismalarda ise PCR’nin diger iki yontemden daha yliksek duyarlili-
Ja sahip oldugu gériilmektedir??232%26.2% " (Jlkemizde T.vaginalis prevalansina ydnelik
olarak, 2020 yilindan sonra yontemsel karsilastirmalarin yapildigi calismalarin az sayida
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Tablo IV. T.vaginalis Tanisinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilastirildigi Calismalar
Hasta
Calismanin  Sayisi/TV
Yapildig (+) Hasta T.vaginalis
Yazar Yil Yer Sayisi Sikhigi Mikroskopi Kiiltiir PCR
Oztan ve 2005 Manisa 233/11 4.7% Direkt: 11 TYM: 11 )
ark.?!
Tamer ve 2008 Kocaeli 128/12 9.4% Direkt: 7 TYM: 12 )
ark.?? CPLM: 9
Kelestimur 2010 Elazig 157/6 3.8% Direkt: 3 TYM: 5 )
ve Kaplan??
Kesli ve 2012 Konya 70/6 9% Direkt: 6 () ()
ark.2 Giemsa: 6
Akyildiz ve 2017 Sivas 100/4 4% (-) CPLM:4 )
ark.2 T™: 4
Inpouch: 4
Dogan ve 2019 Eskisehir 406/35 8.6% Direkt: 28  CPLM: 31 35
Gitmez%¢ Giemsa: 27
Yazisiz ve 2020 Antalya 215/4 1.9% Direkt: 4 ™: 4
ark.?” Ureme
yok

Karakog¢?® 2021 istanbul 262/6 %2 Direkt: 6 “) “)
Turan 2022 Manisa 100/10 %10 Direkt: 6 TYM: 6 10
Farasat ve Giemsa: 6
ark.?
Bu calisma 2023 Balikesir 200/8 4% Direkt: 8 TYM: 8 8

Giemsa: 8
TYM: ‘Tripticase yeast medium’, CPLM: ‘Cystine peptone liver infusion maltose’, TB: Trichomonas buyyon.

olmasinin COVID-19 pandemisinin yarattigi olumsuz sartlara bagh olabilecegi dustindl-
mektedir. Ancak pandemi sureci bircok laboratuvarin molekiiler alt yapisinin gelismesine
de katki saglamistir. Bu nedenle, icinde T.vaginalis'in de bulundugu, pek ¢ok enfeksiyon
etkeninin hizh ve ylksek duyarlilikta tanimlanabildigi sendromik multipleks PCR kitlerinin
kullanimindaki artigin bu gelismeye bagl oldugu dustntlebilir. Bozdemir ve arkadaslari
tarafindan yapilan HIV pozitif 76 erkek, 14 kadin hastada cinsel yolla bulasan enfeksi-
yon etkenlerinin (CYBE) multipleks PCR ile arastirnldigi bir calismada’, hastalarin hic-
birinde T.vaginalis saptanmamustir. Benzer sekilde, Ayaz ve arkadaslari®' tarafindan HIV
pozitif 158 erkek hastaya ait orneklerde CYBE etkenleri multipleks PCR ile arastiriimig
ancak T.vaginalis tespit edilmemistir. Bu calismada kullandigimiz tim ydntemler ile ayni
ornekler pozitif bulunmus olup T.vaginalis sikigi %4 olarak saptanmustir. Tim yontemler
ile ayni sonucun elde edilmesinin, tecriibeli personel ve hassas calisma protokollerinin uy-
gulanmasina bagh oldugu dustinilmektedir. Ancak daha fazla sayida klinik 6rnek tzerin-
de yapilacak calismalarda, duyarhlik bakimindan yontemler arasinda farklilik olabilecegi
tahmin edilmektedir. Basit, ucuz ve hizli bir yéntem olan mikroskopi, tecriibeli personel
varliginda oldukga etkili olmakla birlikte kiltiir ve PCR yontemiyle desteklendiginde tani
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hassasiyeti onemli 6lclide artabilir. Kultur ile parazitin Gretilebilmesi de ayrica ila¢ direng
testleri ve diger arastirmalar icin avantaj saglayacaktir.

Trikomoniyazin tedavisinde metronidazol ve tinidazol gibi nitroimidazol bilesikleri
uzun siiredir kullaniimakta olup yakin zamanda seknidazol de FDA tarafindan onaylanmis-
tir32, Tinidazoliin yiiksek maliyeti nedeniyle tedavide ilk tercih metronidazoldiir'®. Met-
ronidazol, anaerobik ve mikroaerofilik bakteriler ile Giardia lamblia, Entamoeba histolytica
ve T.vaginalis gibi protozoonlarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin ola-
rak kullanilmaktadir®3*. Direncli T.vaginalis olgulari 1962’den beri bildirilmesine ragmen
Ozellikle son dénemlerde metronidazol direnci ciddi bir halk saghgi sorunu haline gelmis-
tir'3. T.vaginalis enfeksiyonlarinda standart metronidazol dozuna yanit vermeyen parazit-
ler daha uzun stirede ve daha yuksek dozlarda tedavi edilebilmekte ve bu durum direng
gelisimine katkida bulunmaktadir'®. Ulkemizde metronidazol direncinin arastinldig az
sayida calisma mevcut olup Ozcelik ve arkadaslari'® metronidazol direnc oranini %33, Er-
tabaklar ve arkadaslari®® ise %7.5 olarak rapor etmistir. Yurt disinda yapilan calismalarda
ise direng oraninin %4.3 ile %66 arasinda degistigi bildirilmistir*®. Japonya’da T.vaginalis
prevalansinin ilk kez arastinldigr giincel bir calismada ise %4.2 oraninda T.vaginalis sap-
tanmig ve tum izolatlar metronidazole duyarli bulunmus, ancak iki izolatin metronidazol
duyarliiginda azalma oldugu bildirilmistir>’. Metronidazol direncinin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir ancak bunun birka¢ nokta mutasyonuna bagli olabilecegi var-
sayllmaktadir'”. Anaerobik direncte, anahtar enzim piruvat ferredoksin oksidorediiktazin
(PFOR) aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi ile ilacin metabolizmasi bozulmaktadir®®.
Aerobik direncte ise direncli T.vaginalis suslarinda ferredoksin geninin transkripsiyonu
azalmaktadir®®. Aerobik ve anaerobik metronidazol direnclerinin, flavin rediiktaz aktivi-
tesinde bir azalmaya da bagh olabilecegi diistinilmektedir®. Paulish-Miller ve arkadas-
lari 2014 yilinda yaptiklar bir calismada'’, metronidazol direncinin ntr4 ve/veya ntr6
gen polimorfizmi ile yakindan iliskili olabilecegi ve ilgili mutasyonlarin varliginda nit-
roredliktaz gen bolgesinde stop kodonlarinin olugmasinin, metronidazoliin aktif forma
indirgenmesine engel olup ilaca karsi direng gelismesini tetikledigi ileri strilmektedir.
Benzer sekilde, Ozcelik ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklari calismalarinda'® metronida-
zol direncli izolatlarda ntr4 ve ntr6 mutasyonunun varligini gostermislerdir. Ngobese ve
arkadaslari®*® 2022’de, 385 klinik 6rnegin %12.2’sinde T.vaginalis pozitifligi saptamis ve
pozitif 6rneklerin %45’inde ntr4, %51'inde ntré ve %40'inda ise hem ntr4 hem de ntr6
mutasyonunun varligini gostermislerdir. Xie ve arkadaslari 2023 yilinda yaptiklari cals-
mada*!, metronidazol etkisi altinda T.vaginalis'in transkripsiyonel profilini arastirmis ve
Ozellikle tioredoksin ve nitrorediiktaz genlerinin ekspresyonunun metronidazol uyarimi
sonrasl 739.3 kat arttigini ve bu bolgede meydana gelen mutasyonlarin direncg ile iligkili
olabilecegini ifade etmistir.

Bu calismada, sekiz klinik izolatin tG¢lnin sivi mikrodiliisyon yontemiyle metronidazo-
le direngli bulunmasi ve ayni izolatlarda ntré6 gen polimorfizminin varliginin gosterilme-
si, metronidazol direnciyle ntré6 gen polimorfizmi arasinda yakin bir iliskinin olabilecegi
tezini desteklemektedir. Nitrorediiktaz genlerindeki mutasyonlarin izlenmesine yonelik
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molekiler tabanli deneyler, metronidazol direnci acisindan siirveyans calismalari icin ge-
cerli bir yontem olarak kullanilabilir. Ancak s6z konusu mutasyonlari tasiyan izolatlarin
diren¢ durumu sivi mikrodillisyon yontemiyle de dogrulanmalidir. Clinkii, minimum letal
konsantrasyon tespitine (MLK) yonelik kiiltiir bazli yontem ile farkh diren¢ mekanizmalari
da saptanabilmektedir. Molekiiler alt yapinin olmadigi laboratuvarlarda kiiltir yontemiy-
le Uretilen T.vaginalis izolatlarinin metronidazole karsi MLK deg@erlerinin belirlenmesinin
direncli olgularin tespitine (MLK> 50 pug/mL) ve tedavi basarisina katki sunabilecegi bil-
dirilmistir'>.

Sonug olarak, T.vaginalis tanisinda mikroskopi yontemine ek olarak kiltlr ve mole-
killer yontemlerin de kullaniimasi, parazitin laboratuvar tanisinin daha etkili olmasina,
metronidazol direncinin hem molekiiler hem de fenotipik olarak tespit edilmesine, tl-
kemizdeki metronidazol diren¢ oranlarinin daha saglikli olarak belirlenmesine ve tedavi
protokollerinin bu veriler cercevesinde glincellenmesine katki saglayabilir.
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