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SAGLIKLI VE BAKTERIYEL VAJINOZLU KADINLARDAN iZOLE EDILEN
GARDNERELLA VAGINALIS SUSLARININ BiYOTIPLENDIRILMESI VE
ANTIBIYOTIK DIRENG DURUMLARININ BELIRLENMESI

BIOTYPES AND ANTIBIOTIC RESISTANCE PATTERNS OF GARDNERELLA
VAGINALIS STRAINS ISOLATED FROM HEALTHY WOMEN AND
WOMEN WITH BACTERIAL VAGINOSIS

Tlknur TOSUN*, Sengiil ALPAY KARAOGLU**, Hasan CIFTCI***
Celal Kurtulus BURUK*, Faruk AYDIN*, Ali Osman KILIC*
Murat ERTURK*

OZET: Gardnerella vaginalis normal vajinal floranin bir iiyesi olarak kabul
edilmekle birlikte bakteriyel vajinoz (BV) ile iliskilendirilen bakteriler arasinda
dominant olanidir. Bu galigmada, gesitli nedenlerle Aile Planlamasi polikliniklerine
bagvuran 408 kadindan alinan vajinal siriinti 6rneklerinden G.vaginalis
izolasyonu, biotiplendirilmesi ve izolatlarin antibiyotik direng durumlarinin
belirlenmesi amaglanmistrr. izolatlarin biyotiplendirmesi hippurat hidrolizi, lipaz ve
B-galaktozidaz testleri ile yapilmig; antibiyotik direng profilleri, metronidazol icin
agar dilisyon, klindamisin igin disk diflizyon yéntemleri ile aragtinlmistir. Sonug
olarak, Nugent’s skorlama protokoliine gére, kadinlarin 122’sinde (%29.9) BV,
120’sinde (%29.4) ara form (AF), 137'sinde (%33.6) normal vajinal flora (NVF)
ve 18'inde (%4.4) mikotik vajinit (MV) tespit edilmis, tiim drneklerden G.vaginalis
izolasyon orani %23 (94/408) olarak belirlenmistir. Izolatlarin %56.4’tn(in (53/94)
BV'lu kadinlardan, %8.5'inin (8/94) ise NVF’si olan kadinlardan alinan drneklere
ait oldugu izlenmig ve aradaki fark anlamii bulunmustur (p<0.05). G.vaginalis
suglannin biyotiplendirilmesinde, tip 1 (%44), 5 (%20) ve 4 (%18) ilk siralarda yer
almig, BV'lu ve NVF’si olan kadinlardan izole edilen biyotipler arasinda anlamli
bir fark tespit edilememistir (p=0.687). Antibiyotik duyarlilik testleri sonunda
da, suslarin %70’'inde metronidazol direnci saptanirken, bunlarin %57'sinin
yuksek metronidazol MIK degerlerine (=128 ug/ml) sahip oldugu izlenmistir.
Izolatlarda klindamisin direnci ise %53 oraninda tespit edilmistir. Calismamizin
verileri, G.vaginalis suglannda metronidazol direncinin g6z ardi edilemeyecek
kadar yuksek oldugunu ortaya koymustur. Bunun yani sira normal florada
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bulunabilen G.vaginalis suslarinin daha genis ve farkli gruplarda yapilacak
caligmalarla biyotiplendiriimesinin, farkli biyotipler ile BV olusumu arasindaki
iliskinin aydinlatimasinda yararl olacagl kanisina variimigtir.

Anahtar sézciikler: Bakteriyel vajinoz, Gardnerella vaginalis, antibiyotik direnci.

ABSTRACT: As Gardnerella vaginalis is accepted as a member of normal
vaginal flora, it is one of the dominant species which has been related to bacterial
vaginosis (BV). The aim of this study was to determine the isolation rate, biotypes
and antibiotic resistance patterns of G.vaginalis from the vaginal swab samples
of 408 women who were admitted to the outpatient clinics of Family Planning
Center. Hippurate hydrolysis, lipase and p-galactosidase tests were performed
for biotyping the isolates, and agar dilution (for metronidazole) and disk diffusion
(for clindamycin) tests were used for the detection of antibiotic resistance
patterns. As a result, by Nugent's BV scoring protocol, 122 (29.9%), 20 (29.4%),
137 (33.6%), and 18 (4.4%) of the women were diagnosed as BY, intermediate
form, normal vaginal flora (NVF) and mycotic vaginosis, respectively. The overall
isolation rate of G.vaginalis was found as 23% (94/408). Of them, 56.4% (53/94)
and 8.5% (8/94) were isolated from samples of BV cases and subjects with
NVF, respectively, and the difference was statistically significant (p<0.05). The
biotyping results showed that the most frequently detected types were biotype
1 (44%), 5 (20%) and 4 (18%). There was no statistically significant difference
between the biotype distribution of BV patients and the subjects who have NVF
(p=0.687). The results of antibiotic susceptibility tests indicated that 70% and
53% of the isolates were resistant to metronidazole and clindamycin, respectively.
It was of interest that MIC values for metronidazole was =128 pg/ml in 57% of
resistant strains. The data of this study has emphasized that the metronidazole
resistance is very high in our population, and the large scale studies are needed
to clarify the relationship between BV and G.vaginalis biotypes, which can be
found in the normal vaginal flora.

Key words: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, antibiotic resistance.
GIiRIS

Bakteriyel vajinoz (BV), vajinal floranin bozulmasi sonucu zoruniu ve fakultatif
anaerobik bakteri florasinin degismesi ile ortaya ¢ikan bir enfeksiyondur'. BV'da,
laktobasil tirlerinin sayilan azalr veya tamamen kaybolurken, G.vaginalis, genital
mikoplazmalar, anaerobik Gram negatif basiller (Bacteroides ve Mobiluncus thrleri)
ve Gram pozitif kok tiirleri artmaktadir**. Son yillarda preterm dogum ve intrauterin
enfeksiyonlar, pelvik inflamatuvar hastalik ve postoperatif enfeksiyonlarin BV ile

iligkili oldugu gosterilmis; ayrica, cinsel yolla bulagan enfeksiyonlarin kazanilimasinda
da roliiniin oldugu vurgulanmigtir®”,

Normal vajinal florada %20-40 oraninda bulunabilen G.vaginalis'in epidemiyolojisi
ile ilgili bilgiler ve izolatlarin biyotiplendirilmesinin, bu bakteri ile BV arasindaki iligkinin
anlagiimasina yardim edecegi dusUnulmektedir®'. G.vaginalis suslari, hippurat
hidrolizi, B-galaktozidaz ve lipaz aktivitelerine gore 8 farkli biyotipe ayrnimaktadir®.

D
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G.vaginalis, BV'lu kadinlarnn vajinal sivilarinda dominant olan ve en kolay
izlenebilecek belirleyici bir mikroorganizmadir. BV'un tedavisi G.vaginalis ve diger
anaeroblarin baskilanmasi veya azaltilip normal ekolojik dengesine indirilmesiyle
yakindan iligkilidir''. BV igin “Centers for Disease Control” (CDC) tarafindan énerilen
tedavi, oral veya vajinal yolla metronidazol ya da klindamisin kullanimasidir’2. Baz
caligmalarda ise, tedaviye ragmen gelisen antibiyotik direnc nedeniyle tekrarlama
oranlarinda artisin oldugu bildirilmistir'®,

Bu galismada, Aile Planlamasi polikliniklerine gesitli nedenlerle bagvuran
kadinlarda BV oraninin belirlenmesi ve saglikli ve BV'lu kadinlardan izole edilen
G.vaginalis suglarinin biyotip dagiiminin ve BV tedavisinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere direng durumunun tespit edilmesi amaglanmistr.

GEREC ve YONTEM

Calisma kapsamina, Saglik Bakanligi Trabzon Dogum ve Cocuk Hastaliklari
Hastanesi ile Trabzon Ana ve Cocuk Sagligi Merkezinin Aile Planlamas
Polikliniklerine bagvuran 408 kadin dahil edildi. Gebe ve son bir ay igerisinde
antibiyotik kullanan kadinlar ¢alisma dig birakildi. Dogurganiik cagindaki kadinlardan
izinleri alindiktan sonra jinekolojik muayene esnasinda steril ekiivyon ile vajinal
yan duvarlar ve posterior forniksten olmak Uzere ikiser adet sirintu ornegdi alind..
Surlntl ornekleri, tiyoglikolat besiyeri igeren tlplere konularak soguk kosullarda
laboratuvara ulastiriidi.

Orneklerden bir tanesinden nativ ve boyall preparatlar hazirlandi. Gram
yontemi ile boyanmig preparatlar Nugent ve arkadaslarinin' énerdigi yonteme
gore degerlendirilerek BV skorlamalar yapildi. Diger eklvyon ise ekim isleminde
kullanildi. Ornekler G.vaginalis izolasyonu amaci ile hemin, vitamin K, ve %5 insan
kani ilave edilmis Columbia Nalidiksik Asit Agar (CNA) besiyerine tek koloni ekim
yontemi ile ekildi ve kuitirler %5 CO,li ortamda 48 saat inkilbe edildi. Katalaz
ve oksidaz reaksiyonlan negatif, kiltir ve boyanma 6zellikleri G.vaginalis olmasi
muhtemel kolonilerden saf kultUrler yapildi.

Saf kuilturlerden Nath ve arkadaglarinin'® énerdigi yonteme gére kromozomal
DNA izolasyonu yapildi. G.vaginalis'in 16S rRNA genine 6zgul primerler kullanilarak
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile pozitif kontrolle (G. vaginalis ATTC
49145) ayni Urln buyUkligune sahip izolatlar G.vaginalis olarak tiplendirildi'e.
G.vaginalis oldugu saptanan izolatlarin biyotiplendirmeleri Piot ve arkadaslarinin®
onerdigi lipaz, B-galaktozidaz ve hippurat hidrolizi testleri ile yapildi (Tablo I).

Tablo I: G.vaginalis Biyotiplendirmesinde Kullanilan Biyokimyasal Testler

Epidemiyolojik Biyotipler

Biyokimyasal testler 1 2 3 4 5 6 7 8
Beta-galaktozidaz + - - + - + 4
Lipaz - + + + - - _ _
Hippurat Hidrolizi + + - - i 4 = =




24 G.VAGINALIS iZOLASYON VE TIPLENDIRME

Antibiyotik duyarlilik testleri, gerek izolatlarin tekrar pasajlarindaki treme
basarisizliklar gerekse antibiyotik etken maddelerinin yetersizligi nedeniyle sadece
40 izolat igin uygulanabildi. Metronidazol igin MIK degerleri agar diliisyon yéntemi
ile belirlendi'’. Klindamisin icinse, ilacin etken maddesi elde edilemedigi i¢in direng
paternleri disk diflizyon testi ile dederlendirildi®.

istatistiksel degerlendirme Fisher's ve ki kare testleri kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Calismaya alinan kadinlarin %29.9'u (122/408) Nugent™ skorlamasina gore
mikroskobik olarak bakteriyel vajinoz (BV) olarak degerlendiriimigtir (Tablo Il).
Tum érneklerden G.vaginalis izolasyon orani ise %23 (94/408) olarak saptanmistir.
Izolatlarin %56.4'tnln (53/94) BV'lu kadinlardan, %8.5'inin ise (8/94) normal vajinal
floraya sahip kadinlardan izole edildigi belirlenmis ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Orneklerin mikroskobik tanilarina gére dagilimi ve
kultirden G.vaginalis izolasyon oranlar Tablo lI'de gortlmektedir.

Tablo II: Orneklerin Mikroskobik Tanilarna Gére Dagilimi ve
G.vaginalis Izolasyon Oranlari

G.vaginalis izolasyonu

Mikroskopik Tan Sayi (%) Sayi (%)
Bakteriyel vajinoz 122 (29.9) 53 (56.4)
Ara flora 120 (29.4) 32 (34.0)
Normal vajinal flora 137 (33 6) 8 (8.5)
Mikotik vajinit 8 (4.4 =

Parazitik vajinit 1 (0. 2) -

Degerlendirilemeyen 10 (2.5) 1 (1.0)
Toplam 408 (100) 94 (100)

lzole edilen 94 G.vaginalis susundan (g, pasajlar sonucu tekrar

‘Uretilemediginden 91 izolat biyotiplendirilebilmig ve sonuglar Tablo IlI'de

verilmistir.

Tablo lll: G vaginalis Biyotiplerinin Dagilimi

Biyotip Say (%)

40 (43.9)

8 (8.7)
2 (21)
16 (17.5)
18 (19.7)
2
2
3

(2.1)
(2.1)
(3.2)
Toplam 91 (100)

O~NO O W —
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En sik rastlanan biyotiplerin tip 1, 5 ve 4 oldugu belirlenmis ve yapilan
istatistiksel degerlendirmede, BV'lu ve normal floraya sahip kadinlardan izole edilen
suglar arasinda biyotip profilleri agisindan bir fark bulunamamistir (p=0.687).

Antibiyotik direng durumlarn arastinlan 40 izolatin 28'i (%70) metronidazole
direngli (232 pg/ml) bulunmus, direngli olanlarin 16'sinda (%57) yiksek MiK
degerleri (2128 pg/ml) tespit edilmistir. izolatlarda klindamisin direnci ise %53
(21/40) olarak saptanmustir. Biyotip 1 digindaki tiplere ait yeterli sayida izolat
bulunmadigi igin biyotipler arasinda metronidazol ve klindamisin direnci agisindan
fark olup olmadigi istatistiksel olarak degerlendirilememistir.

TARTISMA

Bakteriyel vajinoz (BV), dogurganlik cagindaki kadinlarda gorllen en yaygin
vajinal enfeksiyondur. Gebe olmayan kadinlarda %15-30, gebelerde ise %50'den
daha yUksek oranlarda karsimiza gikmaktadir'®?, BV'un tedavisinde en sik
kullanilan antibiyotikler metronidazol ve klindamisindir, ancak gebe kadinlarda
amoksisilin tercih edilmektedir®. Her ne kadar normal vajinal floranin bir uyesi
olarak kabul edilse de G.vaginalis, BV'un etiyolojisinde klinik neme sahiptir. BV'lu
kadinlarin %98'inden G.vaginalis izole edilmesinin de bu hipotezi destekledigi
dusunulmektedir®,

Bu galismada, vajinal sUrlinta 6rnedi alinan 408 kadinin yaklasik %30'unda
BV tespit edilmis ve izole edilen G.vaginalis suslarinin %56.4'niin BV'lu hastalara
ait oldugu saptanmistir. G.vaginalis biyotiplerinden tip 1 (%43.9), tip 5 (%19.7)
ve tip 4 (%17.5) en sik izole edilirken, tUm kadinlarda en az siklikta biyotip 6,
7 ve 8 bulunmustur. Calismamizda, BV'lu ve normal floraya sahip kadinlarda
G.vaginalis izolasyon orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmis
(p<0.05), ancak izolatlarin biyotip profilleri agisindan bu gruplar arasinda énemi|
bir fark bulunamamigtir (p>0.05). Aroutcheva ve arkadaslar®' BV'lu kadinlarin
%87.5'inden G.vaginalis izole etmigler, biyotip 5'in daha ziyade saglikli kadinlardan
izole edildigini, buna kargin BV'lu kadinlarda biyotip 7 ve 8'in daha sik oldugunu
bildirmiglerdir. Piot ve arkadaslar?® tg farkli cografik bélgede yaptiklari caligsmada,
siraslyla biyotip 1, 5 ve 2'yi en yaygin biyotipler olarak rapor etmislerdir. Briselden
ve arkadaglarinin® caligmasinda ise, sik rastlanan biyotip siralamasi tip 5, 6, 1
ve 8 olarak belirlenmis, tip 7 ise hig izole edilmemistir. Pandit ve arkadaglarinin®
caligmasinda biyotip 5, 1 ve 2 siklikla izole edilirken, Simoes ve arkadaslarinin®
calismasinda en sik biyotip 7 ve 5 saptanmistir. Tim bu veriler, biyotip profil
dagiiminin bolgesel ve toplumsal farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.

Son yillarda G.vaginalis suslarinin metronidazol direncinde artis oldugu
dikkati gekmektedir. Ayesha ve arkadaslar® 1993 yilinda yaptiklari calismada,
%20 oraninda metronidazol direnci saptadiklarini ve sadece bir susta yuksek
MIK duzeyi (=128 ug/ml) oldugunu bildirmiglerdir. Buna karsin Aroutcheva ve
arkadaglarnin® 2001 yilinda yayinlanan galigmalarinda, G.vaginalis izolatlarinda
metronidazol direnci %64 olarak bildiriimis ve biyotip 5 ile 7'nin metronidazole
direngli suslarin %78'ini olusturdugu ifade edilmistir. Yapilan bir baska galismada,
%28 oraninda metronidazol direnci saptanirken, tim suslarin klindamisine duyarl
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oldugu bildirilmigtir?®. Bannatyne ve arkadaglarn® da, metronidazole direngli
G.vaginalis suslar ile tedavide basarisizliklar bildirmektedirler. Galigmamizda,
G.vaginalis suslarinin %70'inde metronidazol direnci tespit edilmig, direngli
olanlarin %57'sinde ise yiksek MIK degerleri saptanmistir (2128 pg/ml). Ancak
biyotip 1 digindaki izolat sayisinin yeterli olmamasi nedeniyle, biyotipler arasinda
metronidazol ve klindamisin direnci agisindan fark olup olmadigi istatistiksel olarak
degerlendirilememistir.

G.vaginalis izolasyon oraninin %23 olarak belirlendigi galigmamizda, izolatlarin
%56.4'n0n bakteriyel vajinozlu kadinlarda saptandigi izienmig ve en sik rastlanan
biyotiplerin sirasiyla tip 1, 5 ve 4 oldugu tespit edilmigtir. Bulgularimiz ayrica,
G.vaginalis izolatlarinda metronidazol direncinin gtz ardi edilemeyecek duzeyde
yiksek oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, G.vaginalis biyotiplerinin bakteriyel
vajinozun patogenezi ve antibiyotik direnci ile olan iligkilerinin aydinlatimasinda, farkli
bolge ve toplumlarda yapilacak olan daha genig galigmalara gereksinim vardir.
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