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ÖZ

Amaç: Trichomonas vaginalis kamçı ve aksostil gibi yapıları olan tek hücreli bir protozoondur ve yalnızca insanı 
enfekte eder. Oluşturduğu hastalık tablosu “trichomoniasis” olarak isimlendirilen bu parazit, tüm dünyada cinsel 
yolla bulaşan etkenler arasında üst sıralarda yer almaktadır. Tanısal amaçla kültür yöntemleri kullanılmaya 
devam edilse de mikroorganizmayı sürekli alt kültürler ile saklamak yerine kriyoprezervasyon yöntemlerini 
kullanmak parazitin özelliklerini güvenle ve uzun süre korumasına yardımcı olur. Bu çalışmada, Trichomonas 
vaginalis kriyoprezervasyonunda çeşitli oranlarda at serumu kullanmanın canlılık üzerine etkisini saptamayı 
amaçladık.
Yöntem: Çalışmamızda, ATCC 30188 kodlu Trichomonas vaginalis izolatının TYM besiyerine ekimleri yapılmıştır. 
Kriyoprezervasyon işleminde belirli miktar besiyerine %20, %50, %70 ve %90 oranlarında at serumu + DMSO 
eklenmiş, steril kriyotüplerin içerisine 1 ml aktarılarak dondurulmuştur. Çalışma zamanı izolat canlandırılmış, 
sonraki günlerde üremesi kontrol edilmiştir. 
Bulgular: Kriyoprezervasyon işleminde Trichomonas vaginalis izolatlarında at serumunun artan oranlarda 
kullanımının canlılığa katkıda bulunduğu görülmüştür. Yüzde 20, %50, %70 ve %90 oranında at serumu ile 
kriyoprezervasyonu yapılmış izolatların canlılıkları sırasıyla %50, %60, %70 ve %75 olarak bulunmuştur. İzolatın 
takip eden günlerde benzer şekilde yüksek oranlarda üremeye devam ettiği fark edilmiştir. 
Sonuç: Trichomonas vaginalisin kriyoprezervasyon işleminde at serumunun artan oranlarda kullanılması olumlu 
bir etkiye sahiptir. Kriyoprezervasyon protokolleri oluşturulurken, hem hücrelerin ve mikroorganizmaların 
birbirinden farklı biyolojik özellikleri göz önünde bulundurulmalı hem de kullanılan biyokimyasal içeriğin en 
uygun oranları hesaplanmalıdır.

Anahtar kelimeler: Trichomonas vaginalis, at serumu, kriyoprezervasyon

ABSTRACT

Objective: Trichomonas vaginalis is a single-celled protozoan with structures such as flagella and axostyle, and 
it infects only the humans. This parasite, the causative agent of trichomoniasis, ranks high among sexually 
transmitted agents all over the world. Although culture methods continue to be used for diagnostic purposes, 
using cryopreservation methods instead of keeping the microorganism with continuous subcultures helps 
maintenance of the safe for a long time. In this study, we aimed to determine the effects of using horse serum 
at various rates on the viability of Trichomonas vaginalis trophozoites during cryopreservation.
Methods: In our study, the isolate of Trichomonas vaginalis encoded as ATCC 30188 was cultivated in TYM 
media. For cryopreservation, 20%, 50%, 70%, and 90% of horse serum + DMSO were added to a certain amount 
of medium and 1 ml of the mixture was transferred into sterile cryotubes and frozen. It was thawed at the time 
of the study and checked for growth in the following days. 
Results: It has been observed that increasing rates of horse serum in Trichomonas vaginalis isolates contributes 
to viability in cryopreservation. The viability of the isolates cryopreserved with 20%, 50%, 70% and 90% of horse 
serum were found to be 50%, 60%, 70% and 75%, respectively. The isolate continued to grow at similar high 
rates in the following days, as well.
Conclusion: The use of increasing concentrations of horse serum has a positive effect in the cryopreservation of 
Trichomonas vaginalis. Unique biological properties of cells and microorganisms should be taken into account 
while creating cryopreservation protocols, and the most appropriate rates of all biochemical content should 
be calculated.
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GİRİŞ

Trichomonas vaginalis tek hücreli, kamçılı, 
mikroaerofilik vajinit etkeni bir protozoondur. 
Bu protozoonun oluşturduğu hastalık olan 
trichomoniasis cinsel yolla bulaşan nonviral 
etkenler arasında ilk sırayı almaktadır. 2016 yılı 
için tüm dünyada 156 milyon yeni olgunun olduğu 
düşünülmektedir(1). Trichomoniasis, önemli bir 
iş günü kaybı nedenidir(2). Türkiye’de prevalans, 
çalışmaların yapıldığı topluluğun sosyoekonomik 
özelliklerine, yıllar ve kullanılan tekniklere göre 
değişmektedir. Yereli ve ark.(3) 1997 yılında prevalansı 
%13.1, Östan ve ark.(4) 2005 yılında %4.7, Doğan ve 
ark.(5) 2019 yılında %6.7-%8.6 arasında bulmuşlardır. 

Trichomoniasis, kadınlarda yaklaşık %50 oranında 
asemptomatik olsa da görülen semptomlar hafiften 
şiddetliye doğru değişmektedir. Sıklıkla akıntı, 
kızarıklık, kaşıntı, yanma ve ağrılı cinsel ilişki gibi 
vajinit semptomları görülen bu hastalık uygun tedavi 
edilmediğinde servisit, üretrit, pelvik inflamatuar 
hastalık, infertilite, servikal kanser ile de ilişkilidir(6-8). 
Gebelik süresinde trichomoniasis enfeksiyonu, 
preterm doğum ve düşük doğum ağırlıklı bebek 
ile ilişkilidir(9). Erkeklerde T. vaginalis enfeksiyonu 
genellikle asemptomatik olsa da dizüri ve akıntı ile 
seyreden üretrit tabloları, ateş, sık ve ani idrara çıkma 
isteği ve genital bölgede ağrı ile seyreden prostatit 
tabloları görülebilir(10).

Hareketli parazitleri görebileceğimiz vajinal veya 
servikal örneklerden direkt mikroskopi yöntemi, 
tanıda ilk tercih edilebilecek yöntemdir. Direkt 
mikroskopi tüm diğer metotlara göre kolay, hızlı, 
ucuz ve en az tecrübe isteyen metottur. Günümüzde 
moleküler yöntemler de tanı için kullanılmaktadır, 
ancak bu mikroorganizma için hâlen kültürün altın 
standart olduğu kabul edilmektedir(11). Tanı amacıyla 
parazitleri üretebilmek için sıvı ve katı olmak üzere 
çeşitli besiyerleri kullanılmaktadır. Sıklıkla TYM 
(Tripticase-Yeast Exract-Maltose), CPLM (Sistein-
Pepton-Karaciğer-Maltoz) gibi at serumu içeren 
besiyerinde üretilip, çoğaltılmakta ve sürekli pasajlar 
ile saklanmaktadır(12).

Mikroorganizmayı sürekli pasajlar ile saklamak çok 
maliyetlidir, hem iş gücü kaybına neden olmaktadır 
hem de parazitin çeşitli orijinal biyolojik ve metabolik 
özelliklerinin kaybı ile sonuçlanabilmektedir. 
Laboratuvarda uygulanan tanı testleri ve araştırmalar 
için canlı parazitlere gereksinim duyulmaktadır. 
Parazitlerin kültür ortamlarının yenilenmesi sırasında 
yapılabilecek hatalar, parazitin ölmesine ve araştırma 
sırasında geri dönüşsüz kayıplara neden olur. Parazit 
suşlarının besiyerlerinde sürdürülmesinin zor, 
pahalı ve zaman alıcı olması gibi nedenlerle yapılan 
kriyoprezervasyon işlemi, canlı hücre ve dokuların 
korunması için çok düşük sıcaklıkların kullanılmasıdır. 
Kriyoprezervasyon ile parazit, ilk günkü gibi 
virülansı korunmuş hâliyle saklanabilmektedir. 
Plasmodium spp, Leishmania spp, Toxocara canis 
gibi kan parazitlerinin hatta nematod larvalarının 
kriyoprezervasyon protokolleri ile saklandığı 
bilinmektedir(12-17).

Kriyoprezervasyon yöntemini kullanılması, aşı, ilaç 
ve etken madde taramaları gibi çalışmaların sağlıklı 
sonuçlanması için parazitin güvenli ve uzun süre, 
özelliklerini kaybetmemesini sağlar(17).

Farklı mikroorganizmaların üretiminde kullanılan 
besiyerlerinde kullanılan at serumunun olumlu 
etkileri bilinmektedir, aynı zamanda bakteri 
kriyoprezervasyonunda etkisini araştıran çalışmalar 
da olmuştur(18-19). Türkiye’de de T. vaginalis üretiminde 
besiyerlerinde at serumu kullanılmıştır(20). T. vaginalis 
in vitro besiyerlerindeki üretiminde at serumu tercih 
edilmektedir, ancak kriyoprezervasyonunda ne 
düzeyde etkili olabileceği yeterince bilinmemektedir. 
Bu nedenle biz de çalışmamızda, T. vaginalis 
kriyoprezervasyonunda at serumunun canlılık 
üzerine etkisini saptamayı amaçladık.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda, Manisa Celal Bayar Üniversitesi, Tıp 
Fakültesi Parazit Bankası’nda bulunan ATCC 30188 
kodlu Trichomonas vaginalis izolatı kullanıldı. Sıvı 
azot tankında korunan izolat çıkarılarak 37°C’lik 
su banyosunda çözdürüldü daha sonra TYM 
besiyerlerine ekimleri yapıldı.
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TYM besiyeri hazırlama: Tripticase, yeast extract, 
maltose, L-cysteine HCl, L-ascorbic acid, KH2PO4, 
K2HPO4, distile su içerisinde karıştırıldıktan sonra agar 
eklendi ve çözünmesi sağlandı. Hazırlanan besiyeri 
otoklavlandı. Otoklavdan çıktıktan sonra 45°C’ye 
kadar soğuması beklendi ve 100 ml steril 56°C’de 
30 dk’da inaktive edilmiş at serumu eklendi. Vida 
kapaklı tüplere dağıtıldı. Penicilin G, streptomycin, 
amphotericin B karışımı antibiyotik eklendikten 
sonra TYM besiyeri olarak kullanıldı. 

Sıvı azot tankından çıkarılarak TYM besiyerine ekimi 
yapılan ATCC 30188 kodlu T. vaginalis izolatı 37°C’de 
inkübe edildi. Gün aşırı üreme durumu kontrol edildi. 
Üçüncü gün sonunda TYM besiyerinde bol miktarda 
üreyen izolat çalışmamızda kullanılmıştır. 

Kriyoprezervasyon işleminden önce TYM besiyerinde 
üreyen izolatın canlılık durumu trypan blue boyası ile 
Thoma lamında sayılarak kontrol edildi. Çalışmaya 
başlamadan önce T. vaginalis izolatı 104 parazit/ml 
olacak şekilde ayarlandı. Daha sonra 3 ml parazit 
içeren besiyeri içerisine son konsantrasyonu %15 
olacak şekilde farklı oranlarda DMSO+at serumu 
eklendi ve homojen bir şekilde karıştırıldı (Tablo 1). 
Karıştırıldıktan sonra steril kriyo tüplerin içerisine 1 

ml olacak şekilde aktarıldı. Kriyo tüpleri “cool cell” 
kutularına konarak -86°C’lik derin dondurucuya 
aktarıldı ve burada bir gece bekletildi. Ertesi gün 
“cool cell” kutuları içerisindeki kriyo tüpleri sıvı 
azot tanklarına aktarılarak kriyoprezervasyon işlemi 
tamamlandı(21,22).

Sıvı azot tankına aktarılan örnekler altı ay sonra 
çıkarılarak 37°C’lik su banyosunda çözdürüldü ve 
canlılık kontrolleri trypan blue boyası ile Thoma 
lamında sayılarak yapıldı. Canlılık kontrolleri yapılan 
izolatlar TYM besiyerine ekimleri yapılarak 37°C’lik 
etüve kaldırıldı. Örneklerin canlılık durumları gün 
aşırı trypan blue boyası ile Thoma lamında sayılarak 
incelendi.

BULGULAR

Yaptığımız çalışma sonucunda günlere göre T. 
vaginalis kültürünün üreme yoğunlukları Tablo 2’de 
verilmiştir. Kriyoprotektana ilave edilen sırasıyla %20, 
%50, %70 ve %90 at serumu ile %50, %60, %70 ve 
%75 kriyoprezervasyon sonrası canlılık saptanmıştır 
(Tablo 2). Takip eden günlerde canlandırma 
günündeki oranlara paralel şekilde T. vaginalis 
üremeleri görülmüştür.

Tablo 1. Kriyoprezervasyon aşamasında Kriyoprotektana ilave edilen at serumu yüzdeleri

At Serumu Oranı (%) At Serumu Miktarı (µl) Kriyoprotektan* Miktarı (µl) TYM** Besiyeri Miktarı (µl) Toplam Besiyeri Miktarı (µl)

%20 90 360 2550 3000

%50 225 225 2550 3000

%70 315 135 2550 3000

%90 405 45 2550 3000

*DMSO: Dimetilsülfoksit; **TYM: Tripticase, Yeast Extract, Maltose

Tablo 2. Kriyoprezervasyon sonrası Trichomonas vaginalis’lerin üreme oranları 

At Serumu Yüzdesi (%) Kriyoprezervasyon Aşamasında* Canlandırılma Günü 2. Gün* 3. Gün*

20 104 %50 canlı 3x105 3x106

50 104 %60 canlı 4x105 4x106

70 104 %70 canlı 4x105 4x106

90 104 %75 canlı 5x105 5x106

* Parazit/ml
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TARTIŞMA

Trichomonas vaginalis, viral olmayan cinsel 
yolla bulaşan etkenler arasında sık saptanan 
patojenlerdendir(23). Parazitlerin uygun şekilde 
saklanabilmesi, kriyoprezervasyon yöntemleri 
ile olasıdır. Dondurma sırasında oluşan buz 
kristallerinin hücreleri parçalayabildiği, doğrudan 
mekanik etkilerle ya da sıvı fazın bileşimindeki 
değişikliklere bağlı olarak hücrelere zarar verdiği 
bilinmektedir. Bu nedenle kriyoprotektan adı verilen 
bileşikler kullanılmaktadır(12). Ancak, hücreler 
yüksek doz kriyoprotektanlar ile karşılaştığında, 
ozmotik dehidratasyona uğrarlar. Bu nedenle 
kriyoprezervasyon protokolleri belirlenirken, 
hücrelerin birbirinden farklı biyolojik özellikleri 
göz önünde tutularak hesaplanmalıdır(12). Pek 
çok parazitin en ideal kriyoprezervasyonu ile ilgili 
çalışmalar yapılmıştır. Çavuş ve ark.(17) Leishmania 
türlerinde yaptıkları çalışmada, kriyoprezervasyon 
işlemi sonrasında %60-65 canlılık oranını elde 
etmişlerdir. Verma ve ark.(24) Sarcocystis türlerinde 
farklı yaşam döngülerinde başarılı oldukları 
kriyoprezervasyon protokollerini çalışmalarında 
paylaşmışlardır. Filardi ve ark.(25) Trypanasoma cruzi 
kriyoprezervasyon çalışmalarında suşların biyolojik 
özelliklerinin değişmediğini saptamışlardır. Laurimae 
ve ark.(26) ise 35 yıl önce kriyoprezerve ettikleri 
Echinococcus multilocularis prostokolekslerinde 
%76 metasestodlarında %42 canlılık oranları 
saptamışlardır. 

Trichomonas vaginalis’in in vitro kültürlerinde at 
serumunu değerlendiren çeşitli çalışmalar mevcuttur. 
Atambay ve ark.(20) yaptıkları çalışmada, insan, at ve 
koyun serumlarında üremeleri karşılaştırmışlardır. 
Benzer şekilde Dağcı ve ark.(27) yaptıkları çalışmada, 
insan, at ve fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum-
FBS) kullanarak T. vaginalis üremesine olan etkilerini 
araştırmışlardır. Bu çalışmalara göre, at serumu 
olumlu katkı yapmakla beraber, suşa göre değişiklik 
gösterdiği saptanmıştır. Üstün ve ark.(22) gliserin ve 
dimetilsülfoksit ile T. vaginalis kriyoprezervasyonunu 
yaptıklarını bildirmişleridir. Matsuo(28) T. vaginalis 
kriyoprezervasyonunda çeşitli kriyoprotektan 
oranlarında ve yavaş soğutma-hızlı dondurma 
sonucunda canlılık oranlarını değerlendirmiştir. Yavaş 

soğutma protokolü, hızlı dondurma protokolüne 
göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek canlılık 
oranlarına sahip bulunmuştur. Miyake ve ark.
(29)’nın kriyoprezervasyon çalışmasında, T. vaginalis, 
Entamoeba hystolytica, Leishmania amozonensis, 
Blastocystis hominis, Trypanosoma brucei gambiense, 
Pentatrichomonas hominis protozoan parazitlerinin 
canlılığının korunmasına kriyoprotektan maddelerin 
ve ısı değişimlerinin etkisini araştırmışlardır. Bu 
çalışmada, gliserol, polivinilpirolidon, propanediol, 
yumurta sarısı, at serumu ve DMSO ayrı kriyoprotektan 
maddeler olarak kullanılmıştır. Tüm bu çalışmaların 
sonucunda, at serumunun kriyoprotektan madde 
olarak değil kriyoprotektan maddeleri dengeleyici 
olarak kullanılması daha uygun gibi görünmektedir. 
At serumunun, T. vaginalis’i kaplayarak koruyucu 
olabileceği ve aynı zamanda at serumu kullanımının 
DMSO’nun daha seyreltik hâle gelip zehirli etkisinin 
hafiflemesini sağlayarak canlılığa katkısı olabileceğini 
düşünmekteyiz. 

Sonuç olarak, at serumunun artan oranlarda 
kullanılması kriyoprezervasyon işleminin sonunda 
canlılığa ve parazitin çoğalmasına katkıda 
bulunmuştur. T. vaginalis kriyoprezervasyon işleminin 
optimizasyonu için çalışmaların devam edeceği 
düşünülmüştür.
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