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Amag: Trichomonas vaginalis kamgi ve aksostil gibi yapilari olan tek hiicreli bir protozoondur ve yalnizca insani
enfekte eder. Olusturdugu hastalik tablosu “trichomoniasis” olarak isimlendirilen bu parazit, tim diinyada cinsel
yolla bulasan etkenler arasinda (st siralarda yer almaktadir. Tanisal amagla kiiltiir yéntemleri kullanilmaya
devam edilse de mikroorganizmayi sirekli alt kiiltiirler ile saklamak yerine kriyoprezervasyon yontemlerini
kullanmak parazitin ézelliklerini giivenle ve uzun siire korumasina yardimci olur. Bu ¢alismada, Trichomonas
vaginalis kriyoprezervasyonunda cesitli oranlarda at serumu kullanmanin canlilik izerine etkisini saptamayi
amagladik.

Yontem: Calismamizda, ATCC 30188 kodlu Trichomonas vaginalis izolatinin TYM besiyerine ekimleri yapilmistir.
Kriyoprezervasyon isleminde belirli miktar besiyerine %20, %50, %70 ve %90 oranlarinda at serumu + DMSO
eklenmis, steril kriyottplerin igerisine 1 ml aktarilarak dondurulmustur. Calisma zamani izolat canlandiriimis,
sonraki glinlerde tiremesi kontrol edilmistir.

Bulgular: Kriyoprezervasyon isleminde Trichomonas vaginalis izolatlarinda at serumunun artan oranlarda
kullaniminin canliiga katkida bulundugu gérilmustir. Yizde 20, %50, %70 ve %90 oraninda at serumu ile
kriyoprezervasyonu yapilmis izolatlarin canliliklari sirasiyla %50, %60, %70 ve %75 olarak bulunmustur. izolatin
takip eden gtinlerde benzer sekilde yiiksek oranlarda tiremeye devam ettigi fark edilmistir.

Sonug: Trichomonas vaginalisin kriyoprezervasyon isleminde at serumunun artan oranlarda kullaniimasi olumlu
bir etkiye sahiptir. Kriyoprezervasyon protokolleri olusturulurken, hem hiicrelerin ve mikroorganizmalarin
birbirinden farkli biyolojik ézellikleri g6z éniinde bulundurulmali hem de kullanilan biyokimyasal igerigin en
uygun oranlari hesaplanmalidir.

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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GiRiS

Trichomonas vaginalis tek hicreli, kamgil,
mikroaerofilik vajinit etkeni bir protozoondur.
Bu protozoonun olusturdugu hastalik olan
trichomoniasis cinsel yolla bulasan nonviral
etkenler arasinda ilk sirayr almaktadir. 2016 yili
icin tim diinyada 156 milyon yeni olgunun oldugu
dusinilmektedir®.  Trichomoniasis, 6nemli bir
is ginu kaybi nedenidir®. Tirkiye’de prevalans,
calismalarin  yapildigi toplulugun sosyoekonomik
ozelliklerine, yillar ve kullanilan tekniklere goére
degismektedir. Yereli ve ark.® 1997 yilinda prevalansi
%13.1, Ostan ve ark.”’ 2005 yilinda %4.7, Dogan ve
ark.® 2019 yilinda %6.7-%8.6 arasinda bulmusglardir.

Trichomoniasis, kadinlarda yaklasik %50 oraninda
asemptomatik olsa da gorilen semptomlar hafiften
siddetliye dogru degismektedir. Siklikla akinti,
kizariklik, kasinti, yanma ve agrili cinsel iliski gibi
vajinit semptomlari goriilen bu hastalik uygun tedavi
edilmediginde servisit, Uretrit, pelvik inflamatuar
hastalik, infertilite, servikal kanser ile de iliskilidir®®.
Gebelik siresinde trichomoniasis enfeksiyonu,
preterm dogum ve dusik dogum agirlikli bebek
ile iliskilidir®. Erkeklerde T. vaginalis enfeksiyonu
genellikle asemptomatik olsa da diziiri ve akinti ile
seyreden Uretrit tablolari, ates, sik ve ani idrara ¢itkma
istegi ve genital bolgede agri ile seyreden prostatit
tablolari gorilebilir®®),

Hareketli parazitleri gorebilecegimiz vajinal veya
servikal oOrneklerden direkt mikroskopi yontemi,
tanida ilk tercih edilebilecek yontemdir. Direkt
mikroskopi tim diger metotlara gére kolay, hizh,
ucuz ve en az tecriibe isteyen metottur. Glinimizde
molekiler yontemler de tani igin kullaniimaktadir,
ancak bu mikroorganizma igin halen kulturin altin
standart oldugu kabul edilmektedir*?. Tani amaciyla
parazitleri tretebilmek icin sivi ve kati olmak lzere
cesitli besiyerleri kullanilmaktadir. Siklikla TYM
(Tripticase-Yeast Exract-Maltose), CPLM (Sistein-
Pepton-Karaciger-Maltoz) gibi at serumu igeren
besiyerinde Uretilip, cogaltiimakta ve slrekli pasajlar
ile saklanmaktadirt*?,
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Mikroorganizmayi surekli pasajlar ile saklamak c¢ok
maliyetlidir, hem is giici kaybina neden olmaktadir
hem de parazitin gesitli orijinal biyolojik ve metabolik
ozelliklerinin ~ kaybi ile  sonuglanabilmektedir.
Laboratuvarda uygulanan tani testleri ve arastirmalar
icin canli parazitlere gereksinim duyulmaktadir.
Parazitlerin kiltur ortamlarinin yenilenmesi sirasinda
yapilabilecek hatalar, parazitin 6lmesine ve arastirma
sirasinda geri donussiz kayiplara neden olur. Parazit
suglarinin  besiyerlerinde  strdirilmesinin  zor,
pahali ve zaman alici olmasi gibi nedenlerle yapilan
kriyoprezervasyon islemi, canli hiicre ve dokularin
korunmasi icin ok diistik sicakhklarin kullaniimasidir.
Kriyoprezervasyon ile parazit, ilk gunkid gibi
virtlansi  korunmus haliyle saklanabilmektedir.
Plasmodium spp, Leishmania spp, Toxocara canis
gibi kan parazitlerinin hatta nematod larvalarinin
kriyoprezervasyon  protokolleri ile  saklandigi
bilinmektedir1217),

Kriyoprezervasyon yontemini kullaniimasi, asi, ilag
ve etken madde taramalari gibi calismalarin saghkl
sonuclanmasi icin parazitin givenli ve uzun sire,
ozelliklerini kaybetmemesini saglar®”).

Farkli mikroorganizmalarin Gretiminde kullanilan
besiyerlerinde kullanilan at serumunun olumlu
etkileri  bilinmektedir, ayni zamanda bakteri
kriyoprezervasyonunda etkisini arastiran galismalar
da olmustur®®19), Turkiye’de de T. vaginalis Gretiminde
besiyerlerinde at serumu kullanilmistir??. T. vaginalis
in vitro besiyerlerindeki tGretiminde at serumu tercih
edilmektedir, ancak kriyoprezervasyonunda ne
diizeyde etkili olabilecegi yeterince bilinmemektedir.
Bu nedenle biz de g¢alismamizda, T. vaginalis
kriyoprezervasyonunda at serumunun canlilik
Uzerine etkisini saptamayi amacladik.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip
Fakiltesi Parazit Bankas’nda bulunan ATCC 30188
kodlu Trichomonas vaginalis izolati kullanildi. Sivi
azot tankinda korunan izolat cikarilarak 37°C’lik
su banyosunda ¢ozdlrildi daha sonra TYM
besiyerlerine ekimleri yapildi.
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TYM besiyeri hazirlama: Tripticase, yeast extract,
maltose, L-cysteine HCI, L-ascorbic acid, KH,PO,,
K,HPO,, distile su icerisinde karigtirildiktan sonra agar
eklendi ve ¢6ziinmesi saglandi. Hazirlanan besiyeri
otoklavlandi. Otoklavdan giktiktan sonra 45°C’ye
kadar sogumasi beklendi ve 100 ml steril 56°C’de
30 dk’da inaktive edilmis at serumu eklendi. Vida
kapakli tiplere dagitildi. Penicilin G, streptomycin,
amphotericin B karisimi antibiyotik eklendikten
sonra TYM besiyeri olarak kullanildi.

Sivi azot tankindan cikarilarak TYM besiyerine ekimi
yapilan ATCC 30188 kodlu T. vaginalis izolati 37°C’de
inklbe edildi. Gln asiri Greme durumu kontrol edildi.
Uglincii giin sonunda TYM besiyerinde bol miktarda
Ureyen izolat ¢calismamizda kullaniimistir.

Kriyoprezervasyon isleminden énce TYM besiyerinde
Ureyen izolatin canlilik durumu trypan blue boyasi ile
Thoma laminda sayilarak kontrol edildi. Calismaya
baslamadan 6nce T. vaginalis izolati 10* parazit/ml
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra 3 ml parazit
iceren besiyeri icerisine son konsantrasyonu %15
olacak sekilde farkli oranlarda DMSO+at serumu
eklendi ve homojen bir sekilde karistirildi (Tablo 1).
Karistirildiktan sonra steril kriyo tlplerin icerisine 1

ml olacak sekilde aktarildi. Kriyo ttpleri “cool cell”
kutularina konarak -86°C’lik derin dondurucuya
aktarildi ve burada bir gece bekletildi. Ertesi gin
“cool cell” kutulari igerisindeki kriyo tlpleri sivi
azot tanklarina aktarilarak kriyoprezervasyon islemi
tamamlandi?+2?),

Sivi azot tankina aktarilan o6rnekler alti ay sonra
¢ikarilarak 37°C’lik su banyosunda ¢ozduruldia ve
canlihk kontrolleri trypan blue boyasi ile Thoma
laminda sayilarak yapildi. Canlilik kontrolleri yapilan
izolatlar TYM besiyerine ekimleri yapilarak 37°C’lik
etiive kaldirildi. Orneklerin canllik durumlari giin
asiri trypan blue boyasi ile Thoma laminda sayilarak
incelendi.

BULGULAR

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda glinlere goére T
vaginalis kultUrinin Greme yogunluklari Tablo 2’de
verilmistir. Kriyoprotektana ilave edilen sirasiyla %20,
%50, %70 ve %90 at serumu ile %50, %60, %70 ve
%75 kriyoprezervasyon sonrasi canllik saptanmistir
(Tablo 2). Takip eden giinlerde canlandirma
gliniindeki oranlara paralel sekilde T. vaginalis
Uremeleri gortlmustar.

Tablo 1. Kriyoprezervasyon agsamasinda Kriyoprotektana ilave edilen at serumu yiizdeleri

At Serumu Orani (%) At Serumu Miktari (ul) Kriyoprotektan* Miktari (ul) TYM** Besiyeri Miktari (ul) Toplam Besiyeri Miktari (pl)

%20 90 360 2550 3000
%50 225 225 2550 3000
%70 315 135 2550 3000
%90 405 45 2550 3000
*DMSO: Dimetilsiilfoksit; **TYM: Tripticase, Yeast Extract, Maltose

Tablo 2. Kriyoprezervasyon sonrasi Trichomonas vaginalis’lerin {ireme oranlari

At Serumu Yiizdesi (%) Kriyoprezervasyon Asamasinda* Canlandirilma Giinii 2. Giin* 3. Giin*
20 10* %50 canli 3x10° 3x10°
50 10 %60 canli 4x10° 4x10°
70 10* %70 canli 4x10° 4x10°
90 10* %75 canli 5x10° 5x10°

* Parazit/ml
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TARTISMA

Trichomonas vaginalis, viral olmayan cinsel
yolla bulasan etkenler arasinda sik saptanan
patojenlerdendir?®.  Parazitlerin uygun sekilde
saklanabilmesi, kriyoprezervasyon  yontemleri
ile olasidir. Dondurma sirasinda olusan buz
kristallerinin hcreleri pargalayabildigi, dogrudan
mekanik etkilerle ya da sivi fazin bilesimindeki
degisikliklere bagh olarak hicrelere zarar verdigi
bilinmektedir. Bu nedenle kriyoprotektan adi verilen
bilesikler  kullaniimaktadir*?.  Ancak, hicreler
yiuksek doz kriyoprotektanlar ile karsilastiginda,
ozmotik dehidratasyona ugrarlar. Bu nedenle
kriyoprezervasyon protokolleri belirlenirken,
hicrelerin  birbirinden farkli biyolojik 6zellikleri
gbz oOntnde tutularak hesaplanmalidir®?. Pek
cok parazitin en ideal kriyoprezervasyonu ile ilgili
calismalar yapilmistir. Cavus ve ark.*”) Leishmania
turlerinde yaptiklari calismada, kriyoprezervasyon
islemi sonrasinda %60-65 canliik oranini elde
etmiglerdir. Verma ve ark.?* Sarcocystis tirlerinde
farkli  yasam dongllerinde basarili  olduklar
kriyoprezervasyon  protokollerini  ¢alismalarinda
paylasmislardir. Filardi ve ark.?® Trypanasoma cruzi
kriyoprezervasyon calismalarinda suslarin biyolojik
ozelliklerinin degismedigini saptamislardir. Laurimae
ve ark.?® ise 35 yil dnce kriyoprezerve ettikleri
Echinococcus  multilocularis  prostokolekslerinde
%76 metasestodlarinda %42 canlilik oranlari
saptamislardir.

Trichomonas vaginalis’in in vitro kiltirlerinde at
serumunu degerlendiren gesitli calismalar mevcuttur.
Atambay ve ark.?? yaptiklari calismada, insan, at ve
koyun serumlarinda Uremeleri karsilastirmislardir.
Benzer sekilde Dagci ve ark.?” yaptiklari ¢alismada,
insan, at ve fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum-
FBS) kullanarak T. vaginalis iremesine olan etkilerini
arastirmiglardir. Bu ¢alismalara gore, at serumu
olumlu katki yapmakla beraber, susa gore degisiklik
gosterdigi saptanmistir. Ustiin ve ark.?? gliserin ve
dimetilstlfoksit ile T. vaginalis kriyoprezervasyonunu
yaptiklarini bildirmisleridir. Matsuo®?® T. vaginalis
kriyoprezervasyonunda cesitli kriyoprotektan
oranlarinda ve vyavas sogutma-hizi dondurma
sonucunda canhlik oranlarini degerlendirmistir. Yavas
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sogutma protokoll, hizli dondurma protokoliine
gore istatistiksel olarak anlamli yiksek canhhk
oranlarina sahip bulunmustur. Miyake ve ark.
2%nin kriyoprezervasyon c¢alismasinda, T. vaginalis,
Entamoeba hystolytica, Leishmania amozonensis,
Blastocystis hominis, Trypanosoma brucei gambiense,
Pentatrichomonas hominis protozoan parazitlerinin
canliliginin korunmasina kriyoprotektan maddelerin
ve 1Isi degisimlerinin etkisini arastirmiglardir. Bu
calismada, gliserol, polivinilpirolidon, propanediol,
yumurtasarisi,atserumuve DMSO ayrikriyoprotektan
maddeler olarak kullaniimistir. Tim bu g¢alismalarin
sonucunda, at serumunun kriyoprotektan madde
olarak degil kriyoprotektan maddeleri dengeleyici
olarak kullanilmasi daha uygun gibi gérinmektedir.
At serumunun, T. vaginalis’i kaplayarak koruyucu
olabilecegi ve ayni zamanda at serumu kullaniminin
DMSOQO’nun daha seyreltik hale gelip zehirli etkisinin
hafiflemesini saglayarak canhliga katkisi olabilecegini
distinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, at serumunun artan oranlarda
kullaniimasi kriyoprezervasyon isleminin sonunda
canlihga ve parazitin  ¢ogalmasina katkida
bulunmustur. T. vaginalis kriyoprezervasyon isleminin
optimizasyonu igin g¢alismalarin devam edecegi
distntlmustar.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
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