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OZET

Amag: Trichomoniasis tanisinda siklikla direkt mikroskobi (DM), kiltir, boyama yéntemleri kullanilmaktadir. Son yillarda degisik primerlerin
kullanildigi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemleri denenmekte ve henliz arastirma amacl olarak kullaniimaktadir.

Yéntemler: Bu calismada Aydin Dogum ve Cocuk Hastanesi Kadin Dogum poliklinigine bagvuran 102 olgudan jinekolojik muayene esnasinda
alinan vajinal érneklerde DM, kiltir ve Tv-E650 gen bdlgesine 6zgii primerlerin kullanildidi PZR yontemleri ile T. vaginalis arastinlmistir.
Ayrica daha dnce vajinit tanisi alan olgulardan izole edilen 20 adet T. vaginalis kiltirinden hazirlanan 6rneklere PZR yéntemi uygulanmistir.
Bulgular: Elde edilen sonuglara gére 102 érnekte DM ile %2.94, TYM besiyeri ile %4.90 ve PZR yéntemi ile %4.90 oraninda T. vaginalis
saptanmistir. Bu Ug yontemden bir veya daha fazlasi ile olgularin %5.88'inde pozitiflik saptanmistir. Daha énce elde edilen 20 adet sus PZR
ile pozitif olarak saptanmistir.

Sonug: Altin standart kabul edilen kiltir yéntemine gére DM'nin duyarliigi %60, 6zgilligi ise %100 olarak hesaplanmistir. PZR'nun
duyarliligi ve 6zgulligu sirasiyla %80 ve %97.95 olarak hesaplanmistir. Bu calismada, tlkemizde trichomoniasis tanisinda PZR yontemi ilk kez
denenmis olup yéntemin rutin tanida kullanilabilir olacagi sonucuna ulasilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 1-5)
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ABSTRACT

Objective: Wet mount, culture and staining methods are generally used in the diagnosis of trichomoniasis. Polymerase chain reaction (PCR)
methods with different primer pairs have been tested and used for research in recent years.

Methods: In this study, T. vaginalis was tested for in the vaginal samples of 102 patients referred to obstetrics and gynecology polyclinic
of Aydin Obstetrics and Children Hospital for various reasons, with direct microscopy, culture and PCR with primers targeting Tv-E650. In
addition, PCR was applied to 20 T. vaginalis strains that were isolated from patients who were previously diagnosed with vaginitis.

Results: Of 102 samples, T. vaginalis was found to be positive in 2.94, 4.90 and 4.90% with wet mount, TYM medium and PCR respectively.
The positivity rate reached 5.88% using the 3 methods together. All 20 strains isolated from patients with vaginitis were reported as positive
by the PCR method.

Conclusion: The wet mount had 60% sensitivity and 100% specificity, while PCR showed 80% sensitivity and 97.95% specificity when
compared with the culture method, which is accepted as the “gold standard”. The PCR method was performed for the first time as a
diagnostic assay for trichomoniasis in this study and it is concluded that it can be used routinely for its diagnosis.

(Turkiye Parazitol Derg 2011, 35: 1-5)
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GiRiS

Trichomoniasis Trichomonas vaginalisin etken oldugdu, cinsel
yolla bulagan bir protozoon enfeksiyonudur. Diinya saglik 6rgu-
tinln verilerine gore yilda 176 milyon kisinin bu parazitle enfekte
oldugu tahmin edilmektedir (1). Enfeksiyonun siklikla vajinit,
Uretrit ve prostat enfeksiyonuna yol actidi ayrica pelvik inflamatu-
var hastalik, tubal infertilite, erken dogum ve servikal kanser
olusumunda predispozan etkisi oldudu bildirilmistir (2-4). Son
yilllarda yapilan caligmalarda ise T. vaginalisin &zellikle HIV
(Human Immunodeficiency Virus) Tip I'in gegisini arttirdidi ileri
sUrtlmektedir (5, 6).

Trichomoniasis tanisinda yaygin olarak kolay, ucuz ve hizli bir
yontem olan direkt mikroskobi (DM) tercih edilmekle birlikte
yontemin duyarliliginin distk oldugu bilinmektedir. Altin stan-
dart olarak kabul edilen kiltir yontemlerinin duyarliligr yiksek
olmakla birlikte ancak belirli merkezlerde uygulanabilmekte,
deneyimli eleman gerekmekte ve sonug icin 2-7 giin zamana
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayrica hiicre kiltarl, PAP smear, degisik
boyalar da tani amacli olarak kullaniimaktadir (7, 8).

Son yillarda pek ¢ok bilim dalinda oldugu gibi parazitoloji alanin-
da da molekiler yéntemlerin kullaniminda artis gorilmektedir.
Trichomoniasis tanisinda ilk kez Riley ve ark. 1992 yilinda “Aép”
olarak adlandirilan ve 102 bp buyutkliginde genomik bir bdlge-
ninin amplifikasyonun yapildigi PZR yéntemi gelistirmiglerdir (9).
Daha sonraki yillarda degisik bolgelerden secilen primerler ile
PZR caligmalan yapilmistir. Trichomoniasis tanisinda PZR halen
gelisme asamasinda olup daha ¢ok aragtirma amagli kullaniimak-
ta, henlz rutin bir tani yéntemi olarak kullanilamamaktadir. Beta
(B) tubulin geni, ribozomal RNA geninin 18S subuniti gibi degisik
gen bélgelerinden hazirlanan primerler ile yapilan calismalarda
yontemin duyarlih@inin %84 ile %100 arasinda saptandidi bildiril-
mektedir. Bununla birlikte bu konuda yapilan calismalann her
gecgen gun artarak devam etmekte ve ileride PZR'nun en sik kul-
lanilacak yontem olmaya aday gorildigu belirtiimektedir (10-16).
Bu calismada trichomoniasis tanisinda son yillarda kullaniimaya
baglayan PZR ydntemi, DM ve kiltdr yontemleri birlikte deger-
lendirilmisg, Tv-E650 gen bdlgesine 6zgu primerlerin Ulkemizdeki
suslan taniyip tanimadidi ve diger bazi organizmalar ile capraz
reaksiyon verip vermedigi aragtinlmistir.

GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin elde edilmesi

Bu ¢alismada Aydin Dodum ve Cocuk Hastanesi, Kadin-Dogum
poliklinigine 28/02/2008-19/03/2008 tarihleri arasinda bagvuran
102 kadin olgunun her birisine uygulanan jinekolojik muayene
esnasinda vajen arka forniksden pamuklu ekivyon ile alinan
ormnek 0, 5 ml steril serum fizyolojik iceren tipe eklenmis ve diger
bir ekiivyonla alinan 6rnek ise dnceden 37°C'ye isitilarak, TYM
besiyerine alinmigtir. Serum fizyolojik icine alinan 6rnek DM
amaci ile kullanildiktan sonra 1500 devirde santriflj edilerek dip-
teki ¢okelti PZR'da kullaniimak Uzere -20°C'de saklanmstir.
Ayrica daha 6nce kiltlr ile pozitif saptanan 20 olguya ait kdltdr
ornekleri laboratuarimizda haftada 3 giin pasajlanarak saklanmis-
tir. Kaltirdn ikinci glininde alinan 5 ml érnekler 1500 devirde
santrifij edilmis ve dipteki ¢okelti PZR ile dederlendiriimek Gzere
- 20°C'de saklanmigtir.

2.2. Tripticase Yeast extract Maltose (TYM) Besiyeri

TYM besiyeri (pH: 6.0) otoklavlandiktan sonra icine %10 inaktive
dana serumu, 100 U/ml penisilin ve 10 pgr/ml gentamisin ilave
edilmistir (6). Daha sonra 15 ml’lik vidali kapakli cam tiplere
boliinerek +4°C’de saklanmisgtir. Ornekler besiyerine eklendikten
sonra 37°C’de inklbe edilmis ve bir hafta boyunca iki giinde bir
direkt mikroskopi ile incelenmistir. Pozitif saptanan &rnekler
pasajlanarak canliliklar korunmustur.

2.3. DNA ekstraksiyonu

Butlin drneklerin DNA ekstraksiyonu High Pure PCR Template
Preparation kiti ile Uretici firmanin protokolt kullanilarak yapil-
mistir (Roche Applied Science). DNA ektraksiyonu sirasinda her
bir drnekten 200ul kullanilmig ve PZR reaksiyonu icin dort farkli
grup hazirlanmistir. Bunlar sirasiyla 1) negatif kontrol (distile su
icerir); 2) Pozitif kontroller (TYM besiyerinden alinan érneklerin
seri sulandirilmasi ile elde edilen 3, 10, 10?, 10° miktarda T. vagi-
nalis trofozoiti iceren drnekler); 3) Daha 6nceden vajinitli olgular-
dan izole edilen ve TYM kiltirinde alt pasajlar yapilarak canli-
liklarini sirdlren 20 adet T. vaginalis susundan hazirlanan 6rnek-
ler 4) 102 hastaya ait vajinal strlintl drnekleridir. Ayrica ¢capraz
reaksiyonlarin degerlendirilmesi amaci ile Toxoplasma spp,
Plasmodium spp, Leishmania spp ve Candida spp. DNA ekstrak-
siyon &rnekleri kullanilmistir.

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile T. vaginalis DNAsinin
aragtirilmasi

PZR sirasinda T. vaginalis’e ait Tv-E650 geni hedeflenmis olup, bu
gen 648 baz ciftinden (base pair: bp) olugmaktadir (18). Tv-E650
geni A.B.D. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (GENBANK: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabaninda M86488 olarak numaralan-
dinlmistir (Sekil 1). PZR sirasinda Tv-E650 icinde yer alan 330 bp’lik
(82-390 nukleotidler aras)) DNA parcasi, P1: 5'-GAGTTAGGG
TATAATGTTTGATGTG-3' (25 nt, Tv-E650-1, forward primer) ve
P2: 5-AGAATGTGATAGCGAAATGGG-3" (21 nt, Tv-E650-2,
reverse primer) primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir (19).
PZR amplifikasyonun reaksiyon karigimi, DNA ekstraksiyonun-
dan elde edilen 3 pl kalip DNA, 10 pM primerler (MWG Biotech),
0.2 uM deoksiribonikleotid trifosfat (Invitrogen), 1.25 u DNA
polimeraz enzimi (Promega) ve 1* reaksiyon tamponu ile hazirlan-
mistir. PZR amplifikasyon reaksiyonu 95°C'de 5 dakika baslangi¢
denatlrasyonu sonrasi, 30 saniye 94°C, 10 sn 50°C ve 30 saniye
72°C'lik 35 déngti olarak termal cycler cihazinda (Thermo) yirdtdl-
mustdr. Elde edilen PZR Urlnleri %2 agaroz jel elektroforezi ile
yUrittlmas ve olusan driinler gérintilenmistir (Minibis Pro).

BULGULAR

Olgulardan alinan 102 vajinal sirintl drneginin Gglinde DM ile
(%2.94), besinde TYM besiyeri (%4.90) ve besinde PZR ydntemi
(%4.90) T. vaginalis saptanmustir (Sekil 2). DM ile pozitif saptanan
olgularin hepsi kiltirde de pozitif olarak saptanirken biri PZR ile
negatif olarak saptanmigtir. PZR ile pozitif saptanan bir olgu
diger yontemler ile negatif olarak saptanmigtir. Bu G¢ yontemden
bir veya daha fazlasi ile alti olguda (%5.88) pozitiflik saptanmistir
(Tablo 1 ve Tablo 2).

Negatif kontrol olarak kullanilan distile su ile bant paterni sap-
tanmamuistir. TYM besiyerinden alinan bir drnegin seri sulandiril-
masi ile elde edilen ¢ pozitif kontrol 6rneginde yontemin 3
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Trichomonas vaginalis Tv-E650 geni (648 bp) M86488

GAATTCCCGGATAATTGAAACGGATATGATAAAGAAAATGTGTTTAAGTTGATGGATAAAATGTTTTGTATTGAT
GGGTAAGAGTTAGGGTCTAATGTTTGATGTGAAAATCTCATTGGGGTATTAACTTTATCACATTTGATTAAAATG

AAATTGGAACCAGTGTCAGAATACAAAACATCCCCAACATCTTTTTCAAAATTTAATATCCCCAACAATGAACGA

AGATGAGGAGTACAAAATTTAATTTTCAGCGGAAATTTAATAAGGTTATTTATTTCATCAAGTTCAAAAGTTTAT

CAGGTTTGATTTAAATTTCTTCATACCATACGATAATGATCATTAAATAACTTAAAATCATGTTAATATCCCATT

TCGCTATCACATTATTTATATACATATCATACGTTTTTTTCATGGTCATCTTTAATAAATGATATATAATCTGAA
GGGTCTAAAAGAATGGGATTAAATTTACCACTCACAGAAACGAGAGTAACATTATAAATTCCGCTAACTGTTAAA
TTTAATTCACACATATTATTCGAAATAATATTGATAATTAGCATTTTTATTACGATTAAAAATATGGTAAAGCGT
TATTTTCCAGTGATAAATAAAACTAGAATAAGATTACCTCAAGAATTC

kullanilan primerlerdir.

Alti ¢izili DNA pargasi (330 bp) PZR reaksiyonunda amplifiye edilen DNA bélgesidir. Koyu ve agik gri ile gosterilen DNA parcalar PZR reaksiyonunda
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Sekil 2. T vaginalis Tv-E650 gen bdlgesine 6zgl primerler ile
amplifiye edilen 330 bp PZR Grini

parazite kadar saptayacak duyarlikta oldugu gdsterilmistir. Daha
once T. vaginalis'in pozitif hastalardan elde edilen 20 kiltir 6rne-
ginde de 330 bp'lik bant paterni saptanmistir. Toxoplasma spp.,
Plasmodium spp., Leishmania spp. ve Candida spp. DNA'lari
pozitif olan drneklerde ise bant paterni gérilmemistir.

Kultir altin standart olarak kabul edildiginde DM'nin duyarliid
%60, 6zgulligu ise %100 olarak hesaplanmigtir. PZR'nun duyarli-
g1 %80, 6zgullugu ise %97.9 olarak hesaplanmistir. PZR yontemi
altin standart olarak kabul edildiginde kaltdrin duyarliligr %80,
ozgullugu ise %98.9 olarak hesaplanmisti. DM ise duyarliligi
%40, 6zgulligu %96.9 olarak bulunmustur.

Sekil 1. NCBI veri tabaninda T. vaginalis'e ait M86488 numarali Tv-E650 geni

Tablo 1. T vaginalis'in tanisinda kullanilan yéntemler ile pozitif
saptanilan dérnekler

Yontem Pozitif (%) | Negatif (%) | Toplam (%)
Direkt Mikroskopi (DM)| 3 (2.94) 99 (97.06) 102 (100)
Kdltdr (TYM) 5(4.90) 97 (95.10) 102 (100)
PZR 5 (4.90) 97 (95.10) 102 (100)
DM+TYM+PZR 6(5.88) 96 (94.12) 102 (100)

Tablo 2. T vaginalis'in pozitif olarak saptanildidi érneklerin
ayrintih dederlendirmesi

Pozitif saptanan | Direkt mikroskobi | Kiiltiir PZR
ornekler (DM) (TYM)

Olgu 1 P P N
Olgu 2 P P P
Olgu 3 P P P
Olgu 4 N P P
Olgu 5 N P P
Olgu 6 N N P

TARTISMA

T. vaginalis suglarinin yiksek oranda fenotipik varyasyon gds-
termesi nedeniyle ekspresyon seviyesinde ve/veya genomik
sekanslarinda farkliliklar gosterdigi ve bu nedenle PZR bazli tani
yontemlerinin  gelistirilmesini  zorlastirdigr  bilinmektedir.
Trichomoniasis'de molekuler tani testleri 1992 yilinda ilk olarak
denendikten sonra gelistirilmis ve dezavantajlari asilmaya cali-
silmistir. Arastirmacilar tarafindan her gecen gin degisik gen
bolgeleri hedefleyen primerlerin ve yeni tekniklerinin kullanildi-
g1 PZR yéntemleri (Konvansiyonel PZR, Nested PZR, TagMan
problari kullanilan Real-time PZR, FRET problar kullanilan Real-
Time PZR, PZR-ELISA) bildirilmektedir (10-15).

Yapilan ¢aligmalarda kiltir yonteminin duyarlihgimin PZR ile kar-
silastinldiginda %34.9 ile %78 arasinda degistigi ve 6zgulligu-
nin ise %100 oldugu bildirilmektedir. Benzer olarak DM'nin
6zgulligunun genellikle ylksek oldugu buna kargin duyarliliginin
PZR ile karsilastirldiginda zayif oldugu ve %34.2 ile %58.5 arasin-

da dedistigi bildirilmektedir. Degisik érneklerden ve degisik pri-
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merlerin kullanildigi ¢alismalarda PZR yénteminin duyarlihi@inin
%84-100, 6zgulliginin ise %82-100 arasinda degistigi belirtil-
mektedir (11, 13-15, 20).

Calismamizda kiltur altin standart olarak kabul edildiginde
PZR'nun duyarliigr %80, 6zgllligu ise %97.9 oldugu gorilmek-
tedir. Elde edilen sonuglarin daha 6nce yapilan ¢alismalar ile
benzer oldugu gorilmektedir. Direkt mikroskobinin de diger
caligmalara benzer olarak duyarliiginin alinan altin standarda
gore degdismekle beraber calismamizda %50 ile %66.6 arasinda
oldugu, 6zgllliginin ise %96.96 ile %100 arasinda oldugu
gorlilmektedir.

Tum dinyada oldudu gibi tlkemizde de trichomoniasis yaygin
olarak gérilmektedir. Ulkemizde yapilan calismalarda T. vaginalis
saptanma orani incelenen gruba gére degismekle birlikte %3-70
arasinda degisen cok farkl sonuclar bildirilmektedir (21-24). Aydin
ilinde 2003 yilinda yapilan bir calismada vajinal akintili olgularda
DM ile %12, kiltir ile %16 oraninda T. vaginalis saptanmigtir (23).
Bu calismada saptadigimiz %5, 88'lik degerin daha dnce sapta-
nan degerden dislk oldugu ve bunun da érnek grubunun sade-
ce semptomatik hastalardan degil rutin muayene icin gelen tim
hastalar icermesinden kaynaklandidi diglndlmstdr.

Trichomoniasis tanisinda kadin ve erkek hastalardan degisik
ornekler alinabilmekte ve kullanilan testlerin duyarlilik ile 6zgul-
[Gklerinin kullanilan érnege bagl olarak da degistigi bildirilmek-
tedir. En yaygin kullanilan érmegin kadinlarda vajina arka fornik-
sinden pamuklu ekiivyon ile alinan striintl 6rnegdi ve erkeklerde
ise sabah ilk idrar oldugu bildirilmektedir. Fakat son zamanlarda
kadinlarin kendilerinin evde alabildigi vajinal strintl 6rnekleri
giderek yayginlagmaktadir (10, 11, 13-15, 25). Bu calismada da
vajen arka forniksinden alinan strtintl érnekleri kullanilmigtir.

Bir olgu kiltir ve DM ile pozitif ve PZR ile negatif olarak saptan-
mistir. Bunun drnek alimi, vajinal sivida bulunan PZR inhibitérleri-
ne ya da kullanilan primerlerin susu taniyamamasina bagh olabi-
lecegi duglinilmUstlr. DM ve kdiltir ile negatif saptanan bir olgu
da PZR ile pozitif saptanmistir. Parazit sayisi az oldugunda ve
canli parazit olmadiginda kiltir ve DM ile saptanmasinin glic
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle diger yontemler ile saptana-
mayan bir olgunun PZR ile saptanmasi umut verici olarak deger-
lendirilmistir.

Trichomoniasisin PZR ile tanisinda bircok degisik primer cifti kul-
lanilarak farkli gen bdlgeleri hedeflenmektedir. Ryu ve ark. bu
caligmada kullanilan Tv-E650 gen bdlgesine 6zgl primerleri
denedikleri arastirmada vajinal akinti ile basvuran 177 hastanin
%2'sinde DM ile, %3.3'iinde Pap smear ve kiltir ile, %10.4'tnde
PZR ile T. vaginalis saptanmistir. Ayni calismada Pap smear igin
kontrole gelen ve vajinal semptomu bulunmayan 249 hastanin
%1.4'Gnde kultir ile, %2.4'Gnde PZR ile T. vaginalis saptadiklarin
bildirmislerdir. Her iki hasta grubunda da DM, Pap smear ya da
kultire gére PZR ile daha fazla sayida T. vaginalis olgusu sapta-
diklarini bildirmiglerdir. Bunun yaninda PZR yénteminin 6zgullik
ve duyarliliginin %100 oldugunu bildirmistir (19).

PZR yénteminin pahali bir ydntem olmasina karsin tanisal duyar-
g artirdigi ve daha fazla olgunun tedavi edilmesini saglayarak
cinsel yolla bulasan bu hastaligin etkilerinin ve komplikasyonlari-
nin hafiflemesine yol acarak klinikte dnemli bir geri donis sagla-

digi yapilan ¢aligmalarda Uzerinde durulan dnemli bir unsurdur.
Bizim ¢alismamizda PZR ve kiltlr ydntemi ile ayni sayida parazit
belirlenmekle birlikte beraber kullanildiklarinda daha fazla sayida
hasta saptadiklari, testlerin her Gglinin beraber kullanildiginda
ise pozitiflik oraninin arttigi gérilmektedir. Diger primer bélgele-
ri ve PZR yontemlerinin de denenmesi ile Ulkemizdeki suslari
taniyan en iyi PZR yéntemi ve primerlerin secgilmesi saglanabile-
cektir. Bu caligma tlkemizde trichomoniasis tanisinda PZR yonte-
minin kullanildi@r ilk ¢alisma olup gelecekteki ¢alismalara bir
basamak olacagini distiinmekteyiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi bildirmemiglerdir.
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