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ONSOZ

Bu tez, Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Parazitoloji Anabilim
Dali tarafindan yiiriitilen “Trichomonas vaginalis’in aktin gen bolgesi kullanilarak PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) ile molekiiler tiplendirmesi” isimli tez projesi
kapsaminda hazirlanmistir. Tez c¢aligsmasi sirasinda, 151k mikroskobu, santrifiij, vortex gibi alet ve
malzemeler agisindan, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’min
olanaklarindan yararlamlmistir. Bu tez, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

kapsaminda TFP-12015 numarali tez projesi olarak desteklenmistir.

Trichomonas.vaginalis, tim dlinyada yaygin olarak goriilen cinsel yolla bulagan siklikla
kadinlarda vajinit erkeklerde iiretrit etkeni bir protozoondur. Trichomoniasis dzellikle iireme ¢aginda
kadin saglhigma olumsuz etkileri bulunmasi nedeniyle halk sagligi agisindan olduk¢a Snemlidir.
Tanisinda direkt ve dolayli pek ¢ok tani yontemi kullanilmaktadir. Son yillarda molekiiler yontemler
ozellikle PCR, bir c¢ok etkenin tamisinda ve alt gruplarin tiplendirmesinde artan siklikta
kullanilmaktadir. Parazitlerin tanisinda, alttiirlerin ve tiir i¢i farkliliklarin saptanmasinda PCR’a dayali
RFLP gibi teknikler sik¢a kullanilmaktadir. Aktin proteininin, parazitin biyolojik varyasyonuyla iligkili
oldugu ve yapilan caligmalar tiir i¢cinde farliliklar olabilecegini desteklediginden c¢alismamizda PCR-
RFLP’de aktin geni, hedef bolge olarak secilmistir. Uluslarasi literatiirde bu konuda ¢ok az galigmaya
rastlanmig olup ililkemizde heniiz bu konuda bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle,
laboratuvarimiza gelen, dolayisiyla bolgemizdeki olgulardan izole edilen Trichomonas vaginalis
izolatlarinin PCR-RFLP ile tiplendirilmesi yapilmistir. Bu ¢alisma, iilkemizde bu konuda yapilan ilk
calisma olup bilimsel literature katki saglayacak ve bundan sonra yapilacak benzer c¢alismalara

onciliik edecektir.
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1. GIRIS

1.1. TARIHCE

Ik kez Donne tarafindan 1836 yilinda bulunan Trichomonas vaginalis (T. vaginalis),
ismi 1837’de ayni aragtirmaci tarafindan verilmistir (Kuman ve Altintas, 1996). Thrix,
Yunanca’da sa¢ anlamina gelmektedir. Koelliker ve Scanzoni 1855 yilinda kadinlarda %50
oraninda enfeksiyonu goriirken 1924 yilinda Katsuma tarafindan bir erkek idrarinda
saptanmistir. Yine, 1927°de Capek tarafindan bir erkek iiretrit vakasi bildirilmistir

(Merdivenci, 1981).

1.2. TAKSONOMI (Schwebkei ve Burgess, 2004)

e Domain: Eukarya

e Kingdom: Protista

e Subkingdom: Protozoa

e Phylum: Metamonada

e Subphylum: Mastigophora
e (lass: Parabasilia

e Order: Trichomonadida

e Family: Trichomonadae

e Genus: Trichomonas

e Species: T. vaginalis

1.3. YAPI

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), armut seklinde olup canli iken bir miktar
sekil degistirmektedir. Genis kismin ortasinda kese seklinde niikleus ve iginde
“blefaroblast” denen kromatin tanecikleri mevcuttur. Bu taneciklerin her birinden dorder
tane “kamc¢1” denen uzantilar ¢ikarak govdenin disinda serbest olarak hareket ederler.
Besinci kamgi, membran boyunca uzanir ve membranla arasinda “dalgali zar” denen baglar

olusur. Ayrica, niikleustan baslayip parazitin sivri ucundan disar1 ¢ikan “aksositil”, bu



olusumun yaninda mitokondriye benzer yapilar, niikleusla dalgali zar arasinda parabazal
golgi cisimcigi ve bir lif mevcuttur.

Aksositil ve golgi cisimle yanindaki lifin kinetosom iizerine yaslandigi ve yine
kamgcilarin her birinin bir kinetosomdan ¢iktiklar1 goriilmiistiir. Kinetosomlarin iginde
yogun osmofilik graniiller bulunmaktadir. Ayrica, aksositil c¢evresinde mitokondriye
benzeyen “hidrogenozom”larin olmasi nedeniyle diger oOkaryotlardan farkli yapidadir
(Saygt, 1998).

Niikleusu, biiyiik oval yapida olup parazitin genis olan kisminin ortasinda
bulunmaktadir. I¢indeki yogun plazma graniiller barindirmaktadir. Dista bir niikleus
membrant ve onu ¢evreleyen endoplazmik retikulum bulunur. Parazit, ¢ift katli, fosfolipid
yapisinda, sivi mozaik yapist nedeniyle fagositoz yapilmasini saglayan bir hiicre
membrania sahiptir. Bu sayede, fagositoz yoluyla kolayca beslenerek yasamini
stirdiirebilir. Hiicre membranmin bir parcasiymis gibi, parazitin yarisina kadar uzanan
dalgali bir zar bulunmaktadir. Bu zarin altinda ise, “Kosta” olarak adlandirilan bir

olusumda aralikli ¢apraz bantlar goriilebilir (Oncel ve Zeyrek, 2007).

1.3.1. Trofozoit

Kist formu olmayan parazitin tek formu trofozoit formudur. Boyutlari, 10-25
mikron boy ve 5-10 mikron enindedir. Dordii 6n, bir tanesi arka tarafta olmak {izere bes
kamgisi vardir. Ikiye béliinerek iiremektedir. Dis etkenlere dayamkli degildir ve suda bir

saat icinde dlmektedir. idrarda 24 saat, kirli esyalarda 6 saat canli kalabilmektedir (Oncel

ve Zeyrek, 2007).



Sekil 1. in vitro kiiltirde Giemsa ile boyanmis trofozoit goriiniimii

(http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/gallery.html#trophs  adresinden  03/03/2015

tarihinde erisilmistir)

1.3.2. Beslenme ve Hareket

Trichomonas vaginalis, kendi etrafinda donerek hareket etmektedir. Bunu dalgali zar
aracithifryla gerceklestirir. On kistmdaki kamgilar da bu hareketi hizlandirmaktadir. Déniisii
sirasinda karsisina ¢ikan bakteri, viriis ve protozoa gibi canlilari, epitel hiicresi, eritrosit,
spermatoit gibi yapilar1 kamgilar1 yardimiyla yakalar ve fagositoz yoluyla alarak beslenir.
Enerjisini, en ¢ok vajen glikojeninden temin etmektedir. Bu suretle, iiremeleri i¢in vajen
glikojenine ihtiya¢ duyan Lactobasillus acidophilus lireyemez, vajen pH’s1 alkaliye doner

ve T. vaginalis’in liremesi i¢in gerekli ortam olusmus olur (Heine ve McGregor 1993).

1.4. YASAM DONGUSU

Monoksen bir protozoon olup tek konagi insandir. Kist sekli bulunmamakta olup
mevcut olan tek formu trofozoit formudur. Yasam donglisii son derece basit olarak
nitelendirilebilir (Schwebke ve Burgess 2004). Trofozoit formuyla genellikle cinsel
iliskiyle bulagsmakta olup nadiren kontamine esyalarla da bulas goriilebilmektedir.
Yerlestigi organda ikiye boliinerek cogalir. Bu sirada, yeni olusan protozoalarda ikiser
kamg¢1 ve bir blefaroplast bulunmaktadir. Dalgali zar, kosta ve parabazal cisim bir hiicrede
kalir. Yeni hiicrelerde eksik olan kamgilar, dalgal1 zar, kosta, parabazal cisim ve aksositil,

blefaroblasttan ¢ikarak organeller tamamlanir (Oncel ve Zeyrek, 2007).


http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/gallery.html#trophs

Cinsel iligkiyle bulag
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A\ = infektitform
A= Taniformu

Trichomonas vaginalis

Sekil 2. Trichomonas vaginalis’in yasam dongiisii (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

adresinden 02/01/2015 tarihinde ulasilarak Tirkge’lestirilmistir).



http://www.dpd.cdc.gov/dpdx%20adresinden%2002/01/2015
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx%20adresinden%2002/01/2015

1.5. VIRULANS

Hemen her zaman bir hastalia yol agmasa da, 7. vaginalis, yerlestigi epitel
hiicrelerinde belirgin degisiklikler meydana getirmektedir. Ekstraselliiler bir parazit olup
patogenezi multifaktdriyeldir. Ulkelere ve bolgelere gore farkli suslari olabilecegi ve
bunlarin da farkli viriilans 6zelliklerine sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Ozcel ve
Zeyrek 2007, Matini 2014).

Parazit mukoza iizerinde iireyerek epitel harabiyeti ve yangi olusturmaktadir. Hiicre
icinde 6dem meydana gelmekte ve yangi bolgesine 16kositlerin de gelmesiyle hiicrelerarasi
06dem de olusmaktadir. Hatta kronik olgularda bu 6dem nedeniyle, yiizeyel tabaka yerinden
ayrilmakta ve akinti meydana gelmektedir. Dolayisiyla denebilir ki, viriilansindaki en
onemli faktor, epitel hiicrelerine olan aderansidir (Schwebke ve Burgess 2004, Ertabaklar
ve Ertug, 2007). Parazitin hiicre ve dokular iizerinde toksik etkisi olan bir enzim
salgiladig1, dokularda nekroza kadar giden harabiyete yol actig1 bildirilmektedir (Ozcel ve
Zeyrek, 2007).

Trichomonas enfeksiyonunda siirlintii materyalinin boyanarak incelenmesi sirasinda
farkli goriintimler ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlardan bir tanesi, epitel hiicre dejenerasyonu
iken bir digeri malign goriiniimii andiran hiicresel degisikliklerdir. Ucgiincii goriiniim ise,
klasik yangi goriiniimii, bol l6kosit ve histiyositlerdir.

Trichomonas vaginalis’in virulans1 ve olusturdugu hastalik siddeti, hem parazite ait
hem de konaga ait 6zelliklerle yakindan iligkilidir. Klinik tablo ve metronidazol direncinde
suslarin biyolojik 6zellikleri ve virulans farkliliklarinin rol oynadigi diisiintilmektedir
(Hampl 2001). Yine, semptomatik ve asemptomatik hastalardan elde edilen suslarin
aralarinda farklilik bulundugu zimodem analizi ile tespit edilmistir (Vohra 1991, Proctor
1988). Parazitin farkli serotip, enzim paterni ve degisen biiyiime hizlarina sahip oldugu
gosterilmis olup adezyon, hemoliz ve sitotoksisite gibi viriilans faktorleri tanimlanmistir
(Mendoza-Lopez, 2000).

1.5.1. Aderans ve Adezinler

Trichomonas vaginalis’e ait olan yiizey proteinleri (adezin) AP 65, AP 51, AP 33
ve AP 23, konak hiicreyle parazit arasindaki etkilesimi diizenlemektedir (Arroyo, 1992).
Aderansta rol oynayan proteinler ylizeyde yerlesmistir. Parazit epitelle temas ettiginde,
yilizeyden salinan adezyon proteinleri artar. Adezyon molekiillerinin salimimini etkileyen
baz1 faktorler mevcuttur. Ornegin, ortamda yiiksek oranda demir varsa, viriilans artar ve
demir diizeyi diisiikse bu dort proteinin salinimi azalmaktadir. Bir diger faktor ise

laminindir. Laminin, epitelyum alt tabakasinda bulunan bir glikoproteindir ve reseptdrleri

5



makrofaj, bakteri ve kanser hiicrelerinde de bulunmustur (Ozcel ve Zeyrek, 2007). Yine,
Trichomonas yiizeyinde D-Laktoz ve N-asetil-D-glikozamin gibi lektin baglayan
karbonhidratlarin eritrosit hemolizi, hedef hiicre fagositozu ve ila¢ duyarliliginda rol
oynadig1 bilinmektedir. Parazitin yiizeyinde bulunan lektinin de adezyonda rol aldigi

bildirilmektedir (Petrin, 1998).

1.5.2. Hemoliz

Parazitin ana lipid ve demir kaynagi, eritrositler olup eritrositlerin hemolizinde,
sistein proteinazlar rol oynamaktadir. Ozel bir reseptdr iizerinden parazit eritrosite
yapistiginda sistein proteinazlar salinir ve parazit hiicreden ayrilir. Parazit, hiicreden
ayrildiginda da hiicre lizisi meydana gelmektedir. Trichomonas vaginalis, sistein

proteinazlar agisindan en zengin protozoondur (Oncel ve Zeyrek 2007, Ertabaklar ve Ertug

2007).

1.5.3. Hiicre Ayiran Faktor (CDF)

CDF, glikoprotein yapisinda olup hiicreleri dldiirmeden ayirir. Uretimiyle klinik
semptom ve hastaligin siddeti yakindan iligkilidir. CDF {iretimi artarsa, hastalik siddeti de
artmaktadir (Garber, 1991). Estrojenin bol oldugu ortamlarda {retiminin diismesi,
menstruasyon gibi estrojenin azaldigi durumlarda semptomlarin kotlilesmesini agiklar

niteliktedir.

1.5.4. Sitotoksik Molekiiller

Parazitin hedef hiicre membranina sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir.
Sitotoksik etkide yer alan faktorlerden biri eritrosit membraninda por olusturan
molekiillerdir. Bir digeri, parazit tarafindan salman Fosfolipaz A2 olup bu da yine
eritrositleri parcalamakta ve fosfatidil kolini azaltmaktadir (Oncel ve Zeyrek 2007,

Ertabaklar ve Ertug 2007).

1.5.5. T. vaginalis RNA viriis
Bir diger virulans faktorii, 7. vaginalis RNA viriis (TVV) denen bir viriistiir. Cift
zincirli olan bu viriisii, klinik izolatlarin %82 oraninda tagidigi tespit edilmistir. Bu viriisiin

virulansta ne gibi bir rol oynadig1 heniiz tam olarak anlasilamamistir (Suud ve Kapil,

2008).



1.6. TANI

Trichomoniasis, bakteriyel vajinozise benzemesi, bir¢ok olguda semptomsuz
olmas1 nedeniyle tanisi zor olabilir (Stemmer ve ark., 2012). En kolay ve giivenilir yontem,
parazitin goriiliip taninmasidir. Tani, direkt veya indirekt yontemlerle yapilabilir (Rein,

2000). Etyolojik ve serolojik tan1 miimkiindiir.

1.6.1. Etyolojik Tam
1.6.1.1. Direkt Mikroskobik inceleme

Direkt mikroskobi (DM), parazitin mikroskop altinda incelenmesidir. Vajinal
akinti, idrar sediment, prostat akintist gibi sivilardan alinan 6rneklerden bir damla, bir
damla serum fizyolojikle lam iizerine konarak karistirilir. Uzerine lamel konarak en kisa
zaman i¢inde mikroskop altinda incelenir. Hareketsiz parazitleri harekete gecirmek
amactyla preparat lizerine bir damla %5’lik paraamino salisilik asit damlatilmas1 yardimci

olabilir. Duyarlilik %40-70 arasinda degismektedir (Stemmer, 2012).

1.6.1.2. Boyama

Bir damla 6rnek lam iizerine konur ve yayma yapilir. Tespit edildikten sonra
Giemsa ile boyanarak mikroskopta immersiyon objektifiyle incelenir. Giemsa disinda,
May Griinwald, Gram veya Papanicalaou yontemleriyle de boyanabilir. Boyamayla,
kamgci, niikleus, aksositil gibi organeller goriilebildiginden tani kolayca konur. Parazit

sayis1 az oldugunda, besiyererine de ekim yapilarak tan1 desteklenebilir.

1.6.1.3. Kiiltiir

Kronik enfeksiyon veya parazitin az oldugu durumlarda kullanilmasi1 DM ve kiiltiir
yontemlerinin kullanilmasi taniyr attirmaktadir. Ureme igin en uygun sicaklik 37°C olup
parazitler en erken 9-12 saatte iireyebilmektedir. CPLM (Laktoz, Sistein, Karaciger tozu
veya ekstresi, Maltoz) Besiyeri ve Tripticase-Yeast Extract Maltose (TYM) Besiyeri en
cok kullanilan besiyerlerindendir. Bunlarin disinda, VF Buyyon Besiyeri, Diamond TPS-1
gibi besiyerleri de kullanilabilir. Degisik besiyerlerinin kullanilig: kiiltiir yonteminin %50-
95 oraninda hassas oldugu ve bu nedenle trichomoniosis tanisinda altin standart olarak

kabul edildigi bildirilmektedir (Oncel ve Zeyrek, 2007).



1.6.2. Serolojik Testler
Trichomoniasis tanisinda rutin  olarak kullanilmamakla birlikte parazitin
goriilememesi, vajinal materyalin elde edilememesi durumlarinda veya bilimsel

arastirmalarda serolojik testler kullanilabilmektedir.

1.6.2.1. indirekt Hemaglutinasyon Yontemi (IHA)

Bu yontemde kullanilan antijen, kiiltiirde tiretilen parazitlerden elde edilmektedir.
Daha sonra bu antijenlerle hazirlanan koyun eritrositleri kullanilarak IHA ydntemi
caligilabilmektedir. Eritrosit yiizeyindeki antijen, antikorlarla karsilastiinda, eritrositler

birbirine yapisir ve hemaglutinasyon meydana gelir (Oncel ve Zeyrek, 2007).

1.6.2.2. indirekt Floresan Antikor Testi (IFA)

Besiyerinden tiretilmis canli parazitler lizerine serum fizyolojik konarak santrifiij
edilir. Ug kez tekrardan sonra yikanarak dipte kalan ¢okiintiiden 6zel IFA lam gukurlaria
birer damla konur ve iizerlerine birer damla aseton damlatilarak oda 1sisinda kurutulur.
Boylece, antijen hazirlanmis olur. Bu antijenlerle trichomonas siiphesi olan kisilerin

serumlarinda antikor aranir (Oncel ve Zeyrek, 2007).

1.6.3. Hizh Tan1 Testleri

Son yillarda, 10-60 dakika arasinda sonug¢ verebilen ve Trichononas antijenlerini
veya niikleik asitlerini aramaya yonelik testler gelistirilmistir (Hobbs ve Sena, 2013).
Bunlarin arasinda OSOM Trichomonas Rapid Test (Sekisui Diagnostics, ABD) ve Kalon
Tv Lateks Agliitinasyon Testi (Kalon Biological, Ingiltere), antijenlere yonelik testler iken;
Affirm VPIII (Becton Dickinson, ABD) niikleit asit aramaya yonelik bir testtir.
Duyarhiliklar1 %40-95 arasinda degisirken, segicilikleri yiiksektir (%92-100) (Suud ve
Kapil, 2008).

1.6.4. Molekiiler Testler

Parazitlerin tanisinda, DM ile goriilememesi, az sayida parazit varligi, serolojik
yontemlere karsi ¢apraz reaksiyon olugma riskinin oldugu durumlar, bu yontemlerle aktif
veya kronik enfeksiyon ayriminin yapilamamasi gibi nedenler, arastirmacilari molekiiler

tan1 yOntemlerine yoneltmektedir. Diger tam1 yontemleriyle parazitin kendisi veya
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kendisine kars1 olusan antikorlar aranmakta iken molekiiler tan1 yontemlerinde parazitin
niikleik asit gibi ¢ok kii¢iik bir par¢asinin aranmasina yonelik tekniklerin kullanilmasi s6z
konusudur. Yani, molekiiler tan1 yontemlerinde, parazite ait olan DNA parg¢alarinin bilinen
DNA molekiilleriyle arastirilmasi s6z konusudur. Klasik molekiiler tan1 yontemleri, sivi
faz hibridizasyonu, kati faz hibridizasyonu ve in situ hibridizasyon olup isaretlenmis
bilinen DNA molekiillerinin 6zgiil olan niikleotid dizisine baglanmasi ve goriintiillenmesi
esasina dayanmaktadir.

1980’lerde 1stya dayanikli DNA polimerazin izolasyonu ve PCR (Polymerase
Chain Reaction) yonteminin gelistirilmesiyle, genetik tiplendirme, karakterizasyon,
tanima, klinik teshis ve filogenetik analiz i¢in bir dizi molekiiler ara¢ kullanilabilir hale
gelmistir. Boylece, niikleik asitlerin spesifik amplifikasyonuna izin veren tetkiklere olanak
saglanmistir (Monis, 2002). Parazite ait tek bir niikleik asidi gosterebilecek kadar giiclii
olan PCR yontemi, bir niikleik asit dizisinin in vitro olarak enzimatik bir sekilde
cogaltilmasi olarak, yani aslinda, in vitro kosullarda yapilan bir tiir DNA sentezi olarak
tanimlanabilir (Bardaker ve Yenidiinya, 2010).

Niikleik asit amplifikasyon teknikleri arasinda PCR, niikleik sekansa dayali
amplifikasyon (NASBA) ve ligaz zincir reaksiyonu (LCR) sayilabilir. 1990’larda,
restriksiyon enzim analizi ve PCR’1n birlesmesiyle RFLP (Restriction Fragment Lengh
Polymorphism) ortaya ¢ikmis ve arastirmalarda genotiplendirmeye ait ek bilgiler elde
edilmistir (Hide ve Tait, 1991). Bu teknik, Echinococcus’tan Crytosporidium’a kadar
bircok parazitin karakterizasyonu i¢in kullanilmistir (Trauba, 2005). Ayrica, yeni tiirlerin
bulunmasina olanak saglayarak taksonomik agidan da bilgi vermektedir (Lymbery ve
Thompson, 2012).

Duyarlilig1 ve segiciligi yliksek olan PCR yontemi, kompleks genomlardan segici
amplifikasyonlara olanak verir. Bu teknikte, ¢ift sarmalli genomik DNA sablonu 1sitmayla
denatiire edildikten sonra oligoniikleotid primerlerin kendilerini tamamlayan dizileri
hibride etmesi i¢in sicaklik diisiiriiliir. Boylece, 1s1ya dayaniklt DNA polimeraz enzimiyle
katalizlenerek her iki uca dogru DNA sentezlenir ve ¢ift sarmall1 tirlinler ortaya ¢ikar. Bu
sentez, otomatik bir 1s1 dongiisiinde 20-40 kez tekrarlanir. Tekrarlayan analizlerle,
milyonlarca DNA kopyasi olusturulabilir (Gasser, 2006).

Parazitolojide PCR tani amaciyla, rekombinant DNA as1 gelistirilmesi, immiinoloji
ve konak-parazit etkilesimlerinin aragtirilmasi, sekans analizi, PCR-amplifiye edilmis
genin yiiksek ¢oziliniirliikli analizi gibi birgok alanda kullanilabilir. Son zamanlarda, DNA

sekans1 sonucu tiim genomlarin analizi, molekiiler epidemiyoloji ve parazit tespitindeki
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duyarliligin arttirllmasi i¢in kullanilmaktadir. Temel PCR disinda RFLP, nested PCR,
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), MT-PCR (Multiplex Tandam PCR), RT-
PCR (Reverse Transcriptase PCR) ve GZ-PCR (Ger¢cek Zamanli PCR) gibi teknikler
vardir. Parazit identifikasyon ve diferansiyasyonunda RFLP ve RAPD gibi PCR’a dayali
teknikler sikca kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, enfekte AIDS hastalarinda parazitik
enfeksiyonlarin tespitinde, enfeksiyona parazit ve konagin cevabinin gen transkripsiyon
degisiklikleriyle gosterilmesinde ve as1 adaylarindaki etkinligin 6l¢timiinde kantitatif PCR
teknikleri kullanilabilmektedir.

Uygulamada, PCR yontemini gerceklestirmek icin DNA kalibt diginda, primerler
(DNA polimeraz i¢in baslangi¢c noktasi olusturan 20 baz uzunlugunda kisa DNA dizileri),
esit miktarda 4 DNA blogu (Adenin, Sitozin, Timin, Guanin) iceren niikleotidler (AINTP),
DNA’y1 yiiksek 1sida denatiire eden Taq Polmeraz enzimi, optimal g¢evre kosullarini
saglayan, 8,3-8,8 pH’da reaksiyon tamponu, DNA polimeraz aktivitesi i¢in gerekli bir
kofaktor olan magnezyum (NTPlerle kompleks olusturur) ve primerlerin DNA dizisine
baglanmasin1 arttiran potasyum kloriir gereklidir. Aslinda teknik, dogadaki DNA
replikasyonuna benzer sekilde isler. U¢ ana asamasi, 30-40 devir boyunca tekrarlayan

denatiirasyon, baglanma ve ekstansiyondur (Gasser 2006, El-Din 2013).

1.6.4.1. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Homolog DNA sekanslarinin spesifik restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi
sonucu olusan fragmanlardaki farkliliklarin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu
amagla yeteri kadar DNA elde etmek zor ve zaman alict oldugu i¢in PCR ile hedef bolge
cogaltildiktan sonra enzim kesimi gergeklestirilebilmektedir.

Kriminal olaylarda DNA hiicresinin kaynagimi bulmada veya bir bireyin hastalik
evresinin saptanmasinda ya da RFLP bolgeleri arasindaki rekombinasyon oranlarini
Olcerek genetik haritalama yapilmasinda kullanilabilir. Avantajlar1 arasinda, pahali
olmamasi, dizayninin kolay olmasi, fazla donanimli personel ve alete gerek olmamasi
sayilabilir. Dezavantaji olarak, restriksiyon enzimleri tanima bolgesine ihtiya¢ duymasi,
bazi enzimlerin pahali olmasi, bir enzim bdlgesinde birden c¢ok varyasyonun oldugu
durumlarda tam bir genotiplendirmenin yapilamamasi, ayni anda birkag¢ personele ihtiya¢
duyulabilen zamanlarin olmasi, biiyiik miktarlarda uygulamanin zor olmasi sayilabilir
(Rasmussen, 2012). Bu teknik, o6zellikle tiire spesifik varyasyonlarin tespitinde cok

degerlidir. Ayrica, tiir identifikasyonu ve diferansiyasyonunda da ¢ok oOnemlidir. Tiir
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diferansiyasyonunda bir enzimle kesme yeterliyken, birbirine ¢ok yakin tiirlerde ise birden
cok enzim gerekebilir.

Bu tiir rekombinant DNA’ya dayanan tekniklerin esasi, DNA’nin laboratuar
ortaminda manupile edilmesine dayanmaktadir (S6zen, 2010). Bu da biiyiilk oranda
enzimlerle miimkiin olmaktadir. Bakterilerden izole edilen bu enzimler, rstriksiyon
enzimleri olarak adlandirilir ve DNA replikasyonu, transkripsiyonu, mutasyona ugramis
DNA tamiri gibi bircok goreve katilir. Ug farkli grupta toplanan restriksiyon enzimleri
1200 civarindadir ve timii de belli bir DNA dizisini tanir. Tip I ve III enzimler DNA’y1
tanima bolgelerinin  disindan kestikleri i¢in, Tip II enzimler rekombinant DNA
teknolojilerinde daha ¢ok kullanilmaktadir. Bu enzimler genellikle 4,5 veya 6 niikleotit
uzunlugunda 06zgiin tanima dizilerine sahiptir Bu grup, DNA’y1 tanima bdlgelerinin
icinden keser ve tanima bolgeleri genellikle palindromiktir. Bu, DNA’nin bir kolunda
5'—3" yoniindeki tanima bolgesi dizisiyle tamamlayic1 koldaki 3'—5" tanima bolgesi
dizisiyle aynidir anlamina gelmektedir. Tek kollu uglar 3" veya 5° seklinde olabilir ve
“yapiskan uglar” admni alir. Bu uglar, birbirlerini tamamladiklarindan bu bolgelerden tekrar
birlesme olanagina sahiptir. Bu da, rekombinant DNA teknolojileri agisindan c¢ok

onemlidir (Bardake¢1 ve Yenidiinya, 2010).

1.6.4.2. Trichomoniasis’de PCR Kullamim

Mikroskopiye oranla daha duyarli olan PCR teknikleri, 6zellikle az miktarda parazit
oldugunda veya miks enfeksiyonlarda faydali olmaktadir. Genotiplerin dagilimin tespitinde
yararli olmakla kalmaz, ila¢ direnci ve tedavi kontrolinde de bu tekniklerden
yararlanilabilir. Boylece, parazit enfeksiyonlarinin tani ve tedavi yaklasimlarini belirlemek
daha kolay olmaktadir. Bu teknikler, klinik laboratuarlarda 7. vaginalis tanisinda da
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Ozellikle kiiltiiriin yapilamadig1 durumlarda, referans
laboratuara gonderilmesi gerekli olgular ve erkek hastalarda PCR teknigi daha yararh
olmaktadir. Ayrica, canli olmayan paraziti, fiksatif icinde veya kismi hasarli sekanslarin
tespitinde kullanilabilir.

Riley ve ark, 1982 yilinda Trichomoniasis tanisinda TVAS ve TVAG6 primerlerini
tanimlanmistir (Riley, 1992) Daha sonra, Real Time PCR gibi gelistirilmis yontemler
kullanilmaya baglanmigtir. Duyarlilig1 yiiksek primerler tanimlanmasi, DNA’ya dayali
yontemlerin kullanilmasi, parazitler konusundaki arastirmalara yeni agilimlar katmistir. Bu

teknikler arasinda, PCR-hibridizasyon, PCR-polimorfizm, RFLP ve RAPD sayilabilir.
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Dolayistyla, PCR ve RFLP gibi iki teknigin birlikte kullanilmasi, bir gendeki mindr
varyasyonlar bile gosterebilecektir. Bu iki yontemin kombinasyonu, daha hizli, yaygin ve
her tiir 6rnegin kullanilabilecegi bir yontem olmasi sebebiyle giderek daha artan siklikta

kullanilmaktadir (Stemmer, 2012).

1.7. EPIDEMIiYOLOJi

Tiim diinyada yaygin goriilen bir parazittir. Her yil 250 milyon yeni vaka oldugu
bildirilmektedir (Parent 2013). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), 3,7 milyon kadin
ve erkegin enfekte oldugu diistiniilmektedir.

Degisik veriler mevcut olsa da, hemen tiim iilkelerde, 6zelikle poliklinige bagvuran
kadinlar, gebeler, AIDS’li hastalar ve ¢ok esli kadinlarda yiiksek oranlarda 7. vaginalis’e
rastlanmaktadir. Enfeksiyon daha ¢ok iireme c¢aginda yaygindir. Oral kontraseptif
kullananlarda daha az goriilmekte ve erkeklerde daha az bulgu verdigi i¢in degisik oranlar
verilmektedir.

Ulkemizde yapilan degisik ¢alismalarda da, olgulara ve kullanilan ydntemlere (DM,
kiiltiir, boyama yontemleri) bagl olarak %3-72,3 arasinda degisen oranlarda 7. vaginalis
saptandig1 bildirilmektedir (Ayhan N 1996, Suay A 1995, Aksoy U 2002). Ilimizde de
hastaligin goriildiigii bilinmektedir. Aydin ilinde Ertabaklar ve ark. nmin yapti§i bir
calismada 220 vajinal akintili kadinin DM ile %5,45’inde, kiiltlir yontemi ile %7,27 sinde
T. vaginalis saptamislar (Ertabaklar 2004); yine Ertabaklar ve ark. Aydin’da yaptiklari
baska bir ¢alismada ise, 102 vajinal siirlintii 6rneginin liclinde DM ile (%2.94), besinde
TYM besiyeri (%4.90) ile ve besinde PCR yontemi (%4.90) ile 7. vaginalis tespit
ettiklerini bildirmislerdi (Ertabaklar ve ark, 2011).

1.8. KLINIK

Insan viicudunda en ¢ok kadinlarda vajene, sonra da vulva ve iiretraya; erkekte ise,
iiretra, prostat ve epididimise yerleserek hastaliga yol agmaktadir. Yasami i¢in gerekli
enerjiyi, genital sistem ve vajina epitel hiicrelerinden alir. Asidik olan vajen pH’sinin
degisik nedenlerle alkaliye donmesi 7. vaginalis’in iiremesi i¢in uygun ortami olusturur ve
mukozada vajinit geligir. Epitel hiicre sitoplazmasinda vakuoller, hiicre i¢i 6dem ve

keratinizasyon gozlenmekte olup mukoza mozaik goriiniimiindedir. Parazitler, mukoza
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tizerinde ¢ogalarak epitelde dejenerasyona yol acar. Kronik vakalarda, hiicrelerarasi 6dem
olusur, yiizeyel tabaka erozyona ugrar ve yerinden ayrilir. Parazit genellikle doku igine
girmez, ancak olusturduklar1 etkiyle nekroza kadar giden degisimler yapabilir. Kadin
cinsiyet daha cok etkilenirken, erkekte genellikle belirti vermez. Ornegin, uzun dénem bir
iliskide kadindan erkege bulagsma orani yaklasik %50 iken, enfekte erkekten kadina
bulasma orani %85-100 olarak bildirilmistir (Bowden ve Garnett, 2000).

Stirlintii materyali goriiniimleri; epitel hiicre dejenerasyonu, kronik olgularda ileri
diizeyde dejenerasyon, malignite benzeri gériiniim ve arka planda klasik iltihabi goriiniim,
l16kosit, histiyosit ve nekrotik goriiniim seklinde olabilir.

Yenidoganlarda pndmoniye sebep olabilecegi bildirilmistir (Ozcel ve Zeyrek,
2007). Enfeksiyon olusturma ve hastaligin siddeti, konaga ve parazite ait faktorlerle
iligkilidir. Cesitli klinik bulgularla veya asemptomatik olarak karsimiza g¢ikabilmektedir.
Yerlestigi bolgeye gore de bulgular ve yakinmalar degisebilmektedir. Yakinma ve
bulgularin siddeti, konak immiin yanitina da baglidir. Hormon diizeyleri, vajen florasi,
parazit miktar1 ve susun tiiriiniin de Snemli oldugu diisiiniilmektedir. inkiibasyon siiresi, 4-
28 giin arasinda degismektedir. Genellikle, genital sistem skuamoz epitelini enfekte eder.

Akut enfeksiyonda, diffiiz vajinit goriilmektedir. Bol miktarda, sari-yesil, koptiklii
ve mukopiiriilan bir akintt mevcuttur. Belirtiler menstriiasyon dénemlerinde siddetlenir.

Kronik enfeksiyonda belirtiler orta siddetli olup kasinti, disparoni ve az miktarda
mukuslu akint1 goriilebilmektedir. Bu tiir enfeksiyonun 6nemi, toplumda bu vakalarin
bulas kaynagi olmasindadir.

Semptomsuz da olabilmektedir. Bu tiir hastalar atlanabilmektedir, ancak bunlarin
yartya yakini da alt1 ay i¢cinde semptomatik hale gelebilmektedir.

Vajinit en sik belirti iken vajen mukozasinin aga¢ ¢ilegi manzarasinda olmasi ¢ok
az kadinda saptanmaktadir. Bartolin bezleri nadiren enfekte olurken adneksit, salpenjit,
endometrit, infertilite, diisik dogum agirligi, servikal erozyon gibi komplikasyonlar
gortilebilmekte olup HIV bulas riskini arttirdigi da belirtilmektedir (Crucitti, 2008).
Ozellikle HIV (Human Immunodeficiency Virus) Tip I'in gegisini ve HIV ile enfekte
hamilelerde 16kosit ve makrofajlar1 arttirarak bebegin enfekte olma riskini arttirdigi
bildirilmektedir (McClelland 2007, Sorvillo 2001, Sorvillo 1998). Ayrica pelvik
inflamatuvar hastalik ve tubal infertilite riskini arttirdigr diistiniilmektedir (Cates 1993,
Wilkinson 1999). Trichomoniasisin erken dogum ve diisiik dogum agirlikli bebeklerin

dogmasina da neden oldugu diisiiniilmektedir (Pastorek 1996, Cotch 1998).

13



Erkeklerin bir¢ogunda hastalik asemptomatik seyrederken genelde iiretra, epididim
veya prostata yerlesmesi nedeniyle prostatit, epididimit, retrit belirtileri goriilebilir.
Penisten gelen beyaz akintida akla gelmelidir. Asemptomatik seyretmesi, bulas acisindan
cok onemlidir. Akut hastalik goriiniimii piiriilan bir retrittir. Akint1, diziiri, kaginti ve
cinsel iliski sonrasi yanma goriilebilir. Orta siddetteki semptomatik hastalik, diger
tiretritlerden ayrilmalidir. Erkekteki komplikasyonlar arasinda, prostatit, epididimit ve
infertilite sayilabilir.

Infertilite, pelvik inflamatuvar hastalik, servikal ve prostat kanser gibi

komplikasyonlarinin da bulundugu bildirilmektedir (Ibanez-Escribano, 2014).

1.9. TEDAVI

Eslerin birlikte tedavi edilmesi gerekmektedir. Nitroimidazol tiirevleri, en etkili ilag
grubudur. Ilk tercih, metranidazoldiir. Protozoaya pasif difiizyonla penetre olan ilag, hiicre
icinde serbest radikallere doniliserek hiicre DNA’smma baglanir. Bdylece DNA
replikasyonunu durdurarak hiicre 6liimiine neden olur. Oral alindiginda tim doku ve
stvilara geger, karacigerde metabolize edilir, safra ve idrarla atilir. Karaciger yetmezligi
olanlar ve hamilelerde dikkatli kullanilmalidir. Yan etkileri arasinda, bulanti, agizda
metalik tat, kusma, periferik noropati, koordinasyon bozukluklari, bas donmesi, bas agrisi,
karm agris1 ve kramplar sayilabilir. Yedi giinliik, glinde iki kez 500mg veya giinde ii¢ defa
250’ser mg doz Metronidazol tedavisi onerilmektedir.

Seknidazol, bir diger tercih edilen ilagtir. Yan etkisi daha az goriilmekle birlikte
etki mekanizmas1 metronidazol gibidir. Tek doz 500mg dort adet alinmasi bir diger
avantajidir. Cocuklarda da 30mg/kg tek doz tercih edilmektedir. Bulanti nadiren
goriilebilir. Yine gebelikte ve emzirme sirasinda kullanilmamalidir. Warfarin tedavisi
sirasinda ve alkolle birlikte alinmas1 da sakincalidir. Gebelerde, tek doz tedavi veya vajinal
klotrimazol tedavisi uygulamasinin sakincali olmayabilecegi blirtilmektedir (CDC, 2010).
Yine HIV’li hastalarda yedi giinliik giinde iki kez 500’er mg’lik Metranidazol tedavisi
onerilmektedir. Neonatal enfeksiyonda ise, anneden gegen Ostrojenin etkisiyle tablonun
olustugu, 3-6 hafta i¢inde enfeksiyonun geriledigi, ancak 6 haftadan uzun siiren
enfeksiyonlarda ilag tedavisine gerek duyuldugu bildirilmektedir (Aksoy ve Ozkog, 2005).

Tinidazol ve ornidazol gibi ilaglar da ikinci secenek olarak kullanilabilir. inater,
tekrarlayan enfeksiyonlarda, metranidazoliin vajinal klotrimazol gibi ilaglarla
kombinasyonu yararli olabilir. Amfoterisin B tiirevi olan ve Hindistan’da kullanilan

hamisin ad1 verilen organik bir bilesigin metronidazol direngli olgularda etkili oldugu
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bildirilmektedir (Aksoy ve Ozkog, 2005). Yiiksek doz oral ve vajinal tinidazol tedavisinin
en az metranidazol kadar etkili oldugu ve metranidazol direngli olgularda yiiz giildiiriicii
sonuglar verdigi bildirilmektedir (Sobel 2001). Paramomisin vajinal preparat, furazolidon
ve mebendazol gibi ilaglar da trichomoniasis tedavisinde kullanilabilecek diger ilaglar
arasinda sayilabilir.

Tedaviden sonra iiciincii ayda, hastalarin tekrar kontrole cagrilmasi ve reenfeksiyon

acisindan incelenmesi 6nerilmektedir (CDC, 2010).

1.9.1. Metronidazol Direnci ve Aktin Geni

Trichomoniasis olgularinda, 1962’den beri metronidazol’e direng bildirilmektedir
(Edwards 1993, Lossick 1996, Dombrowski 1987, Poppe 2001). T. vaginalis izolatlarinin
%?2,5-5’inin metronidazole karsi degisen derecelerde direnci oldugu bildirilmektedir
(Schwebke ve Burgess, 2004). Aktin proteini, sitoskeletonun ana komponenti olup,
hiicresel mobilite ve interaksiyonda onemli bir role sahiptir. Flagellattan ameboid forma
dontis gibi degisiklikler ve ylizey adezyonu bundan etkilenmektedir. Denebilir ki, Aktin
proteini, prazitin biyolojik 6zelliklerinin varyasyonuyla ilgilidir. Calismalar, 7. vaginalis’in
genetik olarak ¢ok c¢esitli oldugunu gostermektedir. Aktinin ilag direncinde etkisi
olabilecegi, dolayisiyla bu konuda yapilan c¢alismalarda ayirici bir belirte¢ olabilecegi

diistiniilmektedir (Matini, 2014).

1.10. KORUNMA

Hastalik kaynagmin enfekte kisiler olmasi nedeniyle korunma acgisindan kisisel
Onlemlerin etkisi biyiiktiir. Bunlarin arasinda, cinsel yolla bulasan hastaliklarin
korunmasinda etkili kondom gibi yontemlerin kullanilmasi, enfekte kisilerin es ve
partnerlerinin de tedavisi, akint1 goriildiigiinde doktora bagvurulmasi, kullanilan tuvalet,
esya ve kisisel malzemelerin temiz olmasi, havuzlarin temizlenmesi ve klorlanmasi
sayilabilir. Kisisel korunma disinda, hekim ve saglik personelinin bilgilendirilmesi, akinti
goriildiigiinde trichomonas yoniinden de arastirilmasi, halkin bilgilendirilmesi, genelev gibi
yerlerde calisan kisilerin diizenli kontrolii gibi 6nlemler alinmasi, hastalifin kontroliinde
Oonemlidir.

Trichomonas vaginalis’e karst ¢ok cesitli umut verici as1 ¢alismalar1 olsa da, heniiz

etkili bir a1 bulunamamistir (Ertabaklar ve Ertug, 2007).
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1.11. AMAC

Tim diinyada kozmopolit olarak goriilen ve O6nemli saglik sorunlarina neden oldugu
bilinen Trichomonas vaginalis’in klinik, prognoz ve virulans, diren¢ agisindan cesitlilik
gosterdigi bilinmektedir. Ancak, bu ¢esitliligin nedenlerine yonelik yapilan ¢aligsmalar fikir
vermekle birlikte tam olarak acgiklik kazanamamistir. Bu calismada ilimizde vajinitli
olgulardan izole edilen Trichomonas vaginalis 6rneklerinde aktin gen bolgesi kullanilarak
PCR-RFLP ile molekiiler tiplendirmesinin yapilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma iilkemizde
bu konuda yapilmis ilk arastirma olup ayrica diinya literatiiriindeki ¢cok az c¢alismadan

biridir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. izolatlar

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’nda daha
once vajinitli olgulardan TYM besiyerinde izole edilerek -80°C’de saklanan 20 adet T.
vaginalis izolat1 kullanilmistir. Elde edilen parazitler 1000-1500 devirde santrifiij edilerek

PBS ile yikand1 ve elde edilen pellet -20°C’de DNA izolasyonu i¢in saklandi.

2.2. DNA Izolasyonu

T. vaginalis genomik DNA’s1 saklanan 6rneklerden High Pure PCR Template Preparation
kiti (Roche Applied Science) ile iiretici firmanin protokolii kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen DNA 6rnekleri -20°C’de Tris-EDTA soliisyonunda saklanmustir.

2.3. T. vaginalis Aktin Genininin PCR ile Cogaltilmasi

T.vaginalis Aktin geninin 1100 bp lik kism1 Nested-PCR yontemiyle ¢ogaltildu.
Reaksiyonlarda dis primer (OPs) olarak Tv8S, TvIR ve i¢ primer (IPs) olarak da Tv10S,
Tv11R kullanilmistir.

Expand High Fidelity PCR System “Roche Life Science” kullanilarak Techne (TC-312)
cithazinda yapilan PCR karisimlar1 asagidaki sekilde hazirlanmistir.
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I. PCR, bir 6rnek i¢in 40 pl toplam hacimde:

Stok Final Hacim
PCR Buffer (-MgCl,) 10X X 4,00 pl
MgCl, 25 mM 3mM 4,80 ul
dNTPs (Thermo Scientific) 25 mM 0,28 uM 0,45 nl
Primer Tv8S 10 uM 0,3 uM 1,20 pl
Primer TvOR 10 uM 0,3 uM 1,20 pl
Taq polimeraz 3,5 U/ul 1,7U 0,49 pul
Kalip DNA 10 pl
Su (PCR grade) 17,87 ul
Toplam 40 pl

II. PCR, bir 6rnek i¢in 50 ul toplam hacimde:

Stok Final Hacim
PCR Buffer 10X X 5,00 pl
MgCl, 25 mM 3 mM 6,00 pl
dNTPs (Thermo Scientific) 25 mM 0,28 uM 0,56 pul
Primer Tv10S 10 uM 0,3 uM 1,50 pl
Primer Tv11R 10 uM 0,3 uM 1,50 pl
Taq polimeraz 3,5U0/ul 1,7U 0,49 pul
Kalip DNA (I. PCR iiriinii) 1 ul
Su (PCR grade) 33,95 ul
Toplam 50 pl




Reaksiyonlarda kullanilan OPs: Tv8S, TvOR ve i¢ primerler IPs: Tv10S, Tvl1R

sekansalar1 asagida verilmistir.

Tv8S 5'-"TCTGGAATGGCTGAAGAAGACG-3'

TvOR 5'-CAGGGTACATCGTATTGGTC-3'

Tv10S 5'-CAGACACTCGTTATCG-3’

Tvl1R 5'-CGGTGAACGATGGATG-3'

I. PCR i¢in 0n denatiirasyon asamasi 95°C’de 5 dk, 10 dongii ( 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30

sn ve 72°C’de ii¢ dk), final ekstensiyon ise 7 dk 72°C olarak ayarlanmistir.
II. PCR i¢in 6n denatiirasyon asamast 95°C’de 5 dk, 30 dongii (94°C’de 30 sn, 55°C’de 30
sn ve 72°C’de 3 dk 30 sn), final ekstensiyon ise 7 dk 72°C olarak ayarlanmistir.

2.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Nested PCR ile elde edilen iiriinleri fenol- kloroform-izoamil alkol ve tuz ile ¢oktiirme

yontemleriyle saflastirildi. Iki ayr1 reaksiyondan elde edilen II. PCR firiinleri mikrosantrifiij

tiiptinde toplandi ve elde edilen yaklasik 100 pl {iriine asagidaki protokol uygulanda.

1.

N o kN

8.
9.
10.

1:1 oraninda Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklendi.

13.000 g de 5 dk santrifiij (Hettich Universal model 320 R) yapildi.

Ust faz yeni mikrosantrifiij tiiplerine alind.

1:10 oraninda KCH3COO ve 1:1 isopropanol eklenerek vortekslendi.

Karisim -20°C’de bir gece birakildu.

Ertesi giin +4°C ‘de 15 dk 15000g de santrifiij edildi.

Stipernatan pipetle alindiktan sonra pellete 200 pl %70 soguk etanol eklendi ve
karistirildi.

Maksimum hizda (15000g) +4°C ‘de 15 dk santrifiij edildi.

Stipernatan atildiktan sonra tiipler bir gece oda sicakliginda birakildu.

Ertesi giin 40 pl distile su ile amplikonlar ¢oziildii.

Saflagtirma sonrasi elde edilen DNA Ornekleri %3’liik agaroz jelde 100 V’da 45 dk

yiirlitiilmiis ve Infinity, Vilber Lourmat sistem ile goriintiilenmistir.
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2.5. Restriksiyon Enzimleriyle Kesim

Saflastirilan PCR iiriinleri bekletilmeden ayni1 giin HindII (Thermo Scientific), Msel
(Thermo Scientific) ve Rsal (Thermo Scientific, Fast Digest) enzimleriyle ayr1 ayri
kesilmistir. Tiim enzimlerde 1 saat inkiibasyon yapilmis, ancak, iiretici firmanin direktifleri

dogrultusunda HindII ve Rsal 37°C’de, Msel enzim kesimi 65°C’de yapilmistir.

Calismada kullanilan enzimler ve 6zellikleri asagidadir:

Restriksiyon enzimi Tamdig: ve Kkestigi bolge
HinclII (HindII) 5..GTY|RAC..3
3.CARTYTG...S
Msel 5-T|TA A-3°
3-A AT1T-5
Rsal 5..GT|AC..3
3..CATTG...5

Bu asamada kulanilan enzim ve diger maddelerin miktarlar1 asagida verilmistir.

Hacim
Enzim I ul
Enzim tamponu (10X) 2 ul
PCR {iriinii 15 ul
dH,O 2 ul
Toplam 20 ul

2.6. Sonuclarin Agaroz Jelde Goriintiillenmesi ve RFLP Paternlerinin Belirlenmesi
Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrasi elde edilen iiriinler %3’liikk agaroz jelde 90

V’da 45 dk yiiriitiilmiis ve Infinity, Vilber Lourmat sistem ile goriintiilenmistir. Bantlarin

tahmini boyutlar1 standart markerlara gore belirlenmistir. Agaroz jel goriintiilerine gore

genotipler Crucitti ve ark.’nin bildirdigi tabloya gore belirlenmistir.
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2.7. Sekanslama ve Analiz

Ikinci PCR iiriinlerinden 17 tanesi purifikasyon ve sekanslama icin MedSanTek
(Istanbul) firmasina gdnderilmistir. Sekanslama islemi Tv10S ve Tv1IR primerleriyle iki
yonlii olarak yaptirilmistir. Elde edilen sekanslar Bioedit (Ibis Biosciences) programi
ClustalX (Thompson 1997) yazilimi ile alignment yapilarak ayni uzunluga getirilmis ve
calisgmamizdaki referans olan Aktin geni (AF237734) ile karsilastirilmistir. Ayrica RFLP

ile genotipi belirlenemeyen orneklerin sekanslar1 http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php

(NewEngland Biolabs) web sitesine girilmis ve kesim iiriinleri sekansa gore arastirilmistir

(Vincze 2003).
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3. BULGULAR

3.1. PCR ve RFLP bulgular1
Yirmi Ornekten elde edilen Nested PCR iiriinleri fenol-kloroform izoamil alkol ve
tuzla c¢oktliirme yontemi ile saflagtirildiktan sonra, HindIl, Msel ve Rsal enzimleriyle

kesilmistir. Orneklerden elde edilen bantlara ait jel goriintiileri Sekil 3-11°de verilmistir.

1 2 3 4 7 11 12 13 14 15 16 18 19 20 M

Sekil 3. Ornek numaralar1 1-4, 7, 11-16, 18-20 olan izolatlarin saflastirma sonrasi jel

goriintiisii (%2 agaroz Jel, 90 V, 30 dk)
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1.6rnek 2. 6rnek 3. 6rnek 4. 6rnek 7.6rmek ’
Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal

Sekil 4. Ornek numarasi 1-4, 7 olan PCR iiriinlerinin Msel ve Rsal enzimleriyle kesimiyle

elde edilen bantlara ait jel goriintiisii (%3 agaroz Jel, 90 V, 45 dk, M: 100bp (Fermentas))

13. Ornek 14. Ornek 15, Ornek 7 16. Ornek 18. Orek 49. Ornek 20. Orriek
Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal + Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal Msel Rsal

Sekil 5. Ornek numaras1 13-16, 18-20’ye ait PCR iiriinlerinin Msel ve Rsal enzimleriyle

kesimiyle elde edilen bantlara ait jel goriintiisii (%3 agaroz Jel, 90 V, 45 dk, M: 100bp

(Fermentas))
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M1 _ 5.0mek 6. Ornek _ 8.0rek _ 9.0rnek 10. Ornek 17.Ornek M1 M2
KU Msel Rsal KU Msel Rsal KU Msel Rsal KU Msel Rsal KU Msel Rsal KU Msel Rsal

Sekil 6. Ornek numarasi 5, 6, 8-10, 17 olan PCR iiriinlerinin kesim 6ncesi bantlar1 ve Msel
ve Rsal enzimleriyle kesimiyle elde edilen bantlara ait jel goriintiisii (%3 agaroz Jel, 90 V,

45 dk, KU: Kesilmemis PCR firiinii, M1: 100bp (Fermentas), M2: 50 bp)

11. Ornek 12. Ornek
M K. U. Msel Rsal K.U. Msel Rsal

Sekil 7. Ornek 11 ve 12’ye ait PCR iiriinlerinin kesim dncesi bantlar1 ve Msel ve Rsal
enzimleriyle kesimi sonucu elde edilen bantlara ait jel goriintiisii (%3 agaroz Jel, 90 V, 45

dk, KU: Kesilmemis PCR iiriinii, M: 100bp (Fermentas))
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1. Ornek 2. Ornek 3.0mek  4.06rek 7. Ornek 12. Ormek 13.0Ornek 11.0rnek  20.Ornek
M HindlI HindlI HindlII Hindll Hindll Hidll Hindll HidII Hi‘ndll
& [ i 4

= &

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 8. Numarasi 1-4, 7, 12, 13, 11, 20 olan orneklerin HindIIl enzimiyle kesimi sonucu

elde edilen bantlara ait jel goriintiisii (M: 100bp (Fermentas))

5. Ornek 6. Ornek 8. Ornek 9. Ornek 10. Ornek
M  Hindll Hindll Hindll Hindll Hindll

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 9. Ornek 5, 6, 8-10’un HindIl enzimiyle kesimi sonucu elde edilen bantlara ait jel

gorlntiisii (M: 100bp (Fermentas))
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14.Ornek 15.0rnek 16.0rnek 18.0Ornek
M Hindll Hindll Hindll Hindll

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 10. Numarasi 14-16, 18 olan 6rneklerin HindIl enzimiyle kesimi sonucu elde edilen

bantlara ait jel goriintiisii (M: 100bp (Fermentas))

17. Ornek

M Hindll Rsal

s Msel

1000 bp

100 bp

Sekil 11. Onyedi numarali 6rnegin HindIl, Rsal ve Msel enzimiyle kesimi sonucu elde

edilen bantlara ait jel gortintiisii (M: 100bp (Fermentas))
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Izolatlarn ~ Aktin gen bdlgesine yonelik PCR-RFLP ile genotipleri
degerlendirilmistir. Ayrintili bant paternleri detayli olarak Tablo 1’de verilmistir.
Orneklerin 16 tanesinin (%80) mevcut paternlere gdére genotipleri belirlenebilmistir.
Bunlardan alt1 tanesi Genotip E, alt1 tanesi Genotip G ve bir tanesi Genotip H olarak
bulunmustur. Baz1 drneklerde mevcut paternlere uymayan yeni paternler saptanmis olup
Y1lve Y2 olarak adlandirilmistir. Bir 6rnek Genotip H ve Genotip Y1, bir 6rnek de Genotip
E ve Genotip Y2 olarak degerlendirilmistir. Bir 6rnek ise Genotip A veya Genotip G
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kalan iki 6rnek ise genotiplendirilememistir (Tablo 2).

HindII enzimiyle kesim sonucu bant goriilmeyen ve Msel ile kesim sonucu birden
fazla paterne ait bant saptanan drneklerin sekans verileri kullanilarak tiim enzimlerle tekrar
degerlendirilmesi Tablo 4’de verilmistir. Bu verilere gore yedinci 6rnek Genotip G, 11 ve
12. 6rnek Genotip H olarak degerlendirilmistir. Onbes ve 16. 6rneklerde Rsal enzim kesim
tiriiniinli mevcut paternlere tam olarak uymadigr i¢in genotipi degerlendirilememistir.
Referans sekans EU076586’un, 15 ve 16. 6rneklerin Rsal ile kesimi Sekil 12,13 ve 14’de
verilmistir. Ondokuz ve yirmi numarali Orneklerin sekans verisi bulunmadigindan

degerlendirmeye alinanamamastir.
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4 + + + - - + - + 0¢ 1T - + + - + + 0¢

4 + + + - - + - + 61 1 - - - - + + 6T 61
4 + + + - - + - + 3T 4 - + + - - + 3T 4 + + + + - T
T - - + - + + - + LT T - - - - + + LT 4 + + + + - LT
4 + + + - - + - + 9T 4 - + + - - + 9T 4 + + + + - 9T
C + + + - - + - + ST 1 - + + - + + ST T + + - - + ST
4 + + + - - + - + T 4 - + + - - + YT T + + - - + vT
T - - + - + + - + €T T - - - - + + €T 4 + + + + - €T
4 + + + - - + - + T | T - + + - + + 4 4
4 + + + - - + - + T T - + + - + + 1T 4 + + + + - T
C + + + - - + - + 0T C - + + - - + 0T T + + - - + 0T
T - - + - + + - + 6 T - - - - + + 6 4 + + + + - 6
T - - + - + + - + 8 T - - - - + + 8 4 + + + + - 8
T - - + - + + - + L T - - - - + + A L
T - - + - + + - + 9 T - - - - + + 9 4 + + + + - 9
T - - + - + + - + q T - - - - + + q C + + + + - q
4 + + + - - + - + 14 4 - + + - - + 14 T + + - - + 14
4 + + + - - + - + 3 4 - + + - - + 3 T + + - - + €
4 + + + - - + - + 4 4 - + + - - + 4 T + + - - + 4
4 + + + - - + - + T 4 - + + - - + T T + + - - + T
14 + + + + - + + - d € + - - + - + d 4 + + + + - d
4 + + + - - + - + N € + - - + - + N 4 + + + + - N
T - - + - + + - + A € + - - + - + A 4 + + + + - A
¢ - - + + + + + - | T - - - - + + | C + + + + - |
4 + + + - - + - + H T - - - - + + H 4 + + + + - H
T - - + - + + - + D) T - - - - + + 5] 4 + + + + - D
4 + + + - - + - + 3 4 - + + - - + E| T + + - - + 3
T - - + - + + - + v T - - - - + + v T + + - - + A

Janied | dq /g |dqg €0T|dq 90T(dg 9TT|dq 06T|dq 9€Z|dg ZSt|dg 895 Janed |dq 981|dq y0z|dg ST€|dg €€€|dg 6T5|dg T8S Janied | dg 09 |dq €Tz|dg TOY|dq 92¥|dq LZ8
|esy I9SIAI [IPUIH
wisay 3|1 |esy wisay 3|1 [3SIN wisay 3|1 [IPUIH

LRuIdled 1uLIAR ULID[I[OUIQ 2103 QULID[WISY WIZUH °] O[qe ],




Tablo 2. Orneklerin PCR-RFLP’ye gore genotipleri

Referans HindII Msel Rsal Genotip
1 1 1 A
1 2 2 E
2 1 1 G
2 1 2 H
2 1 3 I
2 3 1 M
2 3 2 N
2 3 4 P
Ornek No.
1 1 2 2 E
2 1 2 2 E
3 1 2 2 E
4 1 2 2 E
5 2 1 1 G
6 2 1 1 G
7 1 1 A veya G
8 2 1 1 G
9 2 1 1 G
10 1 2 2 E
11 2 1-2 2 HveY1*
12 1-2 2 Degerlendirilemedi
13 2 1 1 G
14 1 2 2 E
15 1 1-2 2 E ve Y2**
16 2 2 2 Y2**
17 2 1 1 G
18 2 2 2 Y2**
19 1 2 H
20 1-2 2 Degerlendirilemedi

*Y1=2-2-2 paterni

*#Y?2 =1-1-2 paterni
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Tablo 3. Omek 7, 11, 12,15 ve 16 nin sekans verilerine gore enzim kesim paternleri ve

genotipleri

HindII Msel Rsal Genotip
7. Ornek 2 1 1 G
11. Ornek 2 1 2 H
12. Ornek 2 1 2 H
15. Ornek 1 2 *
16. Ornek 1 1 *
" Sekans verisi iyi olmag1 icin degerlendirilememistir

Sequence digested with: Rsal

*Nael
b 327 aa
11 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L | L 1100
| | | | |
Rsal Rsal #Rsal *Rsal *Rsal
# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Rsal-Rsal 427-878 452
2 Rsal-Rsal 191-426 236
3 Rsal-Rsal 879-9%4 116
4 | Rsal-(RightEnd) | 995-1100 106
5| (LeftEnd)-Rsal | 1-103 103
6 Rsal-Rsal 104-1%0 87

Sekil 12. Referans sekansin http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php  yazilimi

kullanilarak Rsal ile kesim sonucu
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Sequence digested with: Rsal

Bsll *EcoRY
& 233 aa b4
3l L 1 L 1 L 1 1 L 1 1 L 1 L 1 ' 1 L | 1088
| | | | |
Rsal Rsal *Rsal Rsal Rsal
# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Rsal-Rsal 397-859 463
2 Rsal-Rsal 161-396 236
3 | Rsal-(RightEnd) | 961-1088 128
4 Rsal-Rsal 860-960 101
5 Rsal-Rsal 74-160 87
6| (LeftEnd)-Rsal 1-73 73

Sekil 13. Numaras1 15 olan 6rnegin http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php yazilimi

kullanilarak Rsal ile kesim sonucu

Sequence digested with: Rsal

HindI11 BpmI
¢ 105 aa L
*FnudHI *FnudHI
X 202 aa A
15| L 1 L 1 L 1 1 ! 1 1 L 1 L 1 L 1 L | L 1069
[ | | |
Rsal Rsal *Rsal *Rsal
# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Rsal-Rsal 395959 363
2 Rsal-Rsal 159-394 236
3 | Rsal-(RightEnd) | 960-1069 110
4 Rsal-Rsal 73-158 86
5| (LeftEnd)-Rsal 1-72 72

Sekil 14. Numarast 16 olan 6rnegin http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php yazilimi

kullanilarak Rsal ile kesim sonucu

On bes Ornege ait sekans verileri Crucitti ve ark tarafindan GenBank’a girilmis
T.vaginalis Aktin genine (EU076586) gore dizilimi asagida verilmistir. Sekanslar BLAST
analizi yapildiginda T.vaginalis Aktin geni ile %98 ve/veya %99 benzerlik gosterdikleri

belirlenmistir.
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Tablo 4. Sekans sonuglari

EU076586

EU076586

EU076586

EU076586
3

.
5
6

N
15

e
25

A
35

e
45

CAGACACTCG TTATCGATAA CGGCTCTGGT ATGTGCAAGG CCGGCTTCTC

65
GCCCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCG
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCCCGACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCTCCACGCT
GCCCCACGCT

R I
125
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGG-GAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCGAC
TGGTGGGAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAC
TGGTGGCAAG

R
185
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG

75
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
TGTGTTTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TT--C
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGT-TTTCC
CTGTATTTCC

I
135
GCCAAGGATG
GCCTAGGATG
GCCTTGAATG
GCCTAGGATG
GCCT-GGATG
GCCA-GGATG
GCCTTGGATG
GCCT-TGATG
GCCTAGGATG
GCCT-TGATG
GCCAAGGATG
ATCTTGATGT
GCCTAGGATG
GCCTTGGATG
GCCTTGAATG
GCCT-GAATG

T
195
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG

85
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT
CATCCATCGT
CATCCAGTGT
CATCCGTCGT
CATCCGTTGT
CATCCGTGGT
CATCCGTTGT
CATCCGTTGT

R I
145
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TTTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCTTCGTCGG
TCATTGTTGG
TCTTCGTCGG
TCATCGTCGG
TCTTCGTCGG
TTTTCGTCGG

R
205
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT

95
TGGCCGCCCA
TGGC-GACCA
TGGCCGTCCA
TGGCCGTCCA
TGGCCGTCCA
TGGCGGTCCA
TGGCCGTCCA
TGGCAGTCCA
TGGCCGTCCA
TCACCGACCA
TGGCCGTCCA
TCACCGACCA
TGGCCGTCCA
TGGC-GACCA
TGGC-GACCA
TGGCGGTCCA

I
155
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TGATGAAGCT
TG-TGAAGCT

R
215
CGTCAACAAC
TGTCAACAAC
TGTCAACAAC
CGTCAACAAC
CGTCAACAAC

AAGTACAAAC
AAGTACAAAC
AAGTACAAAC
AAATACAAAC
AAATACAAAC
AAATACAAAC
AAATACAAAC
AATAC-AAAC
AAGTACAAAC
AAGTACAAAT
AAGTACAAAC
A-GTCCTAAT
AAGTACAAAC
AAGTACAAAT
AAGTACAAAC
AAGGCCAAAC

R I
165
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGCTCCAAGG
TG-TCCAAGG
TGCTCCAAGG
TGTGCCAAGG
TGCTCCAAGG
TG-TGTGATT
TGCTCCAAGG
TGCTCCATGG
TGCTCCA-GG
TG-TGTAAGG

R
225
TGGGA-TGAT
TGGGA-TGAT
TGGAAATGAT
TGGGA-TGAT
TGGAA-TGAT

N
55
TGGCGATGAA
TGGCGATGAA
TGGTGATGAA
TGGTGATGAA
TGGTGATGAA
TGGTGATGA-
TGGTGATGAA
TGGTG-TGGA
TGGTGATGAA
TGGCGATGA-
TGACGATGAA
TGGCGATGGA
TGGTGATGGA
TGGCGATGGA
TGGTGATGAA
TGGTG-TGGG

R
115
AACAATTAGT
AACAATTAGT
AACAATTAGT
AACAATTAGT
AACAATTAGT
AACAATTAGT
AACAATTAGT
TACAATTAGC
AACAATTAGT
AACGCTTAGC
A-CAATTAGT
TACAATTAGC
AACAATTAGT
AACAATTAGC
AACAATTAGC
TACAATTAGC

R
175
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGGGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTG-TGTCCT
TCCTTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGTGTCCT
CTGGGGTCCT
CTGGTGTCCT

T
235
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
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CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG
CCTCCTCAAG
CATCCTCAAG
CCTCCTCAAG
CATCCTCAAG
CCTCCTCAAG
CATCCTCAAG
CATCCTCAAG

R |

245
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTTCCTTC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC
ATCTGGCACC

R I

305
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTATCGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG
CTTACAGAAG

N P

365
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA
GACACATTCA

TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACGCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG
TACCCAATTG

R
255
ACACATTTTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACAAATTCTA
ACACATTCTA
CCAACTTCGA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA
ACACATTCTA

T
315
CCCCACTCAA
CCCCACTTAA
CCCCACTTAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCCACTTAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCATATCAA
CCCCACTTAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA
CCCCACTCAA

R
375
ACGTCCCATC
ACGCCCCATC
ACGCCCCATC
ACGTCCCATC
ATGTCCCATC
ATGTCCCATC
ATGTCCCATC
ATGTCCCATC
ACGCCCCATC
ACGTCCCATC
ACGTCCCATC
AAGTCCCATC
ACGCCCCATC
ACGTCCCATC
ACGCCCCATC
ATGTCCCATC

AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACTGTTT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAT
AACACGGTAG

R |

265
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CATCGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
TATCGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT
CAACGAACTT

N I

325
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAAAGGCT
CCAAGAGTCT
CCCAAAGGCT
CCCAGAGGCT
CCCAAAGGCT
CCCAGAGGCT

N I

385
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC
CTTCTATGTC

CGTCAACAAC
CGTCAACAAC
CGTCAACAAC
TGTCAACAAC
CGTCAACAAC
TGTCAACAAC
CGCCAACAAC
TGTCAACAAC
TGTCAACAAC
TGTCAACAAC
CGTCAACAAC

R
275
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGATGACG
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC
CGTGTTGACC

T
335
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA
AACCGTGAGA

T
395
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATACAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG
GGCATCCAGG

TGGGA-TGAT
TGGAA-TGAT
TGGAA-TGAT
TGGGA-TGAT
TGGAA-TGAT
TGGGA-TGAT
TAGAA-TGAT
TGGGA-TGAT
TGGAA-TGAT
TGGGA-TGAT
TGGGA-TGAT

R
285
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CCGCAGAGCG
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA
CAACAGAGCA

N I

345
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC
AAATGATCTC

N I

405
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC
CTGTTCTTTC

AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
GTTAGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG
AT-GGAAAAG

R
295
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCTGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCTT
CCCAGTTCAT

P
355
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC
CCTCATGTTC

R
415
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
CCTCTACTCC
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O 0 J oy U W

R
425
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA
TCTGGCCGTA

R
485
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG
ATTTACGAAG

R I
545
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTTACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT
CTCACAGCCT

R
605
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA

el
435
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT
CAACAGGTAT

R
495
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT
GCTACTCCCT

I
555
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA
GAATGTCCAA
GGATGGTCAA
GGATGGCCAA
GGATGGTCAA
GGATGGTCAA

T
615
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA

R
445
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT
CGTTTTCGAT

R |
505
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC
TCCACACGCC

R I
565
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA
GCTTCTCACA

R
625
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG

el
455
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG
GCTGGTGATG

R
515
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC
ATCATGAGAC

R
575
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGGA
GAGCGTGGCA
GAGCGTGGCA

R
635
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT

R |

465
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTATCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA
GTGTTTCCCA

R |
525
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC
TTAACCTCGC

R I
585
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA
ATGCTTTCAA

R
645
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-

R
475
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA
CACAGTTCCA

R
535
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT
TGGCCGTGAT

I
595
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC
CACAACAGCC

T
655
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
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GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GATAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA
GAAAAGGAAA

N I

665
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAAATG
TGCTGAA-TG
TGCTGAAATG

R
725
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACGTC
TGGCAACATC

R I
785
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT
ATACTTCGAT

N
845

TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA
TCGTTCGTGA

P
675
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
AAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG
GAGAAGGCCG

R
735
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG
ATCACAATCG

I
795
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT
GGTATGGA-T
GGTATGGAAT
GGTATGGAAT

ol
855

CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG
CATCAAGGAG

N
685
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC
CTACAGACTC

R
745
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GGAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG
GCAATGAGCG

R I
805
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT
ACGATGGTAT

R |
865

AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT
AAGCTTTGCT

P
695
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC
CTCCATCAAC

R
755
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC
CTTCCGCTGC

R
815
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA
CGACAAGACA

el
875

ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGACGCCCC
ATGTCGCCC-
ATGACGCCC-
ATGTCGCCC-
ATGTCACCC-

N
705
GTCAACTACA
GTCAATTACA
GTCAATTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAATTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAACTACA
GTCAATTACA
GTCAAATACA
GTCAATTACA
GTCAACTACA

R
765
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC
CCAGAAATGC

R I
825
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT
CTCTTCGACT

R |
885

TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA
TCGACTTCGA

ol
715
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA
CACGTCCAGA
CACTTCCAGA
CACTTCCAGA

R
775
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC
TCTTCAAGCC

I
835
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA
CCATCATGAA

el
895
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EU076586 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTACTTTCT GGTGGCACAA
3 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
4 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
5 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
6 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
7 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
8 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
9 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTTA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
10 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
11 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTTATCAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
12 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
13 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTTA-CAT CGTCCTTTCT G-TGTCACAA
14 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
15 GAGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTTA-CAT CGTTCTTTCT GGTG-TACAA
16 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTTCT GGTGGCACAA
17 GTGCGATATC GATGTTCGTA AGGATCTCTA CGCTAA-CAT CGTTCTTCCT GGTGGCACAA
B N B T N B N N
905 915 925 935 945 955
EU076586 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
3 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACGAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
4 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACGAGGAAAA TCACAGCTCT TGCTC-ACCA
5 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
6 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
7 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
8 CAATGTTCCA GG-CATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
9 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG--AAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
10 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
11 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACGAG-CAAA TCACAGCTCT TGCTC-ACCA
12 CAATGTTCCA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
13 CAATGTTCCA GGACATCGCC GAACGTCTTG ACGAG-CAAA TCACAGCTCT CGCTCT-CCA
14 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-GAAA TCACAGCTCT TGCTCCACCA
15 CAATGTTCAT GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG--AAA TCACTGCTCT TGCTCTACCA
16 CAATGTTCAA GGGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-AAAA TCACAGCTCT TGCTC-ACCA
17 CAATGTTCCA GAGCATCGCC GAACGTCTTG ACAAG-CAAA TCACAGCGCT TGCTCCACCA
B I I D T L Y I e
965 975 985 995 100 101
EU076586 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TCGCCCCAG- -AAGAGCGTA AGT-ACGCT- GTTTGGGTCG
3 ACAATGAA-G ATCAAGATCG TTGCTCCAG- -AAGAGCGTA AGT-ACGCT- GTTTG-----
4 ACCATGAA-G GTCAAGATCG TTGCTCCAG- -ACGAGCGTA AGTTACGCCT GTTTG-----
5 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TTGCTC-AG- -A-GAGCGTA AGT-ACGC-- GTTTG-----
6 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TCGCCC--A- -GAGAGCGTA AGT-ACGCC- GTTTG-----
7 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TCGCCCC-A- -GAGAGCGTA AGT-ACGCT- GTTTG-----
8 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TCGCCCCAG- -AAGAGCGTA AGT-ACGCC- GTTTG-----
9 ACACTGAA-G GTCAAGATCG TCGCCTCAG- -AAGAGCGTA AGT-ACGGC- GTTTG-----
10 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TTGCTCCAG- -A-GAGCGTA AGT-ACGC-- GTTTG-----
11 ACAATGAA-G ATCAAGATCG TCGCCCCAG- -A-GAGCGTA AGT-ACGC-- GTTTG-----
12 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TCGCCCCAG- -AAGAGCGTA AGT-ACGCC- GTTTG-----
13 ACCATGAAAG ATCAAGATCG TCGCCCCCGC CACGAGCGTA -GT-ACTGCT GTTTG-----
14 ACAATGAA-G GTCAAGATCG TTGCTCCAG- -A-GAGCGTA AGT-ACGCC- GTTTG-----
15 ACCATGAA-G GTCAAGATCG TGGCTCCAG- -A-GAGCGTA AGT-ACTGCT GTTTG-----
16 ACCATGAA-G GTCAAGATCG TTGCTCCAG- -A-GAGCGTA AGT-ACGCC- GTTTG-----
17 ACAATGAA-G ATCAAGATCG TCGCCCCAC- -AACAGCGTA ATT-ACTCC- GTTTG-----

Onbes ve 16. drneklerin sekanslarinda arka plan oldukga kalabalik oldugu i¢in sekansin
giivenilir olmadig: diisiiniilmektedir. Sekanslama ¢ift yonlii yapilmis ancak her iki enzimle
de benzer karigik arka planh sekanslar elde edilmistir. Bu nedenle sekansa gore Rsal enzim
kesimindeki sonuclarin degerlendirilmesi yapilmamstir. Clinkii sekansta goriilebilecek yer

degistirme ve insersiyonlar enzim kesimini tamamen etkileyebilmektedir.
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4. TARTISMA

Tiim diinyada yaygin bir hastalik etmeni olan Trichomonas vaginalis, olduk¢a 6nemli
bir protozoon olup en sik goriilen viral olmayan vajinit etkenidir. Ozellikle cinsel aktif
cagdaki kadin ve erkekleri etkilemekte ve her yil 180 milyon olgunun gorildigi
bildirilmektedir. Trichomoniasis cinsel yolla bulasan bir enfeksiyon olup pelvik
enflamatuar hastaliga, hamilelikte ise erken membran riiptiiriine, erken doguma ve diisiik
dogum agirlikli bebege sebep olabilmekte, son yillarda ise HIV gegisini iki kat daha fazla
oranda kolaylastirdig1 belirtilmektedir (Bowden ve Garnett 2000, Schwebke ve Burgess
2004, Ibanez-Escribano, 2014).

Gelismekte olan iilkelerde daha fazla goriilmekte olup iilkemizde de degisik
gruplarda yapilan caligmalarda olgulara ve kullanilan yontemlere (direkt mikroskobi,
kiiltiir, boyama yontemleri, PCR) bagli olarak siklig1 %3-72,3 arasinda degisik oranlarda
saptandig1 bildirilmektedir (Ertabaklar, 2004, Ayhan 1996, Suay 1995, Aksoy 2002).
[limizde de hastaligin goriildiigii bilinmektedir. Aydin ilinde Ertabaklar ve ark 220 vajinal
akintili kadinin DM ile %5,45’inde, kiiltiir yontemi ile %7,27’sinde T.vaginalis
saptamiglardir (Ertabaklar, 2004). Yine Ertabaklar ve ark Aydin’da yaptikar1 baska bir
calismada 102 vajinal siiriintii 6rneginin tigiinde DM ile (%2.94), besinde TYM besiyeri
(%4.90) ve besinde PCR yontemi (%4.90) ile 7. vaginalis saptadiklart bildirilmistir
(Ertabaklar 2011).

Trichomoniasis tanisinda direkt ve indirekt yontemler kullanilmaktadir. Molekiiler
yontemler de bunlardan biridir. Ulkemizde yapilan galismalar incelendiginde direkt
mikroskobi ile %3,4-40,3, Kkiiltiirle %3-73,3, sitolojik preparatla %0,9 ve idrar
mikroskopisinde %0,2 olarak tespit edildigi belirtilmistir (Akdemir 2010). Kiltiir altin
standart olarak kabul edilse de, deneyimli personele ihtiya¢c olmasi ve sonucun en az iki
giin sonra verilebilmesi gibi nedenlerle kullanimi kisitlanmaktadir.  Ozellikle,
komplikasyonlarin Onlenmesi, yariya yakin olgunun asemptomatik olmasi nedeniyle
bulasin hizli olmasi, dolayisiyla kisa siirede sonu¢ verecek yontemlere yonelinmistir.
Direkt yontemlerden DM, pratik gibi goriinse de, parazitin taninmasi agisindan deneyimli
kisilere ihtiya¢c duyulmakta olup duyarlilig1 da %60-80 olarak bildirilmektedir (Johnston ve
Mabey, 2008). Olgularin atlanmasi nedeniyle DM’nin kiiltiir yOntemiyle birlikte
kullanilmast Onerilmektedir (Ertabaklar 2004 ve Culha 2006). Tim bu dezavantajlar

nedeniyle kisa siirede sonug¢ verecek molekiiler yontemlere ilgi artmistir.
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Parazitoloji alaninda, PCR yonteminin birgok alanda 6nemli gelismelere katkida
bulundugu bilinmektedir. Ornek olarak, rekombinant DNA as1 ¢alismalari, immiinoloji ve
konak-parazit etkilesimi, PCR-amplifiye gen arastirmalarin1 verebiliriz. Direkt
mikroskopiye gore, 6zellikle az sayida parazitin bulundugu veya miks enfeksiyonlarda
daha iyi duyarliliga sahip olmasi en 6nemli avantajidir (El-Din, 2013).

Trichomoniasis tanisinda genel olarak molekiiler yontemlere ait %69,5-100 arasinda
degisen duyarlilik ve %84-100% arasinda degisen secicilik oranlar1 tanimlanmistir (Polat
2011, El-Din, 2013 ve Ertabaklar, 2011).

Trichomonas vaginalis’in benzer biyolojik 6zelliklerini tagiyan tiirlerinin genetik
farkliliklar1 tizerine yapilmis c¢ok fazla calisma bulunmadigi gibi, endobiontlarin
(mycoplasma ve Trichomonas vaginalis virus=TVV) dagilimi da tam olarak
bilinmemektedir. Klinik tabloda, prognoz ve metronidazol duyarliligi gibi 6zelliklerdeki
farkliliklarin, suslarin biyolojik 6zellikleri ve virulans farkliliklarina bagli olabilecegi
disiiniilmektedir (Hampl V 2001). Semptomatik ve asemptomatik hastalardan elde edilen
suslarin aralarinda farkliliklar oldugu zimodem analizi ile tespit edilmistir (Vohra H 1991,
Proctor EM 1988). Kriger ve ark. (Kriger 1985), Amerika’da farkli bolgelerden elde
ettikleri suslarda antijenik farkliliklar1 gostermisler; Hampl V ve ark.(2001) 8 iilkeden elde
edilen 20 farkli Trichomonas vaginalis Ornegini RAPD yontemi ile inceleyerek
aralarindaki filogenetik benzerlikleri arastirmiglardir. Genetik agacin, metronidazol direnci
ve mikoplasma tasiyiciligini yansitiyorken; virlilans, cografik dagilim ve TVV
enfeksiyonunu yansitmadigini tespit etmislerdir (Hampl 2001). Stiles ve ark (2000),
hastaligin epidemiyolojisini daha 1yi anlamak amaci ile Missisipi’den elde edilen 31 T.
vaginalis 6rnegini HSP70 RFLP yontemi ile arastirmislar ve molekiiler olarak 10 farkl: alt
tip belirlediklerini bildirmislerdir. Ancak, metronidazol direnci ile RFLP alt tipleri arasinda
bir iligki saptamamislardir (18). Snipes ve ark (2000) ise, 109 T. vaginalis Ornegini
rDNA’nmn ITS (Internal trancribed spacer) bolgesini PCR ile ¢ogaltarak incelemisler, 16
ornekte C66 ITS mutasyonu saptamislar ve bu grupta dirence daha ¢ok rastlanmasindan
dolayr direncin mutasyonlara bagli olabilecegini bildirmislerdir. Bu tiir caligmalar ile
metronidazol direncine ait molekiiler bir isaret bulunabilmesinin, tedavi stratejilerinde
onemli oldugunu diisiindiiklerini belirtmislerdir (Snipes 2000).

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz PCR-RFLP  yonteminin, ila¢ direnci
aragtirmalarinda, tedavi takibinde, parazitik enfeksiyonlara genetik duyarlilik
aragtirmalarinda, patogenez ve immiin cevabin daha iyi anlagilmasinda onemli katkilar

sagladig1 diisiinlilmektedir. Nerdeyse tek dezavantaji pahali olmasi olan molekiiler yontem
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kullanmanin yararlarindan biri de, parazitin tiplendirmesinin yapilabilmesidir. Pahali
olmasi rutin incelemelerdeki kullanimini kisitlasa da, son yillarda giderek artan bir siklikta,
Ozellikle arastirma alaninda hastalik evrelemesinden kriminal vakalara kadar bir¢cok alanda
kullanilmakta olup 6zellikle miks enfeksiyonlarin tanisinda veya parazitlerin hem tani
hemde genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir. (EI-Din, 2013).

Calismamizda kullanilan PCR-RFLP yonteminde, hedef bolge olarak aktin geni
secilmigtir. Aktin, bitki ve hayvanlarda bulunan flaman yapisinda bulunan bir protein olup
kas kasilmas1 ve harekette 6nemli rol oynamaktadir. Trichomonas vaginalis konak hiicreye
temas edince kamgcili formdan ameboid forma gecer ve temas bolgesinde psédopodlar
cikar (Bricheux 1997). Bu o6zelligin, parazitin viriilans: ile yakindan iliskili oldugu ve
hiicre hasarinda 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Arroyo 1993). Dolayisiyla, aktinin
parazitin patogenezinde Onemli bir rolii oldugu disiiniilmektedir. Hedefin 1100bp
secilmesi de onemlidir, zira aktin genin gercek uzunlugundan sadece 28bp kadar kisadir
(Crucitti 2008). Enzim sayis1 fazlalagtikga, genotiplendirmenin daha hassas oldugu
belirtilmektedir (Crucitti 2008, Matini 2014). Aktin gen bolgesini hedefleyen ii¢c ayri
enzimin secilmis olmasi, her bir enzime yonelik degisik paternler ve her ili¢ enzimin
birlikte degerlendirilmesiyle farkli patern kombinasyonlari olusmustur. Bu da, genotip
farkliliklarinin daha iyi anlagilmasini sagladigi diisiiniilmiistiir. Ornek 11,12, 15, 20°de
Msel ile kesim sonucu iki paterne ait bantlar goriilmiistiir. Bu durumun olas1 nedenlerinin
olgularin iki farkli susla enfekte olmalar1 veya kontaminasyon olabilecegi diisliniilmiistiir.
Ancak 11. ve 12. 6rneklerin PCR’lar1 ve enzim kesimleri tekrarlanmis yine benzer sonuglar
almmistir. Bu durum bu Orneklerde 1ki farkli susun bulundugu ihtimalini
kuvvetlendirmektedir.

Cesitli parazitlerde uygulanmis olmasina ragmen, Trichomonas vaginalis konusunda
bu sekilde yapilmis smirli sayida c¢aligmaya ulasilabilmistir. Parazitin genotipik
farkliliklarinin viriilans, prognoz, ila¢ direnci ve semptomlarla iligkili olup olmadig
arastirilmaktadir (Hampl 2001, Stiles 2000). Stiles ve ark., HSP70 geni ile yaptiklar
calismada on farkli RFLP patern alt tipi belirlemisler, metranidazol direnci ve RFLP alt
tipleri arasinda herhangi bir korelasyona rastlamamiglardir (2000). Ayn1 6rneklerde farkl
genotiplere rastlamiglar ve bunun cevrelerindeki farkli genotip parazitlere veya farklh
partnerlerle iliskiye baglamislardir. Metranidazol direncinin mekanizmasi hala tam olarak
anlagilamamistir. Kazemi ve ark., ITS1 fragmaninda mutasyon saptanan iki olgunun
semptomatik ve tedavi almayan olgular oldugunu bildirmistir (2010). Calismamizda,

izolatlarin ait oldugu hastalarin 6zgegmisleri, calismanin amaci disinda oldugundan
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aragtirtlmamistir. Bu konuyla ilgili, klinik ve fenotipik 6zelliklerle genotipi karsilastiran
ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Trichomonas vaginalis izolatlarinda aktin gen bolgesini hedefleyen PCR-RFLP ile
yapilmis sadece bir ¢alismaya rastlanmistir. Bu ¢alisma 2008 yilinda Crucitti ve ark.
tarafindan yapilmistir. Benzer bir ¢alismada ise ayn1 gen bolgesini hedefleyen PCR-SSCP
(PCR-Single Stranded Conformational Polymorphism) yontemi ile 2014’de Matini ve ark
tarafindan yapilmistir. Crucitti ve ark. Kongo ve Zambia’da 160 izolat {izerinde yaptiklari
calismada, nested PCR ile 151 izolat1 amplifiye edebilmisler ve bu teknigin duyarliligini
%094,4 olarak bildirmislerdir (2008). Biz 20 izolatimizin tiimiinii nested PCR ydntemiyle
amplifiye edebildik. Daha fazla izolatla yapilacak calismalarda bu oranin degisip
degismeyecegi kontrol edilebilir. Crucitti ve ark., ayn1 ¢alismada HindII enzimiyle yapilan
islem sonucu iki farkli bant paterni (1 ve 2), Msel ile yapilan islem sonucu ii¢ farkli bant
paterni (1,2 ve 3) ve Rsal enzimiyle yapilan kesim sonucu ise dort farkli bant paterni (1,2,3
ve 4) tespit etmislerdir. RFLP paternleri ve niikleotid sekanslar1 dikkate alindiginda 15
farkli niikleotid degisikligi gozlenmistir. Bu ii¢ enzimin kesim islemleri sonucunda olusan
kombinasyonlar sonucunda ise, sekiz farkli genotip (A, E, G, H, I, M, N ve P)
tanimlanmistir. Kongo’da Genotip E en sik goriilmekte iken, Zambia’da Genotip G en sik
olarak bulunmustur. Ayrica, Zambia’da miks enfeksiyonlar goriiliirken, Kongo’da
goriilmedigi bildirilmistir. Farkli bolgelerde yasayan olgulardan elde edilen izolatlarda
antijenik farkliliklar oldugu gosterilmistir (Kriger 1985). Dolayisiyla, bu iki bdlgede farkli
genotiplerin ortaya ¢ikmasi beklenen bir sonug olarak diisiintilebilir.

Yine, aktin gen bolgesini hedef alarak yapilan diger ¢alismada ise Matini ve ark.’nin
calsmasidir. Iran’da iki ayr1 sehirde jinekoloji kliniklerine basvuran hastalarda yapilan bu
calismada  arastirmacilar, PCR-SSCP  (PCR-Single Stranded Conformational
Polymorphism) yontemini 950 6rnekten elde edilen izolatlarda uygulamislar ve yedi farklh
genotip belirlemislerdir (2014). Yapilan sekans ¢alismasinda, bes polimorfik bdlge tespit
etmisler, ancak bu bolgelerin hicbirinde amino asit substitisyonu tespit etmemislerdir.
Ayrica, hi¢ miks enfeksiyona rastlanmadigr belirtilmektedir.

Bizim caligmamizda ise, Genotip G ve E ayni sayida bulunmus olup miks tip
orneklere de rastlanmistir. Ayrica, Crucitti ve ark.’nin ¢alismasinda tanimlanan genotiplere
ek olarak iki farkli patern bulunmus olup bunlara Y1 ve Y2 adi verilmistir.

Bu calisma ile ilk kez iilkemizdeki genotipler tanimlanmistir. Bu arastirma,
tilkemizde bu konuda yapildig: bilinen ilk ¢alisma olup daha sonra yapilacak caligmalara

151k tutacagr diisiiniilmiistiir. Izolat sayisi arttirilarak ve baska bolgelerle karsilastirma
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yapilarak iilkemize 6zgii 7. vaginalis genotiplerinin belirlenmesi bundan sonraki hedef
olarak goriilmiistiir. Ayrica genotipler ile parazitin viriilansi, ilag¢ direnci, klinik gdriiniim,

prognoz gibi 6zellikleri arasindaki iligskiye aciklik getirebilecegi diisiintilmiistiir.
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5. SONUC

Sonug olarak, Trichomonas vaginalis’in bulas, klinik ve virulans 06zelliklerinin
incelenmesinde PCR-RFLP yonteminin kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Parazitin 6nemli
bir gen bolgesi olan aktin geninin, potansiyel bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi kanatine
varilmistir. Bu ¢aligsma, iilkemizde bu konuda yapilan ilk ¢aligma olup bulunan sonuglarin,
ileride yapilacak caligmalara 1s1k tutmasi agisindan yararli oldugu diisiiniilmektedir. Daha
once tanmimlanan genotiplere ek olarak iki farkli genotip tanimlanmistir. Ulkemizde farkli
bolgelerden elde edilen izolatlar ile bu tiir bir ¢aligma yapilirsa bolgesel farkliliklar olup

olmadig1 da degerlendirilebilecektir.
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OZET

Trichomonas vaginalis’in Aktin gen bolgesi kullanilarak PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorhism) ile molekiiler tiplendirmesi

Trichomonas vaginalis, trichomoniasis hastalifinin etkeni olup, 6zellikle kadinlarda daha
fazla goriilen, cinsel yolla bulasan ve asemptomatik olabilen, vajinit ve servisite yol acan
bir protozoondur. T. vaginalis infeksiyonu hamilelikte membranlarin erken riiptiirii, diisiik
dogum agirlikli bebek ve erken dogum gibi komplikasyonlara sebep olabilmektedir.
Enfeksiyonun diger énemli yant HIV (human immunodeficiency viriis) dahil diger cinsel
yolla bulasan etkenlerin bulasinda kolaylastirict rolii olmasidir. Parazitin sik goriilmesine
karsin genetik degiskenlikleri, viriilans ve ilag direnci vb gibi diger 6zellikleri tam olarak
bilinmemektedir. Trichomonas vaginalis’in proteinleri, polisakkaritleri ve izoenzim profili
genotipik farkliliklarinin oldugunu gostermekle birlikte, glinlimiize kadar yapilan virulans
gibi biyolojik farkliliklarini anlama caligmalar1 tam olarak basarili olamamastir.

Bu calismada Aydin Ilinden izole edilen T. vaginalis izolatlarinin aktin gen bolgesinden
secilen primerler ile PCR-RFLP yontemi ile molekiiler olarak tiplendirilmesi
amaclanmistir. Bu amagla Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuvarinda daha once izole edilerek kriyoprezerve edilerek saklanan 20 7. vaginalis
izolati1 bu yontem ile molekiiler olarak tiplendirilmesi yapilmis, iki belirgin genotip
saptanmistir.

Bu konuda iilkemizde yapilmis ¢alisma bulunmadigindan bu ¢aligma ilktir ve cografik

farkliliklar1 tanimlayabilmek icin ileri ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: PCR, RFLP, genotiplendirme, Trichomonas vaginalis
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SUMMARY

Molecular typing of Trichomonas vaginalis with PCR-RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorhism) by using Actin gene region

Trichomonas vaginalis is the agent pathogen of Trichomoniasis, a sexually transmitted
disease that can cause asymptomatic or symptomatic vaginitis and cervisitis. In pregnancy,
T. vaginalis infection may result in complications such as, premature rupture of
membranes, preterm labor or low birth weight. It also can fascilitate the transmission of
other sexually transmitted disease agents including HIV. Although 7. vaginalis is common,
its properties like genetic variability, virulence or drug resistancy are not completely
understood. Genotypic differences of the parasite are assumed regarding its proteins,
polysaccharides and isoenzyme profile, but studies on understanding biological differences
such as virulence could not have been totally accomplished.

In this study, 7. vaginalis isolates were processed with PCR-RFLP technique using actin
gene site and molecular typing of the parasite was aimed. Twenty 7. vaginalis isolates
(which were isolated and cryopreserved before) were used and two major genotypes were
determined. This is the first study on this subject with PCR-RFLP method by using actin

gene and further studies are needed in order to define geographical differences.

Keywords: PCR, RFLP, genotyping, Trichomonas vaginalis
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