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ÖNSÖZ 
 

Bu tez, Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Parazitoloji Anabilim 

Dalı tarafından yürütülen “Trichomonas vaginalis’in aktin gen bölgesi kullanılarak PCR-RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) ile moleküler tiplendirmesi” isimli tez projesi 

kapsamında hazırlanmıştır. Tez çalışması sırasında, ışık mikroskobu, santrifüj, vortex gibi alet ve 

malzemeler açısından, Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı’nın 

olanaklarından yararlanılmıştır. Bu tez, Adnan Menderes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

kapsamında TFP-12015 numaralı tez projesi olarak desteklenmiştir. 

Trichomonas.vaginalis, tüm dünyada yaygın olarak görülen cinsel yolla bulaşan sıklıkla 

kadınlarda vajinit erkeklerde üretrit etkeni bir protozoondur. Trichomoniasis özellikle üreme çağında 

kadın sağlığına olumsuz etkileri bulunması nedeniyle halk sağlığı açısından oldukça önemlidir. 

Tanısında direkt ve dolaylı pek çok tanı yöntemi kullanılmaktadır. Son yıllarda moleküler yöntemler 

özellikle PCR, bir çok etkenin tanısında ve alt grupların tiplendirmesinde artan sıklıkta 

kullanılmaktadır. Parazitlerin tanısında, alttürlerin ve tür içi farklılıkların saptanmasında PCR’a dayalı 

RFLP gibi teknikler sıkça kullanılmaktadır. Aktin proteininin, parazitin biyolojik varyasyonuyla ilişkili 

olduğu ve yapılan çalışmalar tür içinde farlılıklar olabileceğini desteklediğinden çalışmamızda PCR-

RFLP’de aktin geni, hedef bölge olarak seçilmiştir. Uluslarası literatürde bu konuda çok az çalışmaya 

rastlanmış olup ülkemizde henüz bu konuda bir araştırmaya rastlanmamıştır. Bu nedenle, 

laboratuvarımıza gelen, dolayısıyla bölgemizdeki olgulardan izole edilen Trichomonas vaginalis 

izolatlarının PCR-RFLP ile tiplendirilmesi yapılmıştır. Bu çalışma, ülkemizde bu konuda yapılan ilk 

çalışma olup bilimsel literature katkı sağlayacak ve bundan sonra yapılacak benzer çalışmalara 

öncülük edecektir.  
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1. GİRİŞ 

 

1.1. TARİHÇE 

 

İlk kez Donne tarafından 1836 yılında bulunan Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), 

ismi 1837’de aynı araştırmacı tarafından verilmiştir (Kuman ve Altıntaş, 1996). Thrix, 

Yunanca’da saç anlamına gelmektedir. Koelliker ve Scanzoni 1855 yılında kadınlarda %50 

oranında enfeksiyonu görürken 1924 yılında Katsuma tarafından bir erkek idrarında 

saptanmıştır. Yine, 1927’de Capek tarafından bir erkek üretrit vakası bildirilmiştir 

(Merdivenci, 1981).  

 

1.2.  TAKSONOMİ  (Schwebkei ve Burgess, 2004) 
 

   

 Domain: Eukarya 

 Kingdom: Protista 

 Subkingdom: Protozoa 

 Phylum: Metamonada 

 Subphylum: Mastigophora 

 Class: Parabasilia 

 Order: Trichomonadida 

 Family: Trichomonadae  

 Genus: Trichomonas 

 Species: T. vaginalis 

 

1.3. YAPI 

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), armut şeklinde olup canlı iken bir miktar 

şekil değiştirmektedir. Geniş kısmın ortasında kese şeklinde nükleus ve içinde 

“blefaroblast” denen kromatin tanecikleri mevcuttur. Bu taneciklerin her birinden dörder 

tane “kamçı” denen uzantılar çıkarak gövdenin dışında serbest olarak hareket ederler. 

Beşinci kamçı, membran boyunca uzanır ve membranla arasında “dalgalı zar” denen bağlar 

oluşur. Ayrıca, nükleustan başlayıp parazitin sivri ucundan dışarı çıkan “aksositil”, bu 
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oluşumun yanında mitokondriye benzer yapılar, nükleusla dalgalı zar arasında parabazal 

golgi cisimciği ve bir lif mevcuttur.  

Aksositil ve golgi cisimle yanındaki lifin kinetosom üzerine yaslandığı ve yine 

kamçıların her birinin bir kinetosomdan çıktıkları görülmüştür. Kinetosomların içinde 

yoğun osmofilik granüller bulunmaktadır. Ayrıca, aksositil çevresinde mitokondriye 

benzeyen “hidrogenozom”ların olması nedeniyle diğer ökaryotlardan farklı yapıdadır 

(Saygı, 1998).  

Nükleusu, büyük oval yapıda olup parazitin geniş olan kısmının ortasında 

bulunmaktadır. İçindeki yoğun plazma granüller barındırmaktadır. Dışta bir nükleus 

membranı ve onu çevreleyen endoplazmik retikulum bulunur. Parazit, çift katlı, fosfolipid 

yapısında, sıvı mozaik yapısı nedeniyle fagositoz yapılmasını sağlayan bir hücre 

membranına sahiptir. Bu sayede, fagositoz yoluyla kolayca beslenerek yaşamını 

sürdürebilir. Hücre membranının bir parçasıymış gibi, parazitin yarısına kadar uzanan 

dalgalı bir zar bulunmaktadır. Bu zarın altında ise, “Kosta” olarak adlandırılan bir 

oluşumda aralıklı çapraz bantlar görülebilir (Öncel ve Zeyrek, 2007). 

 

1.3.1. Trofozoit 

Kist formu olmayan parazitin tek formu trofozoit formudur. Boyutları, 10-25 

mikron boy ve 5-10 mikron enindedir. Dördü ön, bir tanesi arka tarafta olmak üzere beş 

kamçısı vardır. İkiye bölünerek üremektedir. Dış etkenlere dayanıklı değildir ve suda bir 

saat içinde ölmektedir. İdrarda 24 saat, kirli eşyalarda 6 saat canlı kalabilmektedir (Öncel 

ve Zeyrek, 2007).  
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Şekil 1. in vitro kültürde Giemsa ile boyanmış trofozoit görünümü 

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

tarihinde erişilmiştir) 

 

1.3.2. Beslenme ve Hareket 

Trichomonas vaginalis, kendi etrafında dönerek hareket etmektedir. Bunu dalgalı zar 

aracılığıyla gerçekleştirir. Ön kısımdaki kamçılar da bu hareketi hızlandırmaktadır. Dönüşü 

sırasında karşısına çıkan bakteri, virüs ve protozoa gibi canlıları, epitel hücresi, eritrosit, 

spermatoit gibi yapıları kamçıları yardımıyla yakalar ve fagositoz yoluyla alarak beslenir. 

Enerjisini, en çok vajen glikojeninden temin etmektedir. Bu suretle, üremeleri için vajen 

glikojenine ihtiyaç duyan Lactobasillus acidophilus üreyemez, vajen pH’sı alkaliye döner 

ve T. vaginalis’in üremesi için gerekli ortam oluşmuş olur (Heine ve McGregor 1993).  

 

1.4. YAŞAM DÖNGÜSÜ 

 Monoksen bir protozoon olup tek konağı insandır. Kist şekli bulunmamakta olup 

mevcut olan tek formu trofozoit formudur. Yaşam döngüsü son derece basit olarak 

nitelendirilebilir (Schwebke ve Burgess 2004). Trofozoit formuyla genellikle cinsel 

ilişkiyle bulaşmakta olup nadiren kontamine eşyalarla da bulaş görülebilmektedir. 

Yerleştiği organda ikiye bölünerek çoğalır. Bu sırada, yeni oluşan protozoalarda ikişer 

kamçı ve bir blefaroplast bulunmaktadır. Dalgalı zar, kosta ve parabazal cisim bir hücrede 

kalır. Yeni hücrelerde eksik olan kamçılar, dalgalı zar, kosta, parabazal cisim ve aksositil, 

blefaroblasttan çıkarak organeller tamamlanır (Öncel ve Zeyrek, 2007).  

http://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/gallery.html#trophs
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Şekil 2. Trichomonas vaginalis’in yaşam döngüsü (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx 

adresinden 02/01/2015 tarihinde ulaşılarak Türkçe’leştirilmiştir).  

 

 

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

Hemen her zaman bir hastalığa yol açmasa da, T. vaginalis, yerleştiği epitel 

hücrelerinde belirgin değişiklikler meydana getirmektedir. Ekstrasellüler bir parazit olup 

patogenezi multifaktöriyeldir. Ülkelere ve bölgelere göre farklı suşları olabileceği ve 

bunların da farklı virülans özelliklerine sahip olabileceği düşünülmektedir (Özcel ve 

Zeyrek 2007, Matini 2014).  

Parazit mukoza üzerinde üreyerek epitel harabiyeti ve yangı oluşturmaktadır. Hücre 

içinde ödem meydana gelmekte ve yangı bölgesine lökositlerin de gelmesiyle hücrelerarası 

ödem de oluşmaktadır. Hatta kronik olgularda bu ödem nedeniyle, yüzeyel tabaka yerinden 

ayrılmakta ve akıntı meydana gelmektedir. Dolayısıyla denebilir ki, virülansındaki en 

önemli faktör, epitel hücrelerine olan aderansıdır (Schwebke ve Burgess 2004, Ertabaklar 

ve Ertuğ, 2007). Parazitin hücre ve dokular üzerinde toksik etkisi olan bir enzim 

salgıladığı, dokularda nekroza kadar giden harabiyete yol açtığı bildirilmektedir (Özcel ve 

Zeyrek, 2007).  

Trichomonas enfeksiyonunda sürüntü materyalinin boyanarak incelenmesi sırasında 

farklı görünümler ortaya çıkabilmektedir. Bunlardan bir tanesi, epitel hücre dejenerasyonu 

iken bir diğeri malign görünümü andıran hücresel değişikliklerdir.  Üçüncü görünüm ise, 

klasik yangı görünümü, bol lökosit ve histiyositlerdir.  

Trichomonas vaginalis’in virulansı ve oluşturduğu hastalık şiddeti, hem parazite ait 

hem de konağa ait özelliklerle yakından ilişkilidir. Klinik tablo ve metronidazol direncinde 

suşların biyolojik özellikleri ve virulans farklılıklarının rol oynadığı düşünülmektedir 

(Hampl 2001). Yine, semptomatik ve asemptomatik hastalardan elde edilen suşların 

aralarında farklılık bulunduğu zimodem analizi ile tespit edilmiştir (Vohra 1991, Proctor 

1988). Parazitin farklı serotip, enzim paterni ve değişen büyüme hızlarına sahip olduğu 

gösterilmiş olup adezyon, hemoliz ve sitotoksisite gibi virülans faktörleri tanımlanmıştır 

(Mendoza-Lopez, 2000). 

1.5.1. Aderans ve Adezinler 

Trichomonas vaginalis’e ait olan yüzey proteinleri (adezin) AP 65, AP 51, AP 33 

ve AP 23, konak hücreyle parazit arasındaki etkileşimi düzenlemektedir (Arroyo, 1992). 

Aderansta rol oynayan proteinler yüzeyde yerleşmiştir. Parazit epitelle temas ettiğinde, 

yüzeyden salınan adezyon proteinleri artar. Adezyon moleküllerinin salınımını etkileyen 

bazı faktörler mevcuttur. Örneğin, ortamda yüksek oranda demir varsa, virülans artar ve 

demir düzeyi düşükse bu dört proteinin salınımı azalmaktadır. Bir diğer faktör ise 

laminindir. Laminin, epitelyum alt tabakasında bulunan bir glikoproteindir ve reseptörleri 
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makrofaj, bakteri ve kanser hücrelerinde de bulunmuştur (Özcel ve Zeyrek, 2007). Yine, 

Trichomonas yüzeyinde D-Laktoz ve N-asetil-D-glikozamin gibi lektin bağlayan 

karbonhidratların eritrosit hemolizi, hedef hücre fagositozu ve ilaç duyarlılığında rol 

oynadığı bilinmektedir. Parazitin yüzeyinde bulunan lektinin de adezyonda rol aldığı 

bildirilmektedir (Petrin, 1998).  

 

1.5.2. Hemoliz 

Parazitin ana lipid ve demir kaynağı, eritrositler olup eritrositlerin hemolizinde, 

sistein proteinazlar rol oynamaktadır. Özel bir reseptör üzerinden parazit eritrosite 

yapıştığında sistein proteinazlar salınır ve parazit hücreden ayrılır. Parazit, hücreden 

ayrıldığında da hücre lizisi meydana gelmektedir. Trichomonas vaginalis, sistein 

proteinazlar açısından en zengin protozoondur (Öncel ve Zeyrek 2007, Ertabaklar ve Ertuğ 

2007). 

 

1.5.3. Hücre Ayıran Faktör (CDF) 

CDF, glikoprotein yapısında olup hücreleri öldürmeden ayırır. Üretimiyle klinik 

semptom ve hastalığın şiddeti yakından ilişkilidir. CDF üretimi artarsa, hastalık şiddeti de 

artmaktadır (Garber, 1991). Estrojenin bol olduğu ortamlarda üretiminin düşmesi, 

menstruasyon gibi estrojenin azaldığı durumlarda semptomların kötüleşmesini açıklar 

niteliktedir. 

 

1.5.4. Sitotoksik Moleküller 

Parazitin hedef hücre membranına sitotoksik etki gösterdiği bilinmektedir. 

Sitotoksik etkide yer alan faktörlerden biri eritrosit membranında por oluşturan 

moleküllerdir. Bir diğeri, parazit tarafından salınan Fosfolipaz A2 olup bu da yine 

eritrositleri parçalamakta ve fosfatidil kolini azaltmaktadır (Öncel ve Zeyrek 2007, 

Ertabaklar ve Ertuğ 2007).  

 

1.5.5. T. vaginalis RNA virüs 

Bir diğer virulans faktörü, T. vaginalis RNA virüs (TVV) denen bir virüstür. Çift 

zincirli olan bu virüsü, klinik izolatların %82 oranında taşıdığı tespit edilmiştir. Bu virüsün 

virulansta ne gibi bir rol oynadığı henüz tam olarak anlaşılamamıştır (Suud ve Kapil, 

2008).  
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1.6. TANI 

  Trichomoniasis, bakteriyel vajinozise benzemesi, birçok olguda semptomsuz 

olması nedeniyle tanısı zor olabilir (Stemmer ve ark., 2012). En kolay ve güvenilir yöntem, 

parazitin görülüp tanınmasıdır. Tanı, direkt veya indirekt yöntemlerle yapılabilir (Rein, 

2000). Etyolojik ve serolojik tanı mümkündür. 

 

1.6.1. Etyolojik Tanı 

1.6.1.1. Direkt Mikroskobik İnceleme  

Direkt mikroskobi (DM), parazitin mikroskop altında incelenmesidir. Vajinal 

akıntı, idrar sediment, prostat akıntısı gibi sıvılardan alınan örneklerden bir damla, bir 

damla serum fizyolojikle lam üzerine konarak karıştırılır. Üzerine lamel konarak en kısa 

zaman içinde mikroskop altında incelenir. Hareketsiz parazitleri harekete geçirmek 

amacıyla preparat üzerine bir damla %5’lik paraamino salisilik asit damlatılması yardımcı 

olabilir. Duyarlılık %40-70 arasında değişmektedir (Stemmer, 2012). 

 

1.6.1.2. Boyama 

Bir damla örnek lam üzerine konur ve yayma yapılır. Tespit edildikten sonra 

Giemsa ile boyanarak mikroskopta immersiyon objektifiyle incelenir. Giemsa dışında, 

May Grünwald, Gram veya Papanicalaou yöntemleriyle de boyanabilir. Boyamayla, 

kamçı, nükleus, aksositil gibi organeller görülebildiğinden tanı kolayca konur. Parazit 

sayısı az olduğunda, besiyererine de ekim yapılarak tanı desteklenebilir.  

 

1.6.1.3. Kültür 

Kronik enfeksiyon veya parazitin az olduğu durumlarda kullanılması DM ve kültür 

yöntemlerinin kullanılması tanıyı attırmaktadır. Üreme için en uygun sıcaklık 37°C olup 

parazitler en erken 9-12 saatte üreyebilmektedir. CPLM (Laktoz, Sistein, Karaciğer tozu 

veya ekstresi, Maltoz) Besiyeri ve Tripticase-Yeast Extract Maltose (TYM) Besiyeri en 

çok kullanılan besiyerlerindendir. Bunların dışında, VF Buyyon Besiyeri, Diamond TPS-1 

gibi besiyerleri de kullanılabilir. Değişik besiyerlerinin kullanılığı kültür yönteminin %50-

95 oranında hassas olduğu ve bu nedenle trichomoniosis tanısında altın standart olarak 

kabul edildiği bildirilmektedir (Öncel ve Zeyrek, 2007).  
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1.6.2. Serolojik Testler  

Trichomoniasis tanısında rutin olarak kullanılmamakla birlikte parazitin 

görülememesi, vajinal materyalin elde edilememesi durumlarında veya bilimsel 

araştırmalarda serolojik testler kullanılabilmektedir. 

 

1.6.2.1. İndirekt Hemaglutinasyon Yöntemi (İHA) 

Bu yöntemde kullanılan antijen, kültürde üretilen parazitlerden elde edilmektedir. 

Daha sonra bu antijenlerle hazırlanan koyun eritrositleri kullanılarak İHA yöntemi 

çalışılabilmektedir. Eritrosit yüzeyindeki antijen, antikorlarla karşılaştığında, eritrositler 

birbirine yapışır ve hemaglutinasyon meydana gelir (Öncel ve Zeyrek, 2007). 

 

1.6.2.2. İndirekt Floresan Antikor Testi (İFA) 

Besiyerinden üretilmiş canlı parazitler üzerine serum fizyolojik konarak santrifüj 

edilir. Üç kez tekrardan sonra yıkanarak dipte kalan çöküntüden özel İFA lam çukurlarına 

birer damla konur ve üzerlerine birer damla aseton damlatılarak oda ısısında kurutulur. 

Böylece, antijen hazırlanmış olur. Bu antijenlerle trichomonas şüphesi olan kişilerin 

serumlarında antikor aranır (Öncel ve Zeyrek, 2007).  

 

1.6.3. Hızlı Tanı Testleri 

Son yıllarda, 10-60 dakika arasında sonuç verebilen ve Trichononas antijenlerini 

veya nükleik asitlerini aramaya yönelik testler geliştirilmiştir (Hobbs ve Sena, 2013). 

Bunların arasında OSOM Trichomonas Rapid Test (Sekisui Diagnostics, ABD) ve Kalon 

Tv Lateks Aglütinasyon Testi (Kalon Biological, İngiltere), antijenlere yönelik testler iken; 

Affirm VPIII (Becton Dickinson, ABD) nükleit asit aramaya yönelik bir testtir. 

Duyarlılıkları %40-95 arasında değişirken, seçicilikleri yüksektir (%92-100) (Suud ve 

Kapil, 2008). 

 

 

 

1.6.4. Moleküler Testler 

Parazitlerin tanısında, DM ile görülememesi, az sayıda parazit varlığı, serolojik 

yöntemlere karşı çapraz reaksiyon oluşma riskinin olduğu durumlar, bu yöntemlerle aktif 

veya kronik enfeksiyon ayrımının yapılamaması gibi nedenler, araştırmacıları moleküler 

tanı yöntemlerine yöneltmektedir. Diğer tanı yöntemleriyle parazitin kendisi veya 
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kendisine karşı oluşan antikorlar aranmakta iken moleküler tanı yöntemlerinde parazitin 

nükleik asit gibi çok küçük bir parçasının aranmasına yönelik tekniklerin kullanılması söz 

konusudur. Yani, moleküler tanı yöntemlerinde, parazite ait olan DNA parçalarının bilinen 

DNA molekülleriyle araştırılması söz konusudur. Klasik moleküler tanı yöntemleri, sıvı 

faz hibridizasyonu, katı faz hibridizasyonu ve in situ hibridizasyon olup işaretlenmiş 

bilinen DNA moleküllerinin özgül olan nükleotid dizisine bağlanması ve görüntülenmesi 

esasına dayanmaktadır. 

1980’lerde ısıya dayanıklı DNA polimerazın izolasyonu ve PCR (Polymerase 

Chain Reaction) yönteminin geliştirilmesiyle, genetik tiplendirme, karakterizasyon, 

tanıma, klinik teşhis ve filogenetik analiz için bir dizi moleküler araç kullanılabilir hale 

gelmiştir. Böylece, nükleik asitlerin spesifik amplifikasyonuna izin veren tetkiklere olanak 

sağlanmıştır (Monis, 2002). Parazite ait tek bir nükleik asidi gösterebilecek kadar güçlü 

olan PCR yöntemi, bir nükleik asit dizisinin in vitro olarak enzimatik bir şekilde 

çoğaltılması olarak, yani aslında, in vitro koşullarda yapılan bir tür DNA sentezi olarak 

tanımlanabilir (Bardaker ve Yenidünya, 2010). 

Nükleik asit amplifikasyon teknikleri arasında PCR, nükleik sekansa dayalı 

amplifikasyon (NASBA) ve ligaz zincir reaksiyonu (LCR) sayılabilir. 1990’larda, 

restriksiyon enzim analizi ve PCR’ın birleşmesiyle RFLP (Restriction Fragment Lengh 

Polymorphism) ortaya çıkmış ve araştırmalarda genotiplendirmeye ait ek bilgiler elde 

edilmiştir (Hide ve Tait, 1991). Bu teknik, Echinococcus’tan Crytosporidium’a kadar 

birçok parazitin karakterizasyonu için kullanılmıştır (Trauba, 2005). Ayrıca, yeni türlerin 

bulunmasına olanak sağlayarak taksonomik açıdan da bilgi vermektedir (Lymbery ve 

Thompson, 2012). 

Duyarlılığı ve seçiciliği yüksek olan PCR yöntemi, kompleks genomlardan seçici 

amplifikasyonlara olanak verir. Bu teknikte, çift sarmallı genomik DNA şablonu ısıtmayla 

denatüre edildikten sonra oligonükleotid primerlerin kendilerini tamamlayan dizileri 

hibride etmesi için sıcaklık düşürülür. Böylece, ısıya dayanıklı DNA polimeraz enzimiyle 

katalizlenerek her iki uca doğru DNA sentezlenir ve çift sarmallı ürünler ortaya çıkar. Bu 

sentez, otomatik bir ısı döngüsünde 20-40 kez tekrarlanır. Tekrarlayan analizlerle, 

milyonlarca DNA kopyası oluşturulabilir (Gasser, 2006).  

Parazitolojide PCR tanı amacıyla, rekombinant DNA aşı geliştirilmesi, immünoloji 

ve konak-parazit etkileşimlerinin araştırılması, sekans analizi, PCR-amplifiye edilmiş 

genin yüksek çözünürlüklü analizi gibi birçok alanda kullanılabilir. Son zamanlarda, DNA 

sekansı sonucu tüm genomların analizi, moleküler epidemiyoloji ve parazit tespitindeki 
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duyarlılığın arttırılması için kullanılmaktadır. Temel PCR dışında RFLP, nested PCR, 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), MT-PCR (Multiplex Tandam PCR), RT-

PCR (Reverse Transcriptase PCR) ve GZ-PCR (Gerçek Zamanlı PCR) gibi teknikler 

vardır. Parazit identifikasyon ve diferansiyasyonunda RFLP ve RAPD gibi PCR’a dayalı 

teknikler sıkça kullanılmaktadır. Aynı zamanda, enfekte AIDS hastalarında parazitik 

enfeksiyonların tespitinde, enfeksiyona parazit ve konağın cevabının gen transkripsiyon 

değişiklikleriyle gösterilmesinde ve aşı adaylarındaki etkinliğin ölçümünde kantitatif PCR 

teknikleri kullanılabilmektedir.  

Uygulamada, PCR yöntemini gerçekleştirmek için DNA kalıbı dışında, primerler 

(DNA polimeraz için başlangıç noktası oluşturan 20 baz uzunluğunda kısa DNA dizileri), 

eşit miktarda 4 DNA bloğu (Adenin, Sitozin, Timin, Guanin) içeren nükleotidler (dNTP), 

DNA’yı yüksek ısıda denatüre eden Taq Polmeraz enzimi, optimal çevre koşullarını 

sağlayan, 8,3-8,8 pH’da reaksiyon tamponu, DNA polimeraz aktivitesi için gerekli bir 

kofaktör olan magnezyum (NTPlerle kompleks oluşturur) ve primerlerin DNA dizisine 

bağlanmasını arttıran potasyum klorür gereklidir. Aslında teknik, doğadaki DNA 

replikasyonuna benzer şekilde işler. Üç ana aşaması, 30-40 devir boyunca tekrarlayan 

denatürasyon, bağlanma ve ekstansiyondur (Gasser 2006, El-Din 2013).  

 

1.6.4.1. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) 

Homolog DNA sekanslarının spesifik restriksiyon endonükleazlarla kesilmesi 

sonucu oluşan fragmanlardaki farklılıkların belirlenmesi temeline dayanmaktadır. Bu 

amaçla yeteri kadar DNA elde etmek zor ve zaman alıcı olduğu için PCR ile hedef bölge 

çoğaltıldıktan sonra enzim kesimi gerçekleştirilebilmektedir. 

Kriminal olaylarda DNA hücresinin kaynağını bulmada veya bir bireyin hastalık 

evresinin saptanmasında ya da RFLP bölgeleri arasındaki rekombinasyon oranlarını 

ölçerek genetik haritalama yapılmasında kullanılabilir. Avantajları arasında, pahalı 

olmaması, dizaynının kolay olması, fazla donanımlı personel ve alete gerek olmaması 

sayılabilir. Dezavantajı olarak, restriksiyon enzimleri tanıma bölgesine ihtiyaç duyması, 

bazı enzimlerin pahalı olması, bir enzim bölgesinde birden çok varyasyonun olduğu 

durumlarda tam bir genotiplendirmenin yapılamaması, aynı anda birkaç personele ihtiyaç 

duyulabilen zamanların olması, büyük miktarlarda uygulamanın zor olması sayılabilir 

(Rasmussen, 2012). Bu teknik, özellikle türe spesifik varyasyonların tespitinde çok 

değerlidir. Ayrıca, tür identifikasyonu ve diferansiyasyonunda da çok önemlidir. Tür 
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diferansiyasyonunda bir enzimle kesme yeterliyken, birbirine çok yakın türlerde ise birden 

çok enzim gerekebilir. 

Bu tür rekombinant DNA’ya dayanan tekniklerin esası, DNA’nın laboratuar 

ortamında manupile edilmesine dayanmaktadır (Sözen, 2010). Bu da büyük oranda 

enzimlerle mümkün olmaktadır. Bakterilerden izole edilen bu enzimler, rstriksiyon 

enzimleri olarak adlandırılır ve DNA replikasyonu, transkripsiyonu, mutasyona uğramış 

DNA tamiri gibi birçok göreve katılır. Üç farklı grupta toplanan restriksiyon enzimleri 

1200 civarındadır ve tümü de belli bir DNA dizisini tanır. Tip I ve III enzimler DNA’yı 

tanıma bölgelerinin dışından kestikleri için, Tip II enzimler rekombinant DNA 

teknolojilerinde daha çok kullanılmaktadır. Bu enzimler genellikle 4,5 veya 6 nükleotit 

uzunluğunda özgün tanıma dizilerine sahiptir Bu grup, DNA’yı tanıma bölgelerinin 

içinden keser ve tanıma bölgeleri genellikle palindromiktir. Bu, DNA’nın bir kolunda 

5´→3´ yönündeki tanıma bölgesi dizisiyle tamamlayıcı koldaki 3´→5´ tanıma bölgesi 

dizisiyle aynıdır anlamına gelmektedir. Tek kollu uçlar 3´ veya 5´ şeklinde olabilir ve 

“yapışkan uçlar” adını alır. Bu uçlar, birbirlerini tamamladıklarından bu bölgelerden tekrar 

birleşme olanağına sahiptir. Bu da, rekombinant DNA teknolojileri açısından çok 

önemlidir (Bardakçı ve Yenidünya, 2010).  

 

 

1.6.4.2. Trichomoniasis’de PCR Kullanımı  

Mikroskopiye oranla daha duyarlı olan PCR teknikleri, özellikle az miktarda parazit 

olduğunda veya miks enfeksiyonlarda faydalı olmaktadır. Genotiplerin dağılımın tespitinde 

yararlı olmakla kalmaz, ilaç direnci ve tedavi kontrolünde de bu tekniklerden 

yararlanılabilir. Böylece, parazit enfeksiyonlarının tanı ve tedavi yaklaşımlarını belirlemek 

daha kolay olmaktadır. Bu teknikler, klinik laboratuarlarda T. vaginalis tanısında da 

giderek daha fazla kullanılmaktadır. Özellikle kültürün yapılamadığı durumlarda, referans 

laboratuara gönderilmesi gerekli olgular ve erkek hastalarda PCR tekniği daha yararlı 

olmaktadır. Ayrıca, canlı olmayan paraziti, fiksatif içinde veya kısmi hasarlı sekansların 

tespitinde kullanılabilir.  

Riley ve ark, 1982 yılında Trichomoniasis tanısında TVA5 ve TVA6 primerlerini 

tanımlanmıştır (Riley, 1992) Daha sonra, Real Time PCR gibi geliştirilmiş yöntemler 

kullanılmaya başlanmıştır. Duyarlılığı yüksek primerler tanımlanması, DNA’ya dayalı 

yöntemlerin kullanılması, parazitler konusundaki araştırmalara yeni açılımlar katmıştır. Bu 

teknikler arasında, PCR-hibridizasyon, PCR-polimorfizm, RFLP ve RAPD sayılabilir. 
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Dolayısıyla, PCR ve RFLP gibi iki tekniğin birlikte kullanılması, bir gendeki minör 

varyasyonları bile gösterebilecektir. Bu iki yöntemin kombinasyonu, daha hızlı, yaygın ve 

her tür örneğin kullanılabileceği bir yöntem olması sebebiyle giderek daha artan sıklıkta 

kullanılmaktadır (Stemmer, 2012). 

 

 

1.7. EPİDEMİYOLOJİ 

 

Tüm dünyada yaygın görülen bir parazittir. Her yıl 250 milyon yeni vaka olduğu 

bildirilmektedir (Parent 2013). Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD), 3,7 milyon kadın 

ve erkeğin enfekte olduğu düşünülmektedir.  

Değişik veriler mevcut olsa da, hemen tüm ülkelerde, özelikle polikliniğe başvuran 

kadınlar, gebeler, AIDS’li hastalar ve çok eşli kadınlarda yüksek oranlarda T. vaginalis’e 

rastlanmaktadır. Enfeksiyon daha çok üreme çağında yaygındır. Oral kontraseptif 

kullananlarda daha az görülmekte ve erkeklerde daha az bulgu verdiği için değişik oranlar 

verilmektedir.  

Ülkemizde yapılan değişik çalışmalarda da, olgulara ve kullanılan yöntemlere (DM, 

kültür, boyama yöntemleri) bağlı olarak %3-72,3 arasında değişen oranlarda T. vaginalis 

saptandığı bildirilmektedir (Ayhan N 1996, Suay A 1995, Aksoy Ü 2002). İlimizde de 

hastalığın görüldüğü bilinmektedir. Aydın ilinde Ertabaklar ve ark. nın yaptığı bir 

çalışmada 220 vajinal akıntılı kadının DM ile %5,45’inde, kültür yöntemi ile %7,27’sinde 

T. vaginalis saptamışlar (Ertabaklar 2004); yine Ertabaklar ve ark. Aydın’da yaptıkları 

başka bir çalışmada ise, 102 vajinal sürüntü örneğinin üçünde DM ile (%2.94), beşinde 

TYM besiyeri (%4.90) ile ve beşinde PCR yöntemi (%4.90) ile T. vaginalis tespit 

ettiklerini bildirmişlerdi (Ertabaklar ve ark, 2011).  

 

 

1.8. KLİNİK 

 

İnsan vücudunda en çok kadınlarda vajene, sonra da vulva ve üretraya; erkekte ise, 

üretra, prostat ve epididimise yerleşerek hastalığa yol açmaktadır. Yaşamı için gerekli 

enerjiyi, genital sistem ve vajina epitel hücrelerinden alır. Asidik olan vajen pH’sının 

değişik nedenlerle alkaliye dönmesi T. vaginalis’in üremesi için uygun ortamı oluşturur ve 

mukozada vajinit gelişir. Epitel hücre sitoplazmasında vakuoller, hücre içi ödem ve 

keratinizasyon gözlenmekte olup mukoza mozaik görünümündedir. Parazitler, mukoza 
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üzerinde çoğalarak epitelde dejenerasyona yol açar. Kronik vakalarda, hücrelerarası ödem 

oluşur, yüzeyel tabaka erozyona uğrar ve yerinden ayrılır. Parazit genellikle doku içine 

girmez, ancak oluşturdukları etkiyle nekroza kadar giden değişimler yapabilir. Kadın 

cinsiyet daha çok etkilenirken, erkekte genellikle belirti vermez. Örneğin, uzun dönem bir 

ilişkide kadından erkeğe bulaşma oranı yaklaşık %50 iken, enfekte erkekten kadına 

bulaşma oranı %85-100 olarak bildirilmiştir (Bowden ve Garnett, 2000). 

Sürüntü materyali görünümleri; epitel hücre dejenerasyonu, kronik olgularda ileri 

düzeyde dejenerasyon, malignite benzeri görünüm ve arka planda klasik iltihabi görünüm, 

lökosit, histiyosit ve nekrotik görünüm şeklinde olabilir. 

Yenidoğanlarda pnömoniye sebep olabileceği bildirilmiştir (Özcel ve Zeyrek, 

2007). Enfeksiyon oluşturma ve hastalığın şiddeti, konağa ve parazite ait faktörlerle 

ilişkilidir. Çeşitli klinik bulgularla veya asemptomatik olarak karşımıza çıkabilmektedir. 

Yerleştiği bölgeye göre de bulgular ve yakınmalar değişebilmektedir. Yakınma ve 

bulguların şiddeti, konak immün yanıtına da bağlıdır. Hormon düzeyleri, vajen florası, 

parazit miktarı ve suşun türünün de önemli olduğu düşünülmektedir. İnkübasyon süresi, 4-

28 gün arasında değişmektedir. Genellikle, genital sistem skuamöz epitelini enfekte eder.  

Akut enfeksiyonda, diffüz vajinit görülmektedir. Bol miktarda, sarı-yeşil, köpüklü 

ve mukopürülan bir akıntı mevcuttur. Belirtiler menstrüasyon dönemlerinde şiddetlenir.  

Kronik enfeksiyonda belirtiler orta şiddetli olup kaşıntı, disparoni ve az miktarda 

mukuslu akıntı görülebilmektedir. Bu tür enfeksiyonun önemi, toplumda bu vakaların 

bulaş kaynağı olmasındadır.  

Semptomsuz da olabilmektedir. Bu tür hastalar atlanabilmektedir, ancak bunların 

yarıya yakını da altı ay içinde semptomatik hale gelebilmektedir.  

Vajinit en sık belirti iken vajen mukozasının ağaç çileği manzarasında olması çok 

az kadında saptanmaktadır. Bartolin bezleri nadiren enfekte olurken adneksit, salpenjit, 

endometrit, infertilite, düşük doğum ağırlığı, servikal erozyon gibi komplikasyonlar 

görülebilmekte olup HIV bulaş riskini arttırdığı da belirtilmektedir (Crucitti, 2008). 

Özellikle HIV (Human Immunodeficiency Virus) Tip I’in geçişini ve HIV ile enfekte 

hamilelerde lökosit ve makrofajları arttırarak bebeğin enfekte olma riskini arttırdığı 

bildirilmektedir (McClelland 2007, Sorvillo 2001, Sorvillo 1998). Ayrıca pelvik 

inflamatuvar hastalık ve tubal infertilite riskini arttırdığı düşünülmektedir (Cates 1993, 

Wilkinson 1999). Trichomoniasisin erken doğum ve düşük doğum ağırlıklı bebeklerin 

doğmasına da neden olduğu düşünülmektedir (Pastorek 1996, Cotch 1998).  
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Erkeklerin birçoğunda hastalık asemptomatik seyrederken genelde üretra, epididim 

veya prostata yerleşmesi nedeniyle prostatit, epididimit, üretrit belirtileri görülebilir. 

Penisten gelen beyaz akıntıda akla gelmelidir. Asemptomatik seyretmesi, bulaş açısından 

çok önemlidir. Akut hastalık görünümü pürülan bir üretrittir. Akıntı, dizüri, kaşıntı ve 

cinsel ilişki sonrası yanma görülebilir. Orta şiddetteki semptomatik hastalık, diğer 

üretritlerden ayrılmalıdır. Erkekteki komplikasyonlar arasında, prostatit, epididimit ve 

infertilite sayılabilir.  

İnfertilite, pelvik inflamatuvar hastalık, servikal ve prostat kanser gibi 

komplikasyonlarının da bulunduğu bildirilmektedir (Ibanez-Escribano, 2014).  

 

1.9. TEDAVİ 

Eşlerin birlikte tedavi edilmesi gerekmektedir. Nitroimidazol türevleri, en etkili ilaç 

grubudur. İlk tercih, metranidazoldür. Protozoaya pasif difüzyonla penetre olan ilaç, hücre 

içinde serbest radikallere dönüşerek hücre DNA’sına bağlanır. Böylece DNA 

replikasyonunu durdurarak hücre ölümüne neden olur. Oral alındığında tüm doku ve 

sıvılara geçer, karaciğerde metabolize edilir, safra ve idrarla atılır. Karaciğer yetmezliği 

olanlar ve hamilelerde dikkatli kullanılmalıdır. Yan etkileri arasında, bulantı, ağızda 

metalik tat, kusma, periferik nöropati, koordinasyon bozuklukları, baş dönmesi, baş ağrısı, 

karın ağrısı ve kramplar sayılabilir. Yedi günlük, günde iki kez 500mg veya günde üç defa 

250’şer mg doz Metronidazol tedavisi önerilmektedir.  

Seknidazol, bir diğer tercih edilen ilaçtır. Yan etkisi daha az görülmekle birlikte 

etki mekanizması metronidazol gibidir. Tek doz 500mg dört adet alınması bir diğer 

avantajıdır. Çocuklarda da 30mg/kg tek doz tercih edilmektedir. Bulantı nadiren 

görülebilir. Yine gebelikte ve emzirme sırasında kullanılmamalıdır. Warfarin tedavisi 

sırasında ve alkolle birlikte alınması da sakıncalıdır. Gebelerde, tek doz tedavi veya vajinal 

klotrimazol tedavisi uygulamasının sakıncalı olmayabileceği blirtilmektedir (CDC, 2010). 

Yine HIV’li hastalarda yedi günlük günde iki kez 500’er mg’lık Metranidazol tedavisi 

önerilmektedir. Neonatal enfeksiyonda ise, anneden geçen östrojenin etkisiyle tablonun 

oluştuğu, 3-6 hafta içinde enfeksiyonun gerilediği, ancak 6 haftadan uzun süren 

enfeksiyonlarda ilaç tedavisine gerek duyulduğu bildirilmektedir (Aksoy ve Özkoç, 2005). 

Tinidazol ve ornidazol gibi ilaçlar da ikinci seçenek olarak kullanılabilir. İnatçı, 

tekrarlayan enfeksiyonlarda, metranidazolün vajinal klotrimazol gibi ilaçlarla 

kombinasyonu yararlı olabilir. Amfoterisin B türevi olan ve Hindistan’da kullanılan 

hamisin adı verilen organik bir bileşiğin metronidazol dirençli olgularda etkili olduğu 
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bildirilmektedir (Aksoy ve Özkoç, 2005). Yüksek doz oral ve vajinal tinidazol tedavisinin 

en az metranidazol kadar etkili olduğu ve metranidazol dirençli olgularda yüz güldürücü 

sonuçlar verdiği bildirilmektedir (Sobel 2001). Paramomisin vajinal preparat, furazolidon 

ve mebendazol gibi ilaçlar da trichomoniasis tedavisinde kullanılabilecek diğer ilaçlar 

arasında sayılabilir. 

Tedaviden sonra üçüncü ayda, hastaların tekrar kontrole çağrılması ve reenfeksiyon 

açısından incelenmesi önerilmektedir (CDC, 2010). 

 

1.9.1. Metronidazol Direnci ve Aktin Geni  

 Trichomoniasis olgularında, 1962’den beri metronidazol’e direnç bildirilmektedir 

(Edwards 1993, Lossick 1996, Dombrowski 1987, Poppe 2001). T. vaginalis izolatlarının 

%2,5-5’inin metronidazole karşı değişen derecelerde direnci olduğu bildirilmektedir 

(Schwebke ve Burgess, 2004). Aktin proteini, sitoskeletonun ana komponenti olup, 

hücresel mobilite ve interaksiyonda önemli bir role sahiptir. Flagellattan ameboid forma 

dönüş gibi değişiklikler ve yüzey adezyonu bundan etkilenmektedir. Denebilir ki, Aktin 

proteini, prazitin biyolojik özelliklerinin varyasyonuyla ilgilidir. Çalışmalar, T. vaginalis’in 

genetik olarak çok çeşitli olduğunu göstermektedir. Aktinin ilaç direncinde etkisi 

olabileceği, dolayısıyla bu konuda yapılan çalışmalarda ayırıcı bir belirteç olabileceği 

düşünülmektedir (Matini, 2014).  

 

1.10. KORUNMA 

Hastalık kaynağının enfekte kişiler olması nedeniyle korunma açısından kişisel 

önlemlerin etkisi büyüktür. Bunların arasında, cinsel yolla bulaşan hastalıkların 

korunmasında etkili kondom gibi yöntemlerin kullanılması, enfekte kişilerin eş ve 

partnerlerinin de tedavisi, akıntı görüldüğünde doktora başvurulması, kullanılan tuvalet, 

eşya ve kişisel malzemelerin temiz olması, havuzların temizlenmesi ve klorlanması 

sayılabilir. Kişisel korunma dışında, hekim ve sağlık personelinin bilgilendirilmesi, akıntı 

görüldüğünde trichomonas yönünden de araştırılması, halkın bilgilendirilmesi, genelev gibi 

yerlerde çalışan kişilerin düzenli kontrolü gibi önlemler alınması, hastalığın kontrolünde 

önemlidir.  

Trichomonas vaginalis’e karşı çok çeşitli umut verici aşı çalışmaları olsa da, henüz 

etkili bir aşı bulunamamıştır (Ertabaklar ve Ertuğ, 2007).   

 

 



16 

 

 

1.11. AMAÇ 

Tüm dünyada kozmopolit olarak görülen ve önemli sağlık sorunlarına neden olduğu 

bilinen Trichomonas vaginalis’in klinik, prognoz ve virulans, direnç açısından çeşitlilik 

gösterdiği bilinmektedir. Ancak, bu çeşitliliğin nedenlerine yönelik yapılan çalışmalar fikir 

vermekle birlikte tam olarak açıklık kazanamamıştır. Bu çalışmada ilimizde vajinitli 

olgulardan izole edilen Trichomonas vaginalis örneklerinde aktin gen bölgesi kullanılarak 

PCR-RFLP ile moleküler tiplendirmesinin yapılması amaçlanmıştır. Bu çalışma ülkemizde 

bu konuda yapılmış ilk araştırma olup ayrıca dünya literatüründeki çok az çalışmadan 

biridir.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. İzolatlar 

Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji Laboratuvarı’nda daha 

önce vajinitli olgulardan TYM besiyerinde izole edilerek -80
oC’de saklanan 20 adet T. 

vaginalis izolatı kullanılmıştır. Elde edilen parazitler 1000-1500 devirde santrifüj edilerek 

PBS ile yıkandı ve elde edilen pellet -20
oC’de DNA izolasyonu için saklandı.  

 

2.2. DNA İzolasyonu  

T. vaginalis genomik DNA’sı saklanan örneklerden High Pure PCR Template Preparation 

kiti (Roche Applied Science) ile üretici firmanın protokolü kullanılarak yapılmıştır. Elde 

edilen DNA örnekleri  -20
oC’de Tris-EDTA solüsyonunda saklanmıştır.  

 

2.3. T. vaginalis Aktin Genininin PCR ile Çoğaltılması 

T.vaginalis Aktin geninin 1100 bp lik kısmı Nested-PCR yöntemiyle çoğaltıldı.  

Reaksiyonlarda dış primer (OPs) olarak Tv8S, Tv9R ve iç primer (IPs) olarak da Tv10S, 

Tv11R kullanılmıştır. 

Expand High Fidelity PCR System “Roche Life Science” kullanılarak Techne (TC-312) 

cihazında yapılan PCR karışımları aşağıdaki şekilde hazırlanmıştır.  
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I. PCR, bir örnek için 40 µl toplam hacimde: 

 Stok  Final Hacim 

PCR Buffer (-MgCl2) 10X X 4,00 µl 

MgCl2   25 mM 3 mM 4,80 µl 

dNTPs (Thermo Scientific) 25 mM 0,28 µM 0,45 µl 

Primer Tv8S 10 µM  0,3 µM 1,20 µl 

Primer Tv9R 10 µM 0,3 µM 1,20 µl 

Taq polimeraz 3,5 U/µl 1,7 U 0,49 µl 

Kalıp DNA   10 µl 

Su (PCR grade)   17,87 µl 

Toplam    40 µl 

 

II. PCR, bir örnek için 50 µl toplam hacimde: 

 Stok  Final Hacim 

PCR Buffer  10X X 5,00 µl 

MgCl2   25 mM 3 mM 6,00 µl 

dNTPs (Thermo Scientific) 25 mM 0,28 µM 0,56 µl 

Primer Tv10S 10 µM  0,3 µM 1,50 µl 

Primer Tv11R 10 µM 0,3 µM 1,50 µl 

Taq polimeraz 3,5 U/µl 1,7 U 0,49 µl 

Kalıp DNA (I. PCR ürünü)   1 µl 

Su (PCR grade)   33,95 µl  

Toplam    50 µl  
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Reaksiyonlarda kullanılan OPs: Tv8S, Tv9R ve iç primerler IPs: Tv10S, Tv11R 

sekansaları aşağıda verilmiştir.  

Tv8S 5′-TCTGGAATGGCTGAAGAAGACG-3′ 

Tv9R 5′-CAGGGTACATCGTATTGGTC-3′ 

Tv10S 5′-CAGACACTCGTTATCG-3′ 

Tv11R 5′-CGGTGAACGATGGATG-3′ 

 

I. PCR için ön denatürasyon aşaması 95°C’de 5 dk, 10 döngü ( 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 

sn ve 72°C’de üç dk), final ekstensiyon ise 7 dk 72°C olarak ayarlanmıştır.  

II. PCR için ön denatürasyon aşaması 95°C’de 5 dk, 30 döngü (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 ayarlanmıştır.  

 

2.4. PCR Ürünlerinin Saflaştırılması  

Nested PCR ile elde edilen ürünleri fenol- kloroform-izoamil alkol ve tuz ile çöktürme 

yöntemleriyle saflaştırıldı. İki ayrı reaksiyondan elde edilen II. PCR ürünleri mikrosantrifüj 

tüpünde toplandı ve elde edilen yaklaşık 100 µl ürüne aşağıdaki protokol uygulandı.  

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

2. 13.000 g de 5 dk santrifüj (Hettich Universal model 320 R) yapıldı. 

3. Üst faz yeni mikrosantrifüj tüplerine alındı. 

4. 1:10 oranında KCH3COO ve 1:1 isopropanol eklenerek vortekslendi. 

5. Karışım -20°C’de bir gece bırakıldı. 

6. Ertesi gün +4°C ‘de 15 dk 15000g de santrifüj edildi.  

7. Süpernatan pipetle alındıktan sonra pellete 200 µl %70 soğuk etanol eklendi ve 

karıştırıldı. 

8.  Maksimum hızda (15000g) +4°C ‘de 15 dk santrifüj edildi. 

9. Süpernatan atıldıktan sonra tüpler bir gece oda sıcaklığında bırakıldı. 

10. Ertesi gün 40 µl distile su ile amplikonlar çözüldü. 

Saflaştırma sonrası elde edilen DNA örnekleri %3’lük agaroz jelde 100 V’da 45 dk 

yürütülmüş ve Infinity, Vilber Lourmat sistem ile görüntülenmiştir.   
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2.5. Restriksiyon Enzimleriyle Kesim  

Saflaştırılan PCR ürünleri bekletilmeden aynı gün HindII (Thermo Scientific), MseI 

(Thermo Scientific) ve RsaI (Thermo Scientific, Fast Digest) enzimleriyle ayrı ayrı 

kesilmiştir. Tüm enzimlerde 1 saat inkübasyon yapılmış, ancak, üretici firmanın direktifleri 

doğrultusunda HindII ve RsaI 37°C’de,  MseI enzim kesimi 65°C’de yapılmıştır.  

 

Çalışmada kullanılan enzimler ve özellikleri aşağıdadır:  

Restriksiyon enzimi Tanıdığı ve kestiği bölge 

HincII (HindII) 5'...G T Y↓R A C...3' 
3'...C A R↑Y T G...5' 

MseI 5΄-T↓TA A-3΄ 
3΄-A AT↑T-5΄ 

RsaI 5'...G T↓A C...3' 
3'...C A↑T G...5' 

 

 

 

 

Bu aşamada kulanılan enzim ve diğer maddelerin miktarları aşağıda verilmiştir. 

 Hacim  

Enzim  1 µl 

Enzim tamponu (10X) 2 µl 

PCR ürünü 15 µl 

dH2O 2 µl 

Toplam  20 µl 

 

2.6. Sonuçların Agaroz Jelde Görüntülenmesi ve RFLP Paternlerinin Belirlenmesi 

Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrası elde edilen ürünler %3’lük agaroz jelde 90 

V’da 45 dk yürütülmüş ve Infinity, Vilber Lourmat sistem ile görüntülenmiştir. Bantların 

tahmini boyutları standart markerlara göre belirlenmiştir. Agaroz jel görüntülerine göre 

genotipler Crucitti ve ark.’nın bildirdiği tabloya göre belirlenmiştir.  

 



21 

 

2.7. Sekanslama ve Analiz 

İkinci PCR ürünlerinden 17 tanesi purifikasyon ve sekanslama için MedSanTek 

(İstanbul) firmasına gönderilmiştir. Sekanslama işlemi Tv10S ve Tv11R primerleriyle iki 

yönlü olarak yaptırılmıştır. Elde edilen sekanslar Bioedit (Ibis Biosciences) programı 

ClustalX (Thompson 1997) yazılımı ile alignment yapılarak aynı uzunluğa getirilmiş ve 

çalışmamızdaki referans olan Aktin geni (AF237734) ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca RFLP 

ile genotipi belirlenemeyen örneklerin sekansları http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php 

(NewEngland Biolabs) web sitesine girilmiş ve kesim ürünleri sekansa göre araştırılmıştır 

(Vincze 2003).   

 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php
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3. BULGULAR 

 

3.1.  PCR ve RFLP bulguları  

Yirmi örnekten elde edilen Nested PCR ürünleri fenol-kloroform izoamil alkol ve 

tuzla çöktürme yöntemi ile saflaştırıldıktan sonra, HindII, MseI ve RsaI enzimleriyle 

kesilmiştir. Örneklerden elde edilen bantlara ait jel görüntüleri Şekil 3-11’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 3. Örnek numaraları 1-4, 7, 11-16, 18-20 olan izolatların saflaştırma sonrası jel 

görüntüsü (%2 agaroz Jel, 90 V, 30 dk) 

 

 



23 

 

 Şekil 4. Örnek numarası 1-4, 7 olan PCR ürünlerinin MseI ve RsaI enzimleriyle kesimiyle 

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

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5. Örnek numarası 13-16, 18-20’ye ait PCR ürünlerinin MseI ve RsaI enzimleriyle 

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

(Fermentas)) 
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Şekil 6. Örnek numarası 5, 6, 8-10, 17 olan PCR ürünlerinin kesim öncesi bantları ve MseI 

ve RsaI enzimleriyle kesimiyle elde edilen bantlara ait jel görüntüsü  (%3 agaroz Jel, 90 V, 

45 dk, KÜ: Kesilmemiş PCR ürünü, M1: 100bp (Fermentas), M2: 50 bp) 

 

 

 

 

 

Şekil 7. Örnek 11 ve 12’ye ait PCR ürünlerinin kesim öncesi bantları ve MseI ve RsaI 

enzimleriyle kesimi sonucu elde edilen bantlara ait jel görüntüsü (%3 agaroz Jel, 90 V, 45 

dk, KÜ: Kesilmemiş PCR ürünü, M: 100bp (Fermentas)) 
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Şekil 8. Numarası 1-4, 7, 12, 13, 11, 20 olan örneklerin HindII enzimiyle kesimi sonucu 

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

 

 

 

 

Şekil 9. Örnek 5, 6, 8-10’un HindII enzimiyle kesimi sonucu elde edilen bantlara ait jel 

görüntüsü (M: 100bp (Fermentas)) 
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Şekil 10. Numarası 14-16, 18 olan örneklerin HindII enzimiyle kesimi sonucu elde edilen 

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

 

 

Şekil 11. Onyedi numaralı örneğin HindII, RsaI ve MseI enzimiyle kesimi sonucu elde 

edilen bantlara ait jel görüntüsü (M: 100bp (Fermentas)) 
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İzolatların Aktin gen bölgesine yönelik PCR-RFLP ile genotipleri 

değerlendirilmiştir. Ayrıntılı bant paternleri detaylı olarak Tablo 1’de verilmiştir. 

Örneklerin 16 tanesinin (%80) mevcut paternlere göre genotipleri belirlenebilmiştir. 

Bunlardan altı tanesi Genotip E, altı tanesi Genotip G ve bir tanesi Genotip H olarak 

bulunmuştur. Bazı örneklerde mevcut paternlere uymayan yeni paternler saptanmış olup 

Y1ve Y2 olarak adlandırılmıştır. Bir örnek Genotip H ve Genotip Y1, bir örnek de Genotip 

E ve Genotip Y2 olarak değerlendirilmiştir. Bir örnek ise Genotip A veya Genotip G 

olabileceği düşünülmüştür. Kalan iki örnek ise genotiplendirilememiştir (Tablo 2).  

HindII enzimiyle kesim sonucu bant görülmeyen ve MseI ile kesim sonucu birden 

fazla paterne ait bant saptanan örneklerin sekans verileri kullanılarak tüm enzimlerle tekrar 

değerlendirilmesi Tablo 4’de verilmiştir. Bu verilere göre yedinci örnek Genotip G, 11 ve 

12. örnek Genotip H olarak değerlendirilmiştir. Onbeş ve 16. örneklerde RsaI enzim kesim 

ürününü mevcut paternlere tam olarak uymadığı için genotipi değerlendirilememiştir. 

Referans sekans EU076586’un, 15 ve 16. örneklerin RsaI ile kesimi Şekil 12,13 ve 14’de 

verilmiştir. Ondokuz ve yirmi numaralı örneklerin sekans verisi bulunmadığından 

değerlendirmeye alınanamamıştır. 
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Tablo 2. Örneklerin PCR-RFLP’ye göre genotipleri 

 

Referans HindII MseI RsaI 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 

Örnek 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 H veY1* 

12 
 

1-2 2 Değerlendirilemedi 
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 Değerlendirilemedi 
* Y1=2-2-2 paterni 

**Y2 =1-1-2 paterni 
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Tablo 3. Örnek 7, 11, 12,15 ve 16’nın sekans verilerine göre enzim kesim paternleri ve 

genotipleri  

 HindII MseI RsaI Genotip 

7. Örnek 2 1 1 G 

11. Örnek 2 1 2 H 

12. Örnek 2 1 2 H 

15. Örnek 1 2 *  

16. Örnek 1 1 *  

*
 Sekans verisi iyi olmağı için değerlendirilememiştir 

 

 

 

Şekil 12. Referans sekansın http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php yazılımı 

kullanılarak RsaI ile kesim sonucu 

 

 

 

 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php
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Şekil 13. Numarası 15 olan örneğin http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php yazılımı 

kullanılarak RsaI ile kesim sonucu 

 

 

 

 

Şekil 14.  Numarası 16 olan örneğin http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php yazılımı 

kullanılarak RsaI ile kesim sonucu 

On beş örneğe ait sekans verileri Crucitti ve ark tarafından GenBank’a girilmiş 

T.vaginalis Aktin genine (EU076586) göre dizilimi aşağıda verilmiştir. Sekanslar BLAST 

analizi yapıldığında T.vaginalis Aktin geni ile %98 ve/veya %99 benzerlik gösterdikleri 

belirlenmiştir.  

 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php
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Tablo 4. Sekans sonuçları 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                 5          15         25         35         45         55                     

EU076586     CAGACACTCG TTATCGATAA CGGCTCTGGT ATGTGCAAGG CCGGCTTCTC TGGCGATGAA  

3_           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGCGATGAA  

4            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

5            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

6            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

7            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGA-  
8            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

9            ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTG-TGGA  

10           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

11           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGCGATGA-  

12           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGACGATGAA  

13           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGCGATGGA  

14           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGGA  

15           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGCGATGGA  

16           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTGATGAA  

17           ---------- ---------- ---------- ---------- ---------C TGGTG-TGGG  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                 65         75         85         95        105        115                    

EU076586     GCCCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGCCCA AAGTACAAAC AACAATTAGT  

3_           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGC-GACCA AAGTACAAAC AACAATTAGT  

4            GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAGTACAAAC AACAATTAGT  

5            GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAATACAAAC AACAATTAGT  

6            GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAATACAAAC AACAATTAGT  

7            GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCGGTCCA AAATACAAAC AACAATTAGT  

8            GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAATACAAAC AACAATTAGT  

9            GCTCCACGCG TGTGTTTTCC CATCCGTTGT TGGCAGTCCA AATAC-AAAC TACAATTAGC  

10           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAGTACAAAC AACAATTAGT  

11           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCATCGT TCACCGACCA AAGTACAAAT AACGCTTAGC  

12           GCCCGACGCT CTGT-TT--C CATCCAGTGT TGGCCGTCCA AAGTACAAAC A-CAATTAGT  

13           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTCGT TCACCGACCA A-GTCCTAAT TACAATTAGC  

14           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGCCGTCCA AAGTACAAAC AACAATTAGT  
15           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTGGT TGGC-GACCA AAGTACAAAT AACAATTAGC  

16           GCTCCACGCT CTGT-TTTCC CATCCGTTGT TGGC-GACCA AAGTACAAAC AACAATTAGC  

17           GCCCCACGCT CTGTATTTCC CATCCGTTGT TGGCGGTCCA AAGGCCAAAC TACAATTAGC  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                125        135        145        155        165        175                

EU076586     TGGTGGCAAC GCCAAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

3_           TGGTGGCAAC GCCTAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

4            TGGTGGCAAC GCCTTGAATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGGGTCCT  

5            TGGTGGCAAC GCCTAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

6            TGGTGGCAAC GCCT-GGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

7            TGGTGGCAAC GCCA-GGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

8            TGGTGGCAAC GCCTTGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

9            TGGTGG-GAC GCCT-TGATG TTTTCGTCGG TGATGAAGCT TG-TCCAAGG CTGGTGTCCT  

10           TGGTGGCAAC GCCTAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

11           TGGTGGCAAC GCCT-TGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGTGCCAAGG CTGGTGTCCT  

12           TGGTGGCGAC GCCAAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTG-TGTCCT  

13           TGGTGGGAAC ATCTTGATGT TCATTGTTGG TGATGAAGCT TG-TGTGATT TCCTTGTCCT  

14           TGGTGGCAAC GCCTAGGATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCAAGG CTGGTGTCCT  

15           TGGTGGCAAC GCCTTGGATG TCATCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCATGG CTGGTGTCCT  

16           TGGTGGCAAC GCCTTGAATG TCTTCGTCGG TGATGAAGCT TGCTCCA-GG CTGGGGTCCT  

17           TGGTGGCAAG GCCT-GAATG TTTTCGTCGG TG-TGAAGCT TG-TGTAAGG CTGGTGTCCT  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                185        195        205        215        225        235                
EU076586     CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

3_           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

4            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGAAATGAT AT-GGAAAAG  

5            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

6            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGAA-TGAT AT-GGAAAAG  
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7            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

8            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGAA-TGAT AT-GGAAAAG  

9            CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGAA-TGAT AT-GGAAAAG  

10           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

11           CCTCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT CGTCAACAAC TGGAA-TGAT AT-GGAAAAG  

12           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

13           CCTCCTCAAG TACGCAATTG AACACTGTTT CGCCAACAAC TAGAA-TGAT GTTAGAAAAG  

14           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

15           CCTCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGAA-TGAT AT-GGAAAAG  
16           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAT TGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

17           CATCCTCAAG TACCCAATTG AACACGGTAG CGTCAACAAC TGGGA-TGAT AT-GGAAAAG  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                245        255        265        275        285        295                

EU076586     ATCTGGCACC ACACATTTTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

3_           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

4            ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

5            ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

6            ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

7            ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

8            ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

9            ATCTGGCACC ACACATTCTA CATCGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

10           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

11           ATCTGGCACC ACAAATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

12           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

13           ATCTTCCTTC CCAACTTCGA TATCGAACTT CGTGATGACG CCGCAGAGCG CCCTGTTCTT  

14           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

15           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

16           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCTT  

17           ATCTGGCACC ACACATTCTA CAACGAACTT CGTGTTGACC CAACAGAGCA CCCAGTTCAT  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                305        315        325        335        345        355                

EU076586     CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

3_           CTTACAGAAG CCCCACTTAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  
4            CTTACAGAAG CCCCACTTAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

5            CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

6            CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

7            CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

8            CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

9            CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

10           CTTACAGAAG CCCCACTTAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

11           CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

12           CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

13           CTTATCGAAG CCCATATCAA CCAAGAGTCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

14           CTTACAGAAG CCCCACTTAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

15           CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAGAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

16           CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAAAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

17           CTTACAGAAG CCCCACTCAA CCCAGAGGCT AACCGTGAGA AAATGATCTC CCTCATGTTC  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                365        375        385        395        405        415                

EU076586     GACACATTCA ACGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

3_           GACACATTCA ACGCCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

4            GACACATTCA ACGCCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

5            GACACATTCA ACGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

6            GACACATTCA ATGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

7            GACACATTCA ATGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

8            GACACATTCA ATGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

9            GACACATTCA ATGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  
10           GACACATTCA ACGCCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

11           GACACATTCA ACGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

12           GACACATTCA ACGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

13           GACACATTCA AAGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATACAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

14           GACACATTCA ACGCCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

15           GACACATTCA ACGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

16           GACACATTCA ACGCCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  

17           GACACATTCA ATGTCCCATC CTTCTATGTC GGCATCCAGG CTGTTCTTTC CCTCTACTCC  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                425        435        445        455        465        475                

EU076586     TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

3_           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

4            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

5            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

6            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

7            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  
8            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

9            TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

10           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

11           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

12           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

13           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTATCCCA CACAGTTCCA  

14           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

15           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

16           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

17           TCTGGCCGTA CAACAGGTAT CGTTTTCGAT GCTGGTGATG GTGTTTCCCA CACAGTTCCA  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                485        495        505        515        525        535                

EU076586     ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

3_           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

4            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

5            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

6            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

7            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

8            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

9            ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

10           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

11           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

12           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

13           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

14           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  
15           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

16           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

17           ATTTACGAAG GCTACTCCCT TCCACACGCC ATCATGAGAC TTAACCTCGC TGGCCGTGAT  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                545        555        565        575        585        595                

EU076586     CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

3_           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

4            CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

5            CTTACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

6            CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

7            CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

8            CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

9            CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

10           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

11           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

12           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

13           CTCACAGCCT GAATGTCCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

14           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

15           CTCACAGCCT GGATGGCCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGGA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

16           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

17           CTCACAGCCT GGATGGTCAA GCTTCTCACA GAGCGTGGCA ATGCTTTCAA CACAACAGCC  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                605        615        625        635        645        655                
EU076586     GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

3_           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

4            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

5            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

6            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

7            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

8            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

9            GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  



35 

 

10           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

11           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

12           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

13           GATAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGACGCCCC TCGACTTCGA  

14           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

15           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGACGCCC- TCGACTTCGA  

16           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCGCCC- TCGACTTCGA  

17           GAAAAGGAAA TCGTTCGTGA CATCAAGGAG AAGCTTTGCT ATGTCACCC- TCGACTTCGA  

 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                665        675        685        695        705        715                

EU076586     TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

3_           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAATTACA CACTTCCAGA  

4            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAATTACA CACTTCCAGA  

5            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

6            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

7            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

8            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

9            TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

10           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAATTACA CACTTCCAGA  

11           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

12           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

13           TGCTGAAATG AAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

14           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAATTACA CACTTCCAGA  

15           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAAATACA CACGTCCAGA  

16           TGCTGAA-TG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAATTACA CACTTCCAGA  

17           TGCTGAAATG GAGAAGGCCG CTACAGACTC CTCCATCAAC GTCAACTACA CACTTCCAGA  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                725        735        745        755        765        775                

EU076586     TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

3_           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

4            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

5            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

6            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  
7            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

8            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

9            TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

10           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

11           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

12           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

13           TGGCAACGTC ATCACAATCG GGAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

14           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

15           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

16           TGGCAACGTC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

17           TGGCAACATC ATCACAATCG GCAATGAGCG CTTCCGCTGC CCAGAAATGC TCTTCAAGCC  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                785        795        805        815        825        835                

EU076586     ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

3_           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

4            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

5            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

6            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

7            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

8            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

9            ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

10           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

11           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

12           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  
13           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

14           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

15           ATACTTCGAT GGTATGGA-T ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

16           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

17           ATACTTCGAT GGTATGGAAT ACGATGGTAT CGACAAGACA CTCTTCGACT CCATCATGAA  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                845        855        865        875        885        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  

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                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  
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                965        975        985        995        1005       1015               

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-----  

 

 

 

Onbeş ve 16. örneklerin sekanslarında arka plan oldukça kalabalık olduğu için sekansın 

güvenilir olmadığı düşünülmektedir. Sekanslama çift yönlü yapılmış ancak her iki enzimle 

de benzer karışık arka planlı sekanslar elde edilmiştir. Bu nedenle sekansa göre RsaI enzim 

kesimindeki sonuçların değerlendirilmesi yapılmamıştır. Çünkü sekansta görülebilecek yer 

değiştirme ve insersiyonlar enzim kesimini tamamen etkileyebilmektedir.  
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4. TARTIŞMA 

 

Tüm dünyada yaygın bir hastalık etmeni olan Trichomonas vaginalis, oldukça önemli 

bir protozoon olup en sık görülen viral olmayan vajinit etkenidir. Özellikle cinsel aktif 

çağdaki kadın ve erkekleri etkilemekte ve her yıl 180 milyon olgunun görüldüğü 

bildirilmektedir. Trichomoniasis cinsel yolla bulaşan bir enfeksiyon olup pelvik 

enflamatuar hastalığa, hamilelikte ise erken membran rüptürüne, erken doğuma ve düşük 

doğum ağırlıklı bebeğe sebep olabilmekte, son yıllarda ise HIV geçişini iki kat daha fazla 

oranda kolaylaştırdığı belirtilmektedir (Bowden ve Garnett 2000, Schwebke ve Burgess 

2004, Ibanez-Escribano, 2014).  

Gelişmekte olan ülkelerde daha fazla görülmekte olup ülkemizde de değişik 

gruplarda yapılan çalışmalarda olgulara ve kullanılan yöntemlere (direkt mikroskobi, 

kültür, boyama yöntemleri, PCR) bağlı olarak sıklığı %3-72,3 arasında değişik oranlarda 

saptandığı bildirilmektedir (Ertabaklar, 2004, Ayhan 1996, Suay 1995, Aksoy 2002). 

İlimizde de hastalığın görüldüğü bilinmektedir. Aydın ilinde Ertabaklar ve ark 220 vajinal 

akıntılı kadının DM ile %5,45’inde, kültür yöntemi ile %7,27’sinde T.vaginalis 

saptamışlardır (Ertabaklar, 2004). Yine Ertabaklar ve ark Aydın’da yaptıkarı başka bir 

çalışmada 102 vajinal sürüntü örneğinin üçünde DM ile (%2.94), beşinde TYM besiyeri 

(%4.90) ve beşinde PCR yöntemi (%4.90) ile T. vaginalis saptadıkları bildirilmiştir 

(Ertabaklar 2011).   

Trichomoniasis tanısında direkt ve indirekt yöntemler kullanılmaktadır. Moleküler 

yöntemler de bunlardan biridir. Ülkemizde yapılan çalışmalar incelendiğinde direkt 

mikroskobi ile %3,4-40,3, kültürle %3-73,3, sitolojik preparatla %0,9 ve idrar 

mikroskopisinde %0,2 olarak tespit edildiği belirtilmiştir (Akdemir 2010). Kültür altın 

standart olarak kabul edilse de, deneyimli personele ihtiyaç olması ve sonucun en az iki 

gün sonra verilebilmesi gibi nedenlerle kullanımı kısıtlanmaktadır. Özellikle, 

komplikasyonların önlenmesi, yarıya yakın olgunun asemptomatik olması nedeniyle 

bulaşın hızlı olması, dolayısıyla kısa sürede sonuç verecek yöntemlere yönelinmiştir. 

Direkt yöntemlerden DM, pratik gibi görünse de, parazitin tanınması açısından deneyimli 

kişilere ihtiyaç duyulmakta olup duyarlılığı da %60-80 olarak bildirilmektedir (Johnston ve 

Mabey, 2008). Olguların atlanması nedeniyle DM’nin kültür yöntemiyle birlikte 

kullanılması önerilmektedir (Ertabaklar 2004 ve Çulha 2006). Tüm bu dezavantajlar 

nedeniyle kısa sürede sonuç verecek moleküler yöntemlere ilgi artmıştır.  
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Parazitoloji alanında, PCR yönteminin birçok alanda önemli gelişmelere katkıda 

bulunduğu bilinmektedir. Örnek olarak, rekombinant DNA aşı çalışmaları, immünoloji ve 

konak-parazit etkileşimi, PCR-amplifiye gen araştırmalarını verebiliriz. Direkt 

mikroskopiye göre, özellikle az sayıda parazitin bulunduğu veya miks enfeksiyonlarda 

daha iyi duyarlılığa sahip olması en önemli avantajıdır (El-Din, 2013).  

Trichomoniasis tanısında genel olarak moleküler yöntemlere ait %69,5-100 arasında 

değişen duyarlılık ve %84-100% arasında değişen seçicilik oranları tanımlanmıştır (Polat 

2011, El-Din, 2013 ve Ertabaklar, 2011). 

Trichomonas vaginalis’in benzer biyolojik özelliklerini taşıyan türlerinin genetik 

farklılıkları üzerine yapılmış çok fazla çalışma bulunmadığı gibi, endobiontların 

(mycoplasma ve Trichomonas vaginalis virus=TVV) dağılımı da tam olarak 

bilinmemektedir. Klinik tabloda, prognoz ve metronidazol duyarlılığı gibi özelliklerdeki 

farklılıkların, suşların biyolojik özellikleri ve virulans farklılıklarına bağlı olabileceği 

düşünülmektedir (Hampl V 2001). Semptomatik ve asemptomatik hastalardan elde edilen 

suşların aralarında farklılıklar olduğu zimodem analizi ile tespit edilmiştir (Vohra H 1991, 

Proctor EM 1988). Kriger ve ark. (Kriger 1985), Amerika’da farklı bölgelerden elde 

ettikleri suşlarda antijenik farklılıkları göstermişler; Hampl V ve ark.(2001) 8 ülkeden elde 

edilen 20 farklı Trichomonas vaginalis örneğini RAPD yöntemi ile inceleyerek 

aralarındaki filogenetik benzerlikleri araştırmışlardır. Genetik ağacın, metronidazol direnci 

ve mikoplasma taşıyıcılığını yansıtıyorken; virülans, coğrafik dağılım ve TVV 

enfeksiyonunu yansıtmadığını tespit etmişlerdir (Hampl 2001). Stiles ve ark (2000), 

hastalığın epidemiyolojisini daha iyi anlamak amacı ile Missisipi’den elde edilen 31 T. 

vaginalis örneğini HSP70 RFLP yöntemi ile araştırmışlar ve moleküler olarak 10 farklı alt 

tip belirlediklerini bildirmişlerdir. Ancak, metronidazol direnci ile RFLP alt tipleri arasında 

bir ilişki saptamamışlardır (18). Snipes ve ark (2000) ise, 109 T. vaginalis örneğini 

rDNA’nın ITS (Internal trancribed spacer) bölgesini PCR ile çoğaltarak incelemişler, 16 

örnekte C66 ITS mutasyonu saptamışlar ve bu grupta dirence daha çok rastlanmasından 

dolayı direncin mutasyonlara bağlı olabileceğini bildirmişlerdir. Bu tür çalışmalar ile 

metronidazol direncine ait moleküler bir işaret bulunabilmesinin, tedavi stratejilerinde 

önemli olduğunu düşündüklerini belirtmişlerdir (Snipes 2000).  

Bizim çalışmamızda kullandığımız PCR-RFLP yönteminin, ilaç direnci 

araştırmalarında, tedavi takibinde, parazitik enfeksiyonlara genetik duyarlılık 

araştırmalarında, patogenez ve immün cevabın daha iyi anlaşılmasında önemli katkılar 

sağladığı düşünülmektedir. Nerdeyse tek dezavantajı pahalı olması olan moleküler yöntem 
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kullanmanın yararlarından biri de, parazitin tiplendirmesinin yapılabilmesidir. Pahalı 

olması rutin incelemelerdeki kullanımını kısıtlasa da, son yıllarda giderek artan bir sıklıkta, 

özellikle araştırma alanında hastalık evrelemesinden kriminal vakalara kadar birçok alanda 

kullanılmakta olup özellikle miks enfeksiyonların tanısında veya parazitlerin hem tanı 

hemde genotiplendirilmesinde kullanılmaktadır. (El-Din, 2013).  

Çalışmamızda kullanılan PCR-RFLP yönteminde, hedef bölge olarak aktin geni 

seçilmiştir. Aktin, bitki ve hayvanlarda bulunan flaman yapısında bulunan bir protein olup 

kas kasılması ve harekette önemli rol oynamaktadır. Trichomonas vaginalis konak hücreye 

temas edince kamçılı formdan ameboid forma geçer ve temas bölgesinde psödopodlar 

çıkar (Bricheux 1997). Bu özelliğin, parazitin virülansı ile yakından ilişkili olduğu ve 

hücre hasarında önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Arroyo 1993). Dolayısıyla, aktinin 

parazitin patogenezinde önemli bir rolü olduğu düşünülmektedir. Hedefin 1100bp 

seçilmesi de önemlidir, zira aktin genin gerçek uzunluğundan sadece 28bp kadar kısadır 

(Crucitti 2008). Enzim sayısı fazlalaştıkça, genotiplendirmenin daha hassas olduğu 

belirtilmektedir (Crucitti 2008, Matini 2014). Aktin gen bölgesini hedefleyen üç ayrı 

enzimin seçilmiş olması, her bir enzime yönelik değişik paternler ve her üç enzimin 

birlikte değerlendirilmesiyle farklı patern kombinasyonları oluşmuştur. Bu da, genotip 

farklılıklarının daha iyi anlaşılmasını sağladığı düşünülmüştür. Örnek 11,12, 15, 20’de 

MseI ile kesim sonucu iki paterne ait bantlar görülmüştür. Bu durumun olası nedenlerinin 

olguların iki farklı suşla enfekte olmaları veya kontaminasyon olabileceği düşünülmüştür. 

Ancak 11. ve 12. örneklerin PCR’ları ve enzim kesimleri tekrarlanmış yine benzer sonuçlar 

alınmıştır. Bu durum bu örneklerde iki farklı suşun bulunduğu ihtimalini 

kuvvetlendirmektedir.  

Çeşitli parazitlerde uygulanmış olmasına rağmen, Trichomonas vaginalis konusunda 

bu şekilde yapılmış sınırlı sayıda çalışmaya ulaşılabilmiştir. Parazitin genotipik 

farklılıklarının virülans, prognoz, ilaç direnci ve semptomlarla ilişkili olup olmadığı 

araştırılmaktadır (Hampl 2001, Stiles 2000). Stiles ve ark., HSP70 geni ile yaptıkları 

çalışmada on farklı RFLP patern alt tipi belirlemişler, metranidazol direnci ve RFLP alt 

tipleri arasında herhangi bir korelasyona rastlamamışlardır (2000). Aynı örneklerde farklı 

genotiplere rastlamışlar ve bunun çevrelerindeki farklı genotip parazitlere veya farklı 

partnerlerle ilişkiye bağlamışlardır. Metranidazol direncinin mekanizması hala tam olarak 

anlaşılamamıştır. Kazemi ve ark., ITS1 fragmanında mutasyon saptanan iki olgunun 

semptomatik ve tedavi almayan olgular olduğunu bildirmiştir (2010). Çalışmamızda, 

izolatların ait olduğu hastaların özgeçmişleri, çalışmanın amacı dışında olduğundan 
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araştırılmamıştır. Bu konuyla ilgili, klinik ve fenotipik özelliklerle genotipi karşılaştıran 

ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Trichomonas vaginalis izolatlarında aktin gen bölgesini hedefleyen PCR-RFLP ile 

yapılmış sadece bir çalışmaya rastlanmıştır. Bu çalışma 2008 yılında Crucitti ve ark. 

tarafından yapılmıştır. Benzer bir çalışmada ise aynı gen bölgesini hedefleyen PCR-SSCP 

(PCR-Single Stranded Conformational Polymorphism) yöntemi ile 2014’de Matini ve ark 

tarafından yapılmıştır. Crucitti ve ark. Kongo ve Zambia’da 160 izolat üzerinde yaptıkları 

çalışmada, nested PCR ile 151 izolatı amplifiye edebilmişler ve bu tekniğin duyarlılığını 

%94,4 olarak bildirmişlerdir (2008). Biz 20 izolatımızın tümünü nested PCR yöntemiyle 

amplifiye edebildik. Daha fazla izolatla yapılacak çalışmalarda bu oranın değişip 

değişmeyeceği kontrol edilebilir. Crucitti ve ark., aynı çalışmada HindII enzimiyle yapılan 

işlem sonucu iki farklı bant paterni (1 ve 2), MseI ile yapılan işlem sonucu üç farklı bant 

paterni (1,2 ve 3) ve RsaI enzimiyle yapılan kesim sonucu ise dört farklı bant paterni (1,2,3 

ve 4) tespit etmişlerdir. RFLP paternleri ve nükleotid sekansları dikkate alındığında 15 

farklı nükleotid değişikliği gözlenmiştir. Bu üç enzimin kesim işlemleri sonucunda oluşan 

kombinasyonlar sonucunda ise, sekiz farklı genotip (A, E, G, H, I, M, N ve P) 

tanımlanmıştır. Kongo’da Genotip E en sık görülmekte iken, Zambia’da Genotip G en sık 

olarak bulunmuştur. Ayrıca, Zambia’da miks enfeksiyonlar görülürken, Kongo’da 

görülmediği bildirilmiştir. Farklı bölgelerde yaşayan olgulardan elde edilen izolatlarda 

antijenik farklılıklar olduğu gösterilmiştir (Kriger 1985). Dolayısıyla, bu iki bölgede farklı 

genotiplerin ortaya çıkması beklenen bir sonuç olarak düşünülebilir.  

Yine, aktin gen bölgesini hedef alarak yapılan diğer çalışmada ise Matini ve ark.’nın 

çalşmasıdır. İran’da iki ayrı şehirde jinekoloji kliniklerine başvuran hastalarda yapılan bu 

çalışmada araştırmacılar, PCR-SSCP (PCR-Single Stranded Conformational 

Polymorphism) yöntemini 950 örnekten elde edilen izolatlarda uygulamışlar ve yedi farklı 

genotip belirlemişlerdir (2014). Yapılan sekans çalışmasında, beş polimorfik bölge tespit 

etmişler, ancak bu bölgelerin hiçbirinde amino asit substitisyonu tespit etmemişlerdir. 

Ayrıca, hiç miks enfeksiyona rastlanmadığı belirtilmektedir. 

Bizim çalışmamızda ise, Genotip G ve E aynı sayıda bulunmuş olup miks tip 

örneklere de rastlanmıştır. Ayrıca, Crucitti ve ark.’nın çalışmasında tanımlanan genotiplere 

ek olarak iki farklı patern bulunmuş olup bunlara Y1 ve Y2 adı verilmiştir.  

Bu çalışma ile ilk kez ülkemizdeki genotipler tanımlanmıştır. Bu araştırma, 

ülkemizde bu konuda yapıldığı bilinen ilk çalışma olup daha sonra yapılacak çalışmalara 

ışık tutacağı düşünülmüştür. İzolat sayısı arttırılarak ve başka bölgelerle karşılaştırma 
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yapılarak ülkemize özgü T. vaginalis genotiplerinin belirlenmesi bundan sonraki hedef 

olarak görülmüştür. Ayrıca genotipler ile parazitin virülansı, ilaç direnci, klinik görünüm, 

prognoz gibi özellikleri arasındaki ilişkiye açıklık getirebileceği düşünülmüştür. 
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5. SONUÇ 

 

Sonuç olarak, Trichomonas vaginalis’in bulaş, klinik ve virulans özelliklerinin 

incelenmesinde PCR-RFLP yönteminin kullanılabileceği düşünülmüştür. Parazitin önemli 

bir gen bölgesi olan aktin geninin, potansiyel bir belirteç olarak kullanılabileceği kanatine 

varılmıştır. Bu çalışma, ülkemizde bu konuda yapılan ilk çalışma olup bulunan sonuçların, 

ileride yapılacak çalışmalara ışık tutması açısından yararlı olduğu düşünülmektedir. Daha 

önce tanımlanan genotiplere ek olarak iki farklı genotip tanımlanmıştır. Ülkemizde farklı 

bölgelerden elde edilen izolatlar ile bu tür bir çalışma yapılırsa bölgesel farklılıklar olup 

olmadığı da değerlendirilebilecektir. 
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ÖZET 

 

Trichomonas vaginalis’in Aktin gen bölgesi kullanılarak PCR-RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorhism) ile moleküler tiplendirmesi 

 

Trichomonas vaginalis, trichomoniasis hastalığının etkeni olup, özellikle kadınlarda daha 

fazla görülen, cinsel yolla bulaşan ve asemptomatik olabilen, vajinit ve servisite yol açan 

bir protozoondur. T. vaginalis infeksiyonu hamilelikte membranların erken rüptürü, düşük 

doğum ağırlıklı bebek ve erken doğum gibi komplikasyonlara sebep olabilmektedir. 

Enfeksiyonun diğer önemli yanı HIV (human immunodeficiency virüs) dahil diğer cinsel 

yolla bulaşan etkenlerin bulaşında kolaylaştırıcı rolü olmasıdır. Parazitin sık görülmesine 

karşın genetik değişkenlikleri, virülans ve ilaç direnci vb gibi diğer özellikleri tam olarak 

bilinmemektedir. Trichomonas vaginalis’in proteinleri, polisakkaritleri ve izoenzim profili 

genotipik farklılıklarının olduğunu göstermekle birlikte, günümüze kadar yapılan virulans 

gibi biyolojik farklılıklarını anlama çalışmaları tam olarak başarılı olamamıştır. 

Bu çalışmada Aydın İlinden izole edilen T. vaginalis izolatlarının aktin gen bölgesinden 

seçilen primerler ile PCR-RFLP yöntemi ile moleküler olarak tiplendirilmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaçla Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji 

Laboratuvarında daha önce izole edilerek kriyoprezerve edilerek saklanan 20 T. vaginalis 

izolatı bu yöntem ile moleküler olarak tiplendirilmesi yapılmış, iki belirgin genotip 

saptanmıştır.  

Bu konuda ülkemizde yapılmış çalışma bulunmadığından bu çalışma ilktir ve coğrafik 

farklılıkları tanımlayabilmek için ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

 

 

 

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 T. 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, T. vaginalis isolates were processed with PCR-RFLP technique using actin 

gene site and molecular typing of the parasite was aimed. Twenty T. 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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