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oz

Amag: Trichomonas vaginalis (T.vaginalis) tek hicreli, anaerobik bir protozoon olup diinya genelinde viriislerden sonra en sik gorilen cinsel
yolla bulasan patojen olarak bildiriimektedir. Bu calismada, T. vaginalis izolatlarinin aktin genini hedef alan Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Rest-
riksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) kullanilarak genotiplerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yéntemler: Calisma kapsaminda Adnan Menderes Universitesi, Egitim ve Arastirma Hastanesi, Parazitoloji Laboratuvarinda semptomatik
olgulardan rutin uygulamalar sirasinda elde edilen ve kriyoprezervasyon ile saklanan toplam 20 T.vaginalis izolati degerlendirilmistir. Sivi
azotta dondurularak muhafaza edilen izolatlar calisma 6ncesinde triptikaz-maya 6ziti-maltoz (TYM) besiyerinde canlandirildiktan sonra yine
bu besiyerinde cogaltilmistir. izolatlardan niikleik asit izolasyonu sonrasi T. vaginalis aktin geni Nested-PZR ile cogaltilmis ve PZR trtnleri
fenol-kloroform izoamil alkol yontemiyle saflagtinlmistir. Elde edilen saflagtinlmig tGriinler Hindll, Msel ve Rsal enzimleri ile kesilmis ve agaroz
jel elektroforezi ile gérintilenmistir.

Bulgular: Enzim kesim paternleri degerlendirildiginde T. vaginalis izolatlarinin blydk kisminin genotip E (n=9, %45) oldugu, bunu genotip G (n=7,
9%35), genotip N (n=1, %5) ve genotip H'nin (n=1, %5) takip ettigi bulunmustur. Ayrica, iki drnekte (%10) E ve H genotiplerine birlikte rastlanmistir.
Sonug: Bu calisma ile Glkemizde T. vaginalis genotip dagilimiyla ilgili ilk verilere ulasiimistir. Ancak, benzer yéntemlerin kullanildigi hem ulusal
hem de kiresel dlcekte daha kapsamli calismalara ihtiyac oldugu distuntlmektedir.

Anahtar kelimeler: Trichomonas vaginalis, genotip, aktin, Turkiye
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ABSTRACT

Objective: Trichomonas vaginalis is an anaerobic protozoon and the most common non-viral sexually transmitted pathogen. The present
study was designed to determine the genotypes of T. vaginalis using polymerase chain reaction (PCR)-restriction fragment length polymor-
phism of actin gene.

Methods: A total of 20 isolates from symptomatic females isolated and cryopreserved at Adnan Menderes University, Research and Training
Hospital Parasitology Laboratory were included. The isolates from liquid nitrogen were thawed and grown in trypticase-yeast extract-maltose
medium prior to the study. Following nucleic acid extraction, the actin gene of T. vaginalis was amplified using nested PCR and amplicons
were concentrated with phenol-chloroform-isoamyl alcohol precipitation. The final products were digested with Hindll, Msel, and Rsal and
were visualized using agarose gel electrophoresis.

Results: Most isolates were actin genotype E (n=9, 45%). The remaining isolates were genotype G (n=7, 35%), genotype N (n=1, 5%), and
genotype H (n=1, 5%); two were mixed genotypes of E and H (10%).

Conclusion: To the best of our knowledge, this study is the first to provide data on T. vaginalis genotypes in Turkey. However, further studies
should be conducted to understand the molecular epidemiology of T. vaginalis at the national and global levels.
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GiRiS

Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) trogenital yerlesimli, cinsel
yolla bulasan patojenik bir protozoon olup yalnizca trofozo-
it formu bulunmaktadir. Hareketini kamcilar ve dalgalanan zar
ile saglayan parazit, 24-48 saatte ikiye bdlinerek cogalmaktadir.
Fizyolojik veya patolojik nedenlerle vajen pH'sinin bozulmasi, T.
vaginalis'in yerlesmesi icin uygun ortami olusturmaktadir. Tricho-
moniasis, cinsel aktif cagda gérilen bir enfeksiyon olup kadin
olgularda genellikle sari/yesil kdpukli akinti, kasiklarda agri, di-
zUri vb. semptomlarla seyreden vajinite yol actigi bilinmektedir.
Ayrica, T. vaginalis kadinlarda pelvik inflamatuvar hastaliga, ge-
belerde dustik dogum agirlikl bebeklere veya erken dogumlara
neden olabilecedi bildirilmistir (1). Erkeklerde de trichomoniasis,
siklikla asemptomatik olmakla birlikte bu olgularda Uretrit, pros-
tatit ve epididimit gorilebilmektedir. Bazi calismalarda, T. vagi-
nalis enfeksiyonunun insan immiin Yetmezlik Virtisiinin (HIV) bu-
las riskini artirdigi da rapor edilmistir (2).

Trichomoniasisin tanisi geleneksel olarak, vajinal veya Uretral sek-
resyonlarin direkt mikroskobik incelenmesinde parazitin trofozoit
formunun gérilmesi ile konulmaktadir. Kolay uygulanabilmesi ve
maliyetinin distk olmasi nedeniyle sik tercih edilen bir yéntem
olmasina kargin duyarliginin distk oldugu bildirilmektedir. Kil-
tur yontemleri ise tanida ylksek duyarlilik géstermekte olup altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, uzun inkiibasyon sire-
si, deneyimli personel gerektirmesi, bakteri ve mantar kontami-
nasyonu kiltlr ydonteminin dezavantajlar olarak bildirilmektedir.
Geleneksel yéntemlerin yani sira ticari olarak bulunabilen antijen
tespiti ve molekiler taniya dayali yéntemler de duyarliliklarinin
ylksek olmasi nedeniyle yayginlasmaktadir (3).

Trichomoniasis tedavisinde yaygin olarak 5-nitroimidazol bilesik-
leri olan metronidazol ve tinidazol kullaniimakta olup bu ilaglar
DNA hasarina neden olarak parazitin hicre 8limini saglamakta-
dir. Metronidazol mutajenik ve karsinojenik olabildigdi, plasenta-
dan gecebilmesi nedeniyle gebelikte kullanimi sinirli oldudu bil-
dirilmistir (4). Ayrica Glkemizde ve diger llkelerde metronidazole
direncli T. vaginalis izolatlarinin bulundugu da saptanmistir (5).

Kozmopolit bir dagilim gésteren T. vaginalis'in prevalansinin kadin-
larda %8,1 erkeklerde %1 oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica yay-
ginhgini etkileyen baglica faktérlerin cinsel iligki partner sayisi, diigtik
egitim diizeyi ve yas oldugu bildirilmistir (1). Ulkemizde T. vaginalis
gorilme sikligi %0,3 ile %42,8 arasinda rapor edilmis olmakla birlik-
te, bu caligmalarda kullanilan yéntemler ve hedef kitleler birbirinden
oldukga farklilik géstermektedir (6, 7). Aydin'daki calismalarda ise
%4,9 ve %7,2'lik T. vaginalis yayginliklar bildirilmistir (8).

Trichomoniasis tanisinda ve epidemiyolojik calismalarda moleki-
ler yontemlerin kullanilmasi T. vaginalis izolatlar arasinda genetik
uzaklik, enfeksiyon kaynaklarinin belirlenmesinde buylik asamalar
kat edilmesini saglamistir (9). Bu calismalarda PZR-Tek Zincir Konfor-
mosyonel Polimorfizm (PZR-SSCP), PZR-Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Coklu Lokus Sekans Tiplendirme (MLST), mik-
rosatellit analizi gibi yontemler kullanilmistir (10-12). Bu yéntemlerin
buyik cogunlugu ribozomal ve interjenik bdlgelerdeki sekans poli-
morfizmlerinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (13). Trichomo-
niasis patogenezi parazitin vajen mukozasi ve florasiyla etkilesimine
ayrica T. vaginalis viris varligina (TW) bagli olarak gelisen karmasik

bir slire¢ olarak ifade edilmektedir. (14). Aktin proteini hiicre hare-
ketinde kilit role sahip olup protozoonlarin konak dokuda hareketi,
beslenme ve formlar arasinda gegis gibi nemli fonksiyonlarini etki-
lemektedir (15). Yiksek oranda korunmusg bir aktin proteinine sahip
T vaginalis'de aktin kodlayan genlerin intronlar ile kesilmedigdi bildi-
rilmistir (16). Cirucitti ve ark., T. vaginalis aktin genini restriksiyon en-
zimleriyle keserek parazitin genotiplendiriimesine olanak saglayan
bir ydntem gelistirmistir (10).

Ulasabildigimiz kadariyla Turkiye'de T. vaginalis genotiplerinin
arastinldigr bir ¢alismanin olmadigi gérilmuistir. Bu calismada
Aydin'da vajinit 6n tanili olgulardan elde edilen T. vaginalis izo-
latlarinin aktin geni-RFLP paternlerine gére genotiplendirinin be-
lirlenmesi amaglanmistir.

YONTEMLER

izolatlar ve DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda Adnan Menderes Univesitesi, Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi, Parazitoloji Laboratuvarinda kriyoprezervasyon ya-
pilarak saklanan 20 tane vajinit &n tanili olguya ait T. vaginalis izolati
canlandinlmistir. (Adnan Menderes Universitesi Girisimsel Olma-
yan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu, Protokol No: 2016/805). Trypti-
kaz-maya 6zitl maltoz (TYM) besiyerinde ¢ogaltilan izolatlar Fosfat
Tamponlu Salin, pH:7,4 (PBS) ile yikandiktan sonra genomik DNA
izolasyonlarn High Pure Template Kit (Roche Life Sciences, Berlin,
Almanya) ile Uretici firmanin bildirdigi sekilde yapilmistir. Tris-EDTA
icerisinde ¢ozilen DNA'lar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve saflagtirma

Cirucitti ve ark. bildirdigi sekilde T. vaginalis aktin geni nested-PZR
ile cogaltilmis ve sonrasinda 100ul PZR Griint fenol kloroform izoa-
mil alkol DNA coktiirme yéntemi ile saflagtinlmistir (10). ilk PZR'da,
Tv8S-Tv9R primerleri kullanilmig ve reaksiyon 40 pL hacimde: 10 pL
DNA, 3 mM MgCl,, 0.3 pL primerler, 1,7U Taq Polimeraz (Thermo
Fisher, Bartlesville, ABD), 0,28 mM dNTP olacak sekilde kurulmus-
tur. Ikinci PZR Tv10S-Tv11R primerleri ile 100 pL hacimde ilk PZR'de
oldugdu sekilde hazirlanmig olup 1 pL ilk PZR Grind kalip DNA ola-
rak kullanilmigtir. Birinci RZR kosullan: én denatiirasyon 95°C'de 5
dk, 10 déngti (94°C'de 30 sn, 55°C'de 30sn ve 72°C'de 3 dk), son
uzama 72°C'de 7 dk olacak sekilde ayarlanmistir. ikinci PZR kosul-
lari ilkinde oldudu gibi ayarlanmis, ancak déngi sayisi 25 olup son
uzama agsamasi da 3,5 dk olarak ayarlanmistir.

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve genotiple-
rin belirlenmesi

Saflastirma sonrasi elde edilen 15 pL PZR Grind Hindll, Msel ve
Rsal endontkleazlar (Thermo Fisher, Bartlesville, ABD) ile Uretici
firmanin bildirdigi sicakliklara gére ayri tiplerde kesilmistir. Kesim
drinleri %3'lUk agaroz jelde yuritilmas ve genotipler Crucitti ve
ark. bildirdigi sekilde belirlenmistir (10).

BULGULAR

Calismada 20 izolatin timinde Nested-PZR ile kismi aktin geni
cogaltilarak 1100 bp amplikonlar elde edilmistir. Bu agsamadan
sonra saflagtirma islemi ile PZR Griin yogunlugunun artinlmasi en-
zim kesiminde ve kesim Urlnlerinin gérintilenmesinde kolaylik
saglamistir. Restriksiyon enzim ile kesim paternlerine gére top-
lam dért farkl T. vaginalis genotipi belirlenmistir (Sekil 1). Ge-
notip dadilimlan: Genotip E (n=9, 45%), genotip G (n=7, %35),
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Sekil 1. Bazi 6rneklerin saflagtirma ve kesim sonrasi PZR Urlnlerinin %3'ltk agaroz jelde elektroforez gériintisi (M: Markir, 100 bp; P:
Saflastirilmig PZR GriinG). En yaygin rastlanan iki genotip olan genotip G (Izolatlar SH 5-8) ve genotip E (Izolat SH 9)

genotip N (n=1, %5) ve H (n=1, %5) seklinde bulunmustur. Ayrica,
iki 6rnekte (%10) genotip E ve H'ye birlikte rastlanmistir.

TARTISMA

Trichomoniasis etkeni olan T. vaginalis diinya genelinde goérilen
tedavi edilebilir cinsel yolla bulasan patojenik bir protozoondur.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére 2008 yilinda kiiresel
capta T. vaginalis insidansinin 276.4 milyon oldugu tahmin edil-
mektedir (17). Yaygin gérilen bir enfeksiyon olmasi, AIDS, kanser,
vb. ciddi saglik sorunlari ile iligkisi T. vaginalis’in genetik ¢esitlili-
gine olan ilgiyi artirmistir. Ayrica, giniimizde T. vaginalis izolatla-
rinin genetik karakterizasyonu icin altin standart olarak belirlenen
bir yontemin bulunmamasi bu alanda bir¢ok yéntemin uygulan-
masinin ve degerlendirilmesinin 6niinG agmistir (12).

Molekdler tiplendirme calismalari ile belirli topluluklarda T. vagina-
lis'in genetik cesitliligi, populasyon yapisi ve epidemiyolojik baglan-
tilan hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir (18, 19). Ayrica, genetik
cesitliliginin arastinlmasi parazitin patojenitesini, TVV iligkisini, ilag
direncini ve tekrarlayan enfeksiyonlarin kaynagini belirlemeye bu-
yuk katki sadlayacagr diglinilmektedir (10, 20, 21). Caligmamizda,
T vaginalis izolatlannin genotipleri aktin geninin RFLP paternine
gobre belirlenmistir. Referans olarak ele aldigmiz Cirucitti ve ark.
bildirdigi ydntemden farkli olarak calismamizda PZR Grinleri kesim
dncesi saflagtinlmistir (10). Mevcut yontem uygulandiginda agaroz
jelde kesim Grlnleri zayif gorilirken saflagtirma sonrasi Griin yogun-
lugunun artmasi sonucu daha parlak bantlar elde edilmistir. Bircok
calismada T. vaginalis'in oldukg¢a polimorfik bir genoma sahip ol-
dugu bildirmistir. Meade ve ark., T. vaginalis'in Hsp70 geninin RFLP
paternlerine gdre ylksek seviyede polimorfizm gdsterdigini ortaya
koymustur (9). Metronidazole kargi direng mekanizmasinin bir veya
birkag mutasyon sonucu ortaya c¢iktigi diisiinilmektedir. Snipes ve
ark., 63 T. vaginalis izolatinda ITS gen polimorfizmini arastirdiklar
calismalarninda metronidazol direncinin ve TVV varliginin bu gendeki
mutasyonlarla iliskili oldugunu bildirmistir (22). Bazi calismalarda da
T vaginalis enfeksiyonunda klinik belirtilerin ortaya ¢clkmasinda roli
olan genetik belirteglerin belirlenmesi amaglanmistir. Rojas ve ark.,
asemptomatik T. vaginalis enfeksiyonlarinda bulunmayan sadece
semptomatiklerde gorilen 490 bp belirteg RAPD ile gdsterilmigtir
(23). Matini ve ark., T. vaginalis izolatlar arasinda aktin gen polimor-

fizmini PZR-Tek zincir Konformosyonel Polimorfizm ile aragtirmis ve
klinik tablo ile iligkili olabilecedini ne stirmistar (11). Aktin gen po-
limorfizmleri T. vaginalis diginda Cryptosporidium spp., Toxoplasma
gondiive Echinococcus granulosus genotiplendirmesinde de basa-
nyla kullanilmistir (24). Aynica, 2016 yilindaki bir calismada aktin gen
bélgesinin Déngii Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP) yontemi
ile T. vaginalis tanisinda kullanilabilecegdi bildirilmistir (25).

Calismamizda en sik genotip E (%45) olmak Uzere sirasiyla genotip
G (%35) , genotip E (%5), genotip H (%5) ve iki drnekte de genotip
E ve H aktin patemine sahip T. vaginalis izolatina rastlanmistir. Aktin
geni RFLP paternini ilk kez arastiran Cirucitti ve ark., farkli Glkeler-
den seks iscileri elde ettikleri 151 izolat Uzerinde calismis olup RFLP
paternine gore sekiz farkli T. vaginalis aktin genotipi tanimlanmistir.
Arastirmacilar ydntemin duyarli, tekrarlanabilir ve T. vaginalis'e 6zgi
amplifikasyona olanak sagdladigini bildirilmistir. Ayni calismada Kon-
go'da en sik genotip E'ye, Zambiya'da ise genotip G'ye rastladikla-
rini bildirmistir (10). Momeni ve ark., iran'da 2015 yilindaki ¢aligma-
larinda hastane laboratuvarina génderilen akinti ve idrar &rneklerini
TYM besiyerine ekmisg ve toplam 45 olgudan T. vaginalis izole etmis-
tir. izolatlarin %57'inin genotip G, %24,4'tiniin genotip E, %13'iniin
genotip H, %6'sinin genotip | oldugunu ve %4'lnde iki genotipe (G
ve E) birlikte rastladiklarini bildirmistir. Aragtirmacilar ayrica calistiklan
bélgede T vaginalis genetik gesitliginin yiksek oldugunu ve toplam
13 polimorfik bélge saptadiklarini bildirmiglerdir. Bu degisikliklerden
iki tanesi amino asit degisikligine neden oldugunu bildirmislerdir
(26). Calismamizda oldugu gibi diger Ulkelerde de genotip E ve
G'nin T. vaginalis izolatlarinin blydk kismini olusturdugu gérilmek-
tedir. Tum ¢alismalarda kdltirde ¢cogdaltilan izolatlardan DNA izolas-
yonun yapilmis olup klinik érneklerden direkt DNA izolasyonunda
sonuglann nasil olacadi konusunda elimizde veri bulunmamaktadir.

Calismamizda semptomatik olgulardan elde edilen T. vaginalis
izolatlan dederlendirilmis olup en yaygin bulgu vajinit olarak sap-
tanmustir. En sik genotip E ve G "ye rastlanmasi T. vaginalis geno-
tipi ve klinik arasinda bir iligki olabilecegini disundirmekle bir-
likte asemptomatik olgularin ¢alismada yer almamasi nedeniyle
karsilagtirma yapilamamuistir. Sonraki calismalarda asemptomatik
olgularda genotip dagiliminin arastinimasi aktin genotipi ve kli-

nik arasindaki iligkinin anlagiimasina katki saglayacaktir.
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SONUC

Turkiye'de T. vaginalis genotiplerinin ilk kez arastinldigi calismamiz-
da en sik genotip E'ye rastlanmistir. Ayrica, restriksiyon enzimleri ile
kesim &nce PZR Urlnlerinin saflagtinimasinin RFLP yénteminin uygu-
lanabilirligini artirdigi gozlenmistir. Diger bolgelerde yapilacak benzer
calismalar ile Ulke genelinde T. vaginalis'in molekdler epidemiyolojisi-
nin daha iyi anlagilabilecegdi distinilmektedir. Ayrica, sonraki ¢alisma-
larda asemptomatik olgulardan izole edilen T. vaginalis izolatlarinin
ayni yéntemle genotiplendirmesinin faydali olacadi distnilmektedir.
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