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SIMGE VE KISALTMALAR

bg : Beta giardin
Bst : Bacillus stearothermophilus
DFA : Direk Floresan Antikor Testi (Direct Fluorescent Antibody test)

DNA : Deoksiribo Niikleik asit
DSO : Diinya Saglik Orgiitii
dNTP  : Deoksiriboniikleozid trifosfat
Ef-1a : Elongasyon faktor 1- alfa
EIA : Enzim Immun Assay
ELISA : Enzim-Linked Immuno Sorbent Assay
gdh : Glutamat dehidrogenaz
IFA : Indirek Floresan Antikor testi (Indirect Fluorescent Antibody test)
LAMP : Ilmige dayal1 izotermal ¢cogaltma (Loop-Mediated Isothermal Amplification)
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
RAPD : Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Deoksiriboniikleik Asit
(Random Amplification of Polymorphic DNA)
RFLP  : Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
RNA : Ribo Niikleik asit

Taq : Thermus aquaticus
TBE - Tris Borat Etilendiamin Tetra Asetik Asit
tpi : Trioz fosfat izomeraz

uv - Ultraviyole



GIRIS VE AMAC

Giardia cinsi; insanlari, vahsi ve evcil hayvanlar etkileyen, yaygin olarak goriilen bir
bagirsak parazitidir (1,2). Giardia intestinalis (G. intestinalis) insanda hastalik yapan tek
Giardia tiirii olmakla beraber, Giardia cinsinin diger tirleri evcil hayvanlarda, ciftlik
hayvanlarinda ve yabani hayvanlarda bulunur (3,4).

Giardia cinsi fekal oral yolla bulasabilen, su ve gida kaynakli salginlara neden
olabilen ve toplum sagligin1 etkileyen bir protozoondur. Bu nedenle Klinisyenlerin ve
biyologlarin 300 yildir merakini uyandirmaktadir (2). Diinyanin her tarafinda goériilmekte
olup, yaygmligt %20-30 arasindadir (5). Giardiasiste her yas grubundan insan etkilenir. Yeni
doganlar ve ¢ocuklardaki enfeksiyon beslenme bozuklugunu artirir (5,6). Enfeksiyona hem
erkek, hem de kadmlar esit derece duyarhdir. G. intestinalis; sanitasyonun ve saglikla ilgili
tedbirlerin zayif oldugu yoksul bolgelerde endemik olarak yiiksek oranda goriilmektedir (7).

Ulkemizde paraziter hastaliklarin prevalansi ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Ancak G. intestinalis genotiplendirilmesi konusunda yapilmis sinirli sayida ¢alisma mevcuttur
(8,9,10,11). G. intestinalis suslarimin molekiiler analizi konusunda Edirne ilinde ve Trakya
bolgesinde daha once hig¢ ¢alisma yapilmamaistir.

Bu ¢alismada; Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Merkez
Laboratuvari Parazitoloji Boliimii ve Edirne Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gelen G. intestinalis kisti ve/veya trofozoiti pozitif digki 6rneklerinin molekiiler yontemlerle
analizi amaglandi. Ayrica bu c¢alisma ile bdlgemizde bulunan G. intestinalis izolatlar
hakkinda bilgi sahibi olmak, G. intestinalis genotiplerini belirlemek ve bu alanda yapilan

toplum saglig1 ¢aligmalarina katki saglanmak hedeflendi.



Giardia intestinalis@ilk olarak 1681°de Antony van Leeuwenhoek tarafindan,
arastirmacinin  kendi diskisin1 mikroskopta incelenmesi sonucu kesfedildi. Arastirmact
Giardia’yr “bazen ¢ok giizel hareket eden hayvan hiicrelerinden bazilart kan globiilinden
biraz daha biiyiik, digerleri daha kiigiik, boylart enlerinden daha diiz goriiniimlii, temiz besi
yerinde ve globiilinlerin arasinda yer degistiren ¢abuk hareket etmesine karsin az mesafe
kaydeden organizmalar olarak ” tanimladi (12).

Giardia lamblia veya Giardia duodenalis olarak da bilinen G.

GENEL BIiLGILER

memelilerde yagamini siirdiiren kamgili protozoondur (13).

GIARDIA CINSININ TAKSONOMISi
Bir bagirsak protozoonu olan Giardia, Hexamitidiae ailesine mensup olup, insanda

hastalik yapabilen ve sindirim sisteminde yasayan tek tiirdiir (Tablo 1) (14,15).

Tablo 1. Giardia intestinalis taksonomisi (15)

Alem Protista

Altalem Protozoa

Sube Sarcomastigophora
Altsube Mastigophora
Sinif Zoomastigophora
Takim Diplomonadida
Aile Hexamitidae

Cins Giardia

Tiir intestinalis

intestinalis,




Giardia yapisinin daha iyi anlagilmasina 1990’lardan sonraki ¢aligmalar yol act1 (1).
Ancak Giardia tiirlerinin arasindaki morfolojik farkliliklarin az olmasi simiflandirmay1
zorlastirmistir. G. intestinalis izolatlarinin genetik yapilar1 asir1 heterojen olup, ilk molekiiler
calismalarda bu izolatlar Genotip A ve B olmak iizere iki ayr1 genotipe ayrildi (1,16,17).

Yirminci yiizyilin ilk yarisinda Giardia cinsi ile ilgili yapilan ilk tanimlamalar olduk¢a
karmasikti. Simiflandirma morfolojik yapidan ziyade temelde hastalik etkeni oldugu konaga
gore yapildi (1). 1952°de Francis Filice Giardia tiirlerini morfoloji ve orta cisimlerini dikkate
alarak smiflandird1 ve yaptig1 bu smiflandirma ile G. intestinalis, G. muris ve G. agilis olmak
tizere ti¢ farkli Giardia tiiri tamimladi. G. intestinalis, insan dahil bir cok memelide, G. muris;
kemirgenlerde, G. agilis; amfibilerde bulunur. 2000°’li yillarda elektron mikroskobu ile
yapilan c¢alismalar neticesinde ili¢ farkli Giardia tiirii daha siniflandirmaya dahil edildi.
Bunlar; G. psittaci; muhabbet kuslarinda, G. ardeae; balik¢illarda, G. microti; tarla faresi ve
misk faresinde bulunmaktadir (18).

Giintimiizde G. intestinalis siniflandirilmasi genotiplerine gore yapilmaktadir. Yedi
(Genotip A-G) alt tiire ayrilmaktadir (Tablo 2) (2,19,20,21). Molekiiler ¢alismalar sonucunda
G. intestinalis suslarinin alt genotipleri belirlenerek, potansiyel zoonotik rezervuarlar ve
insanlardaki enfeksiyonlar ve gecis dongiileri arasindaki iligkiler belirlenebilmektedir

(2,19,20).

Tablo 2. Giardia tiirleri ve G. intestinalis genotiplerinin konaklardaki dagilinm (2,4,21)

Giardia Konaklar

Genotip A Insanlar, diger primatlar, kopekler, kediler, kemirgenler,
diger vahsi memeliler, ¢iftlik hayvanlar

Genotip B Insanlar, diger primatlar, kdpekler, ¢iftlik hayvanlari,
kemirgenler, diger vahsi memeliler, ¢iftlik hayvanlarn
Genotip C/D | Kopekler, kediler, kurtlar

Genotip E Sigirlar, diger ciftlik hayvanlar

Genotip F Kediler

Genotip G Sicanlar

G. intestinalis

G. agilis Amfibianlar
G. ardae Kuslar
G. microti Fareler
G. muris Kemirgenler
G. psittaci Kuslar




GIARDIA CINSININ MORFOLOJISI

Giardia cinsi, sahip oldugu cekirdek ve g¢ekirdek zari, hiicre iskeleti elemanlar1 ve
hiicre igi zarli organelleri ile tipik olarak 6karyotik bir organizmadir (18).

Trofozoit ve kist formlar1 bulunmaktadir.

Trofozoitleri yaklagik olarak 10-12 um uzunlugunda ve 5-7 um genisligindedir. Hiicre
iskeletini olusturan yapilar; bir median govde, iki {i¢ adet ventral yiizey, on tarafta bir adet
konkav yiizey, degisken sayida emici disk veya ventral disk ve dért ¢ift kamegidir. iki
¢ekirdek, bir golgi aparati, sitoplazmada lizozomal vakuolleri mevcuttur (18,22,23).
Sitoplazmasinda ribozomal ve glikojen graniilleri vardir. Giardia primitif Okaryottur.
Mitokondri, diiz endoplazmik retikulum, ¢ekirdekgik ve peroksizomlar gibi pek ¢ok dkaryotik
organel yoktur (18,22,24). Golgi organeli enkistasyon sirasinda trofozoitlerde goriilebilir
(18,23).

Yapisma diskinin arkasinda viicut uzunlugunun dortte biri biiytikliigiinde iki oval
cekirdek, iki median cisim, iki ¢ekirdegin arasindan her birinden birer adet kam¢inin ¢iktig
kaide cisimcigi (blefaroblast) bulunmaktadir (25). Median cisimler pence seklindedir ve
fonksiyonlarmin emici diskle baglantili olabilecegi belirtilmistir (22). Bagirsakta tutunmay1
saglayan emici diskler iki ¢ekirdegin bulundugu alanda gévdenin 6n kisminda bulunur (7).

Lateral kamgi ¢ifti dogrudan viicudun iki yanindan ¢ikar. Dorsal kamgi ¢ifti ise ¢apraz
yaparak yapisma diskinin 6n tarafindan c¢ikarak dorsa-laterale dogru uzanir. Ventral kamgi
cifti yapisma diskinin arka ucunda viicuttan c¢ikarken, posterior kamg¢i c¢ifti ise orta
blefaroblastlardan kalin iki aksonem olarak ¢ikmakta ve viicudun en arka kismindan serbest
kalarak geriye dogru uzanmaktadir (25). Kamg¢ilar trofozoitlerin hareketinde 6nemli rol
oynamasina karsin konagin ince bagirsak duvarina tutunmasinda etkili degildir (18).

Giardia tiirlerinin trofozoitleri farkli morfolojik yapilardadir ve bu tiirlerin
tanimlanmasinda 6nemli rol oynar. Giardia tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan morfolojik
ayirim Ozellikleri Tablo 3’te gortilmektedir (2).

Trofozoitler bagirsak boslugunda kistlere dontisiir. Diskida mikroskobik incelemede
goriilen oval kistlerin boyutlari 8-14 pm ile 7-10 pm arasinda degismektedir (26,27). Kist
duvart diiz ve renksiztir. Kist liigol solisyonu ile boyandiginda, median cisimler ve
cekirdekler goriiliir (26). Kist duvar1 ince hyalin yapidadir. Baslangicta iki ¢ekirdekli iken,
kist olgunlastiginda dort ¢ekirdek, aksonemler ve median cisimler olusur (27).

Giardia anaerobik, prokaryotlara benzeyen o6zelliklere sahip, sira dis1 6karyotik bir

organizmadir (22,24).



Tablo 3. Giardia tiirlerinin morfolojik 6zellikleri (2)

Tiir Morfoloji Uzunluk Genislik

G. intestinalis | Armut sekilli trofozoitler, 12-15 um 6-8 um
Pence sekilli median gévde

G. agilis Uzun dar trofozoitler, 20-30 pm 4-5 pm
Comak seklinde median gévde

G. muris Yuvarlak trofozoitler, 9-12 um 5-7 um
Kiiciik yuvarlak median govde

G. ardeae Yuvarlak trofozoitler, ~10 pm ~6.5 um

ventral disk ¢entikli, kuyruklu kamei,
yuvarlak-oval penge median govde
G. psittaci Armut govdeli trofozoitler, ~14 pm ~6 pm
ventro-lateral kenar yok
Pence sekilli median gdvde
G. microti Trofozoitler G. intestinalis’ e benzer. | 12-15 um 6-8 um

GIARDIA INTESTINALIS’IN YASAM DONGUSU
Yasamini tek konak tizerinde siirdiiren bir parazit olan G. intestinalis'in konak zinciri
bir insandan diger insana aktarilarak devam eder. Giardia cinsi iki ayr1 formda yasamini

stirdiiriir. Bu formlar ¢ogalan ve beslenen trofozoit ile ¢cevre kosullarina dayanikli sekli olan

kist formudur (28,29).

Trofozoit Formu

Giardia intestinalis’in trofozoit evresi gozyasi veya boyuna ikiye boliinmiis armut
sekline benzemektedir (22). Trofozoit uzun aks1 boyunca yavas ve kararsiz bir sekilde hareket
eder (7).

Ekskistasyon ince bagirsaklarda kistlerden trofozoit olusum siirecidir. Bu siirecte
trofozoitler disiik pH, duodenal ve pankreatik sivilarin etkisiyle olusur. Daha sonra ince
bagirsakta epitele baglanir ve ¢cogalir (5).

Trofozoitlerde bulunan konkav yapili ventral disk ile diger tim kamcil
organizmalardan ayrilir. Trofozoitlerin konak ince bagirsaginda hayatta kalmasinda, hiicre
iskeleti ve 6zellikle bu ventral disk onemli bir rol oynamaktadir. Bu organelle Giardia konak
hiicrenin ince bagirsak ylizeyine tutunarak gerekli olan besin maddelerini bagirsaktan alir.
Giardia kiiltiir ortaminda da ventral disk yardimi ile tutunur (Sekill)(18). Ventral emici
disklerde bulunan mikroseritler; sitoskelatal proteinler ve Giardia’ya 6zgi beta giardinden

olusmaktadir ve ¢apraz kopriilerle mikrotiibiillere baglanmay1 saglar (7).



Trofozoit formu ince bagirsagin proksimal boliimiinde kolonize olur. Bu durum ishal
ve malabsorbsiyona neden olur (5). Trofozoitte goriiniir halde yer alan ve ayni boyutlara sahip
transkripsiyonel olarak aktif mikro ¢ekirdek ve makro ¢ekirdek bulunur (18,30). Bu iki
¢ekirdek varlig1 Giardia spp. ve diger diplomonadlarda gozlenen 6zgiin bir 6zelliktir (18).

Eseyli ¢ogalma Giardia tiirlerinde hi¢bir zaman gézlenmemistir, ancak eseyli ¢ogalma
potansiyeli ile ilgili baz1 deliller bulunmaktadir (4,18). Cogalma esnasinda yavru hiicrelere

aktarilan ¢ekirdeklerden bir tanesi eski ¢ekirdek digeri ise yeni ¢ekirdektir (31).

Bazal cisimler
Cekirdek
@ " @
»
Anterior Ventral disk
kamgi Median cisimler
Posterior Ventral
kamgi kamgl
/ Kaudal
- kamgi

Sekil 1. Giardia intestinalis trofozoitinin sematik yapisi (24)

Kist Formu

Trofozoitler bagirsak yiizeyinden ayrilip asagida ince bagirsaklarda alt kisimlara
ilerlerken kist formuna doniisiirler (22). Trofozoitlerden kist olusum siirecine enkistasyon
denir. Bu siire¢ iic kisimda incelenir. Enkistasyon siirecinin spesifik genler araciligiyla
uyarilmasi, ikinci olarak kist duvar bilesenlerinin sentezlenmesi, hiicre i¢inde nakli ve son
olarak ekstraselliiler kist duvarmin yapilmasi gergeklesir (32). Kist olusumunda Once
kamgilar kisalir ve hareket yavaslar, ardindan sitoplazmanin yogunlagsmasi ve kalin kist

duvarinin olusumu gézlemlenir (22).



Gelisim siirecinde iki ¢ekirdekli kistin ¢ekirdekleri boliiniir ve iki ¢ekirdekli kistten
dort cekirdekli kist meydana gelir. Eger bagirsak hareketleri ¢ok hizli olursa, enkistasyon i¢in
yeterli zaman olmaz, diskida trofozoitlerde goriilebilir. Trofozoit dis ortamda yasayamaz,
kiste dontisiir (Sekil 2) (22).

Giardia intestinalis in yasam dongiisiinde trofozoit formu ¢ogalma evresindeki form
iken, kist formu gevresel streslere karsi olusan formdur (33). Kist olusmasinda katkisi olan
cevresel etkenler, primer safra tuzlari ve yiiksek pH’dir (22). Trofozoitler 37 °C’de
yasamlarina devam ederlerken, 21°C’de kist haline dontsiirler. Kistler ¢esme suyunda 8
°C’de yaklagik 5 hafta kadar canli kalabilir ve dezenfeksiyon dozundaki klor miktarina
direnglidirler (7). Kistte trofozoite gore metabolizma oran1 %10 ile %20 arasinda
degismektedir (34). Giardiasis genelde kist formu ile bulasir, insanda enfeksiyon olugmasi
icin 10 kist yeterlidir (5,20,22). G. intestinalis 'in yasam dongiisii Sekil 2’de goriilmektedir.

GIARDIA’'DA TUR VE SUS BELIRLENMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

Giardia tiirlerinin belirlenmesi 151k mikroskobundaki trofozoitin ve median cismin
sekline, kamg¢i, ventral disk ve ventero-lateral oluk 6zelligine gore yapilir (Tablo 2) (2).

Ancak, molekiiler teknikler ile Giardia cinsinin daha 6nceden tanimlanamamis genetik
farkliliklarmin  analizini ve karakterinin belirlenmesini saglar. Insanlarda ve evcil
hayvanlardaki  giardiasis etkeninin epidemiyolojisini, genetik popiilasyonunu ve
taksonomisini belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir (33). Bu yontemler ayn1 zamanda
Giardia izolatlarinin konak araliginin ve patogenezinin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere
sahiptir (18,36).

Genetik ¢aligmalar sonucunda bilinen pek ¢ok G. intestinalis genotipi olmasina
ragmen insanlarda ve diger memeli tiirlerinde Genotip A ve B olarak iki ana genetik grubun
bulundugu gorilmistiir (1,23). Genotip C-G ise insanlarda bulunmaz ve konaga 06zgii
gruplardir (20). G. intestinalis genotipleri ile hastalik belirtileri arasinda iliskinin olabilecegini
gosterilmistir.  Avustralya’da ¢ocuklarda yapilan arastirmada Genotip A ishal ile
iligskilendirilmistir. Benzer sekilde Banglades’te yapilan ¢alismada Genotip A, Genotip B’ye
gore iki kat fazla ishal sikayeti ile iligskilendirilmistir (37).

Giardia tiir ve suslarmin belirlenmesinde kullanilan molekiiler yontemlerden tani

bolimiinde ayrintili olarak bahsedilecektir.
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Sekil 2. Giardia intestinalis cinsi protozoonlarin yasam dongiisii (35)

GIARDIA INTESTINALIS’IN EPIDEMIiYOLOJISi

Giardia intestinalis’in Epidemiyolojik Onemi
Giardia kistlerinin bulagsmas1 direkt veya indirek olarak, fekal oral yolla olmaktadir.
Bu insanlar ve hayvanlarda kendi aralarinda olabildigi gibi ¢apraz gecis seklinde de olabilir.



Ancak bu gegis sekillerinin sikligi bilinmemektedir (Sekil 3). Aritilmamis eglence sulari,
banyoda olumsuz hijyen kosullari, lagim sulari, ylizme havuzu gibi su kaynaklarindan ve
kontamine olmus gidalardan bulasma olmaktadir (38,39).

Giardiasis sanitasyonun yetersiz oldugu bolgelerde daha yiiksek yaygmliga sahiptir.
Tiim yas gruplart Giardia’dan etkilenebilmekle beraber endemik bolgelerde ozellikle yeni
doganlarda goriilme daha siktir (6). Ayrica gida kaynaklarimin hazirlanmasi sirasinda

kontamine su kullanim1 veya ellerden kaynaklanan bulagsma sonucu G. intestinalis gegisi olur

(38,39).
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Sekil 3. Giardia cinsinin bulasma dongiileri (2)

Bulasma Yollan
Giardia intestinalis kistleri son derece enfektiftir ve enfeksiyon olusmasi igin 10 Kistin
alinmasi yeterlidir (22). Bulagsmada temel etken, bulasmadan sorumlu form olan Kistin uygun

cevre kosullarinda uzun siire canliligini koruyabilmesidir (5). Kistler ozellikle soguk su
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yiizeyinde birkag¢ hafta canliligini koruma yetenegine sahiptir. Kontamine sularin i¢ilmesi ile
en sik bulagma olurken (5,40), gida yoluyla ge¢is daha az oranda goriilmektedir (7,29,40).
Sularin G. intestinalis ile kontaminasyon sonucu epidemik salginlarin oldugu rapor
edildi (22,41). Standart klorlama ile kist formlar1 inaktive edilemez (5). Bu nedenle, sehirlerde
su sisteminde yetersiz filtrasyon uygulanmasi, G. intestinalis’e bagh su ve gida kaynakl
salginlarin olugsmasina neden olabilir (42,43). Hastaligin olusmasinda insanlarin kullandigi
sularda digskiya bagl kirlenmenin olmasi ve bu kirlenmenin derecesi énemli rol oynar (44).
Bulasma o6zellikle ¢cocuklarda yaygindir. Cocuklarin ev etrafinda bulunan diskilar ile
elle temasi ve ellerin agza gotiriilmesi ile fekal oral bulag gorilir (7,40). Giindiiz
bakimevlerinde goriilen G. intestinalis ishalleri salginlara neden olabilir. Cinsel olarak aktif

homoseksiiel erkeklerde insandan insana bulasma olabilmektedir (43,45).

Diinya’da Giardia intestinalis

Giardia intestinalis goriilme siklig1 tilkelere gore degiskenlik gostermekte ve gevresel
hijyenin diisiik oldugu bolgelerde daha yiiksek oranda goriilmektedir. Diinya’da goriilme
sikligimin yiiksek oldugu bolgeler, Rusya (eski SSCB), Giiney ve Giineydogu Asya, Giiney
Amerika, Meksika ve Giiney Afrika olarak siralanabilir (6). DSO’niin tahminlerine gore
Diinya’da 200 milyon kisi semptomatik giardiasis hastasidir ve her yil 500.000 yeni olgu
eklenmektedir (46). Farkli Avrupa iilkelerinde yapilan ¢alismalarda G. intestinalis prevalansi
%1-17 arasinda degismektedir (47).

Giardia intestinalis Norveg’in Bergen sehrinde 2004 yilinda 2500 kisiyi etkileyen su
kaynakl1 bir salgina neden oldu. Bu salginda kesin olgu sayis1 1300 olup, salginin kaynagi
kanalizasyon borularinda sizintinin olmasi ve i¢me suyuna yetersiz miidahale oldugu
belirlenmistir(41). Julio ve ark.’nin (48) Portekiz’de giindiiz ¢ocuk bakim evinde yaptigi
calismada G. intestinalis prevalansi toplumda %6.8 olarak saptanmustir. Ispanya’nin Valencia
sehrinde konaklayan, Afrika’dan go¢ etmis Sahra ¢ocuklarinda intestinal parazitik enfeksiyon
oranlar1 Soriano ve ark. (49) tarafindan arastirilmistir. Yaslari alti ile 12 arasinda degisen 270
cocuktan digki Orneklerinin incelendigi calismada; 78 (%29) ¢ocukta G. intestinalis
gorilmiistiir.

[ran’in Tahran sehrinde 2005 yilinda intestinal parazitlerin epidemiyolojisinin
belirlenmesi i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada 18 aylik bir siire boyunca Zakaria Razi
Laboratuvarma gelen hasta Ornekleri ve sosyo demografik bilgileri incelenmistir. 4.371

hastanin, 466’sinda intestinal parazit bulunmustur. En sik %10.7 ile Blastocystis hominis ve
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G. intestinalis gortlmistiir. Olgularin 712’si erkek (%29.7), 49’u kadin (%21.6) toplam 120
(%25.8) kiside G. intestinalis ¢ikmistir (50).

Tacikistan’in batisinda Matthys ve ark. (51) ilkokullarda parazit yayginligini ve risk
faktorlerini arastirmistir. 602 gocukta yapilan ¢alismada, helmintler %32, protozoonlar %47.1
oraninda bulunmustur. En sik goriilen helmint Hymenolepsis nana (%25.8) iken en sik
goriilen protozoon G. intestinalis (%26.4) olmustur. Calismada G. intestinalis 'ten korunmada
igme suyu olarak ¢esme suyunun kullanilmasi ve hijyen kosullarinin diizeltilmesinin faydali
olabilecegi belirtilmistir.

Mehraj ve ark. (52) 2006’da Pakistan’da 1-5 yas arast 350 g¢ocuga ait digki 6rnegini
incelemistir. Intestinal parazit oran1 %52.8 orani ile en sik goriilen parazit G. intestinalis
olmustur Sik goriilen diger parazitler Ascaris lumbricoides, B. hominis ve H. nana olmustur.
Olgularin %431 bir, %10°u birden fazla parazit ile enfekte ¢ikmustir. Parazitlerin yiiksek
oranda bulunmasinin nedeninin fakirlik oldugu, fakirligin azaltilmasinin parazit tasiyiciligini
azaltacagi, saglik ve hijyen alaninda egitime ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri’'nde toplumda goriilme orani %1.5 ile %20 arasinda
degismektedir ve kontamine su kaynakli ishalli salginlarin esas nedeni oldugu
distiniilmektedir (26). Toplum saghigmi olumsuz etkilemesi nedeniyle, ABD’de 2002’den
itibaren Giardia ile ilgili siirveyans ¢alismasi yapilmaktadir (53). 2003 yilinda yapilan bir
calismada G. intestinalis ABD’de klinik laboratuvarlarda diski 6rneklerinden en sik izole
edilen parazittir ve laboratuvara gelen diski drneklerinden izole edilme orani %4’tiir (43).Su
kaynakli salginlarin 6nemli bir nedeni genellikle altyapi sorunlari ve gerekli korunma
tedbirlerinin yeterince alinmamasidir. Eylil 2003’te ABD’nde Boston sehrinde Halk Sagligi
laboratuvarinda orneklerde G. intestinalis saptanmis ve zamanla olgu sayisinda artis
gozlenmistir. Bunun nedeninin kentte bulunan yiizme havuzu oldugu belirlenmis ve salginda
havuzu kullanan 584 kisiden 149 unun hastaliga yakalandigi saptanmistir (54).

Kiiba’nin Matanzas sehrinde giindiiz bakimevinde bulunan bes yas altindaki
¢ocuklarda intestinal parazit oranina bakilmistir. Yapilan vaka kesit ¢aligmasinda 104
cocuktan ticer sefer taze digk1 drnegi toplanmistir. Calismada ¢ocuklarin %71.1’inde en az bir
tane intestinal parazit saptanmistir. En sik saptanan iki parazit olan G. intestinalis ve
Blastocystis spp. goriilme oranlar1 sirasiyla 57 (%54.8) ve 40 (%38.5) bulunmustur (55).

Kamerun’un Buea bdlgesinde insanlarda intestinal protozoon enfeksiyonlarinin
arastirildigi bir calismada, rastgele secilmis 356 hastadan digki 6rnekleri alinmistir. Olgularin

%28.1’inde (100/356) protozoon bulunmustur. Kadinlarin 56/182 (%29.7) erkeklerden 46/174

11



(%26.4) daha fazla enfekte oldugu goriilmiistiir. Parazitoz orani kirsal alanda 55/142 (%38.7),
kentsel alandan 45/214 (%21.0) daha yiiksek bulunmustur. 6-12 yas grubunda enfeksiyon
30/70 (%42.9) en yiiksek oranda bulunmustur. Saptanan intestinal protozoonlardan
Entomoeba histolytica (%24.4), Entomoeba. coli (%11.2) ve G. intestinalis (%0.6) oraninda
goriilmiistiir (56).

Yagmur sezonunda meydana gelen ishal nedenlerini arastirmak i¢cin Madagaskar’da
2008-2009 yillarinda vaka kontrol ¢alismasi yapilmistir. 14 farkli bélgede akut ishalli 2196 ve
bes yasin altindaki 496 g¢ocuk c¢alismaya alimmustir. Calismada rotavirus, adenovirus ve
astroviruslere ticari ELISA kiti ile tan1 konulmus ve bu tanilar PZR ile kesinlestirilmistir.
Ishalli hastalarin %54.6’sinda ve saglikli bireylerin %45.9’unda bir etkene rastlanilmistir.
Ishalli hastalarda en sik rastlanilan etkenin Campylobacter spp. (%9.7) oldugu gériilmiistiir.
E. histolytica, Trichomonas intestinalis ve G. intestinalis’e ishalli olanlarda olmayan gruba

gore daha sik rastlanilmistir(57).

Tiirkiye’de Giardia intestinalis

Tiirkiye’de goriilme sikligi sosyoekonomik kosullara bagli olarak degiskenlik
gostermekte olup, yapilan yaymlarda %1.24 ile %28.57 arasinda bildirilmektedir. Bu
yayinlara gore en diisiik oran izmir’de, en yiiksek oran ise Diyarbakir’dadir (58,59). 2010 yil1
rakamlaria gore Tiirkiye’de bildirilen olgu sayist 14605 olup insidans yiiz binde 20.07 dir
(60).

Trakya bolgesi G. intestinalis goriilme sikligi agisindan, olgularin en az gorildigi
bolgedir. G. intestinalis’in goriilme oranlar1 Karadeniz bolgesinde %17, I¢ Anadolu
bolgesinde %15.9, Akdeniz bolgesinde %14.7, Dogu Anadolu bdlgesinde %11.4, Ege
bolgesinde %8.5 ve Giineydogu Anadolu bolgesinde %6.2 iken, Marmara bolgesinde %4.7
dir (61).

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ¢cocuk poliklinigine cesitli yakinmalarla
getirilen 400 c¢ocukta yapilan incelemede c¢ocuklarin 156’sinda (%39) bir veya daha fazla
parazit saptandi. En sik goriilen etkenler; G. intestinalis (%19.8) ve Enterobius vermicularis
(%]15) idi. Parazit rastlanma orani; anne-baba egitim diizeyi diisiik, sosyoekonomik diisiik
seviye, ilkdgretim ¢aginda olanlar, kirsal bolgede oturanlarda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (62). Edirne’de Nisan 1983’te sosyoekonomik diizeyi farkli
Meri¢ ve Kurtulus Ilkdgretim okulu 6grencilerde bagirsak parazitleri oranlari arasindaki fark

incelenmigtir (63). 1997 yilinda ise Otkun ve ark. (64) tarafindan ayni okullarda ¢aligma
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tekrarlanmistir. Bu ¢alismaya gore okul i¢indeki d6grenciler arasindaki sosyo-ekonomik diizey
farkliliklar1 parazit sikligini etkilemedigi, E. vermicularis (%67) ilk sirada iken G.
intestinalis’in (%27.5) ikinci sirada oldugu goérilmiistir.

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ne
2005-2008 tarihleri arasinda gastrointestinal ~yakinmalarla basvuran 14246 olgu
degerlendirilmistir. Orneklerin 1320’sinde (%9.3) bir veya birden fazla parazit saptanmastir.
G. intestinalis 176 (%1.24) ornekte bildirilmigtir (58). Subat-Nisan 2005 tarihleri arasinda
Aydin ilinde yemekhanelerde calisan 58 personelde bagirsak parazitleri varligina bakilmistir.
17 (%29.31) ornekte bir veya iki parazit gortilmistiir. Bu parazitler dokuz kiside B. hominis
(%15.51), bes kiside E. vermicularis (%8.62), bir kiside G. intestinalis (%1.72), bir kiside E.
histolytica/dispar ve E.coli (%1.72) saptanmistir (65).

Mersin ili Sosyal Hizmetler Cocuk Yuvasi ve Yetistirme Yurdunda yasayan 106
cocugun %43.4’linde bir veya birden fazla parazit bulunmustur. En sik G. intestinalis (%17)’e
rastlanmistir,. DSO ve ABD Saghk Istatistikleri Merkezi standartlarma gore gocuklarin
%16,1’inin kisa boylu, %17’sinin disiik kilolu ve %14,1’inin zayif oldugu belirlenmistir.
Cocuklarda saptanan parazitler ile fiziksel biliyime ve hijyen aligkanliklari arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamadigi bildirilmistir (66).

Isparta’da bagirsak parazit prevalansinin ortaya konmasi amaciyla, il merkezinde 6
saglik ocagi bolgesinde bulunan 800 kisiden ornek alindi. 77 (%9.6) Ornekte parazite
rastland1. E. coli 26 (%34.2), G. intestinalis 20 (%26.3), E. vermicularis 14 (%19.2), B.
hominis 8 (%10.4), lodamoeba biitschlii 4 (%5.2) 6rnekte oldugu saptanmistir. Calismada
ayn1 bolgede daha 6nceden yapilan galigmalara gore parazit oranlart diigiik bulunmustur (67).

Culha ve ark. (68) Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuvarina, 0-14 yas grubundaki gastrointestinal ve anal kasint1 sikayetleriyle bagvuran
602 cocuk hastayr calismaya almistir. 104 Ornekte bir ve birden fazla bagirsak paraziti
saptanmistir. Bunlar; 24 (%4.27) G. intestinalis, 9 (%1.64) E. histolytica, 3 (%0.53) T.
saginata, 4 (%0.71) Dicrocelium dendriticum, 51 (%9.09) B. hominis idi. incelenen 534
selofanli lam Orneginden 85’inde (%15.91) E. vermicularis bulunmustur. Hatay ilinde
bulunan kiz ve erkek yetistirme yurtlarinda kalan ¢ocuklardaki parazit sikligin1 belirlemek
igin, 177 cocuk bagirsak parazitleri yoniinden arastirilmistir. Digki Orneklerinin 87’sinde
(%49.2) bir veya birden fazla parazit saptanmistir. Saptanan parazitlerden en sik goriilen; 57
(%32.2) ornekte E. vermicularis iken, G. intestinalis 14 (%7.9) ile ikinci sirada bulunmustur
(69).
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Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina 2000-2004 yillar:
arasinda bagvuran 34.883 kisiden alinan digki ornekleri ve ayni kisilerden alinan 9.879 anal
bant preparati incelenmistir. Orneklerin 9.704’{inde (%27.8) bagirsak paraziti saptanmistir. Bu
parazitler; B. hominis 6.723 (%19.3), E. coli 1.007 (%2.9), G. intestinalis 892 (%2.6), E.
histolytica/E. dispar 798 (%2.3), Endolimax nana 486 (%1.4) olguda goriilmiistiir (70).

Atas ve ark. (71) 2008’de Yozgat’'ta sosyoekonomik diizeyleri farkli iki ilkdgretim
okulunda disk1 ve selofan bat yontemiyle parazit taramas1 yapmistir. Orneklerin 367’si disk1
ve 356’si selofan bant olmustur. Toplam 367 6grencinin 128’inde (%34.9) bir veya daha fazla
bagirsak parazitine rastlanmistir. En sik rastlanan parazit, E. coli (%16.1) iken, saptanan diger
parazitler, G. intestinalis (%15.5), E. vermicularis (%8.4), H. nana (%2.2) olmustur.

Sivas’ta Belediyeye ait Cevre-Gida ve Tibbi Tahlil Laboratuvarina 1993-2006
yillarinda gelen 732 digki ornegi ile 186 selofan bant preparati Atas ve ark. (72) tarafindan
incelenmistir. Bu orneklerdeki parazit oranlart E. vermicularis %34.4, E. histolytica/dispar
%3.7, G. intestinalis %12.4 olarak saptanmistir. Degerli ve ark.’nin (73) Mayis 2002—Kasim
2004 tarihleri arasinda saptanan parazitlerin dagilimini retrospektif olarak degerlendirdigi
calismada; 5057 &rnegin 532°sinde (%10.5) bagirsak paraziti saptanmustir. Ilk sirada G.
intestinalis %3.7, sonra sirayla E. histolytica/dispar %2.4, E. coli %2.5 olarak bulunmustur.

Rize sehir merkezinde Ozgiimiis ve ark. (74) yaptig1 bir calismada, iki 6zel kreste
yaslar1 1-6 arasinda olan toplam 73 ¢ocukta bagirsak parazitleri arastirilmistir. Orneklerin
%15’inde parazit saptanmis, bunlarin %211’inin G. intestinalis oldugu belirlenmistir.
Camlihemsin Saglik Merkezi’'ne bagvuran 142 kiside yapilan calismada ise kisilerin
%17,6’sinda parazite rastlanmistir. G. intestinalis %20, E. histolytica/dispar %56 oraninda
tespit edilmistir. Parazite rastlama orani en yiiksek (%52) 0-19 yas grubunda belirlenmistir
(75).

Van’da Cengiz ve ark. (76) 2009 yilinda Siiphan Ilkégretim Okulu 6grencilerinin
395’inin 114’{inde (%28.9) bir veya daha ¢ok sayida parazit tiirii saptanmistir. Orneklerde
yaygin olarak G. intestinalis (%15.4) ve B. hominis (%3.3) goriilmiistiir. Van Il Halk Saglig
Laboratuvarina portér muayenesine gelen 739 kisinin orneklerini Cigcek ve ark. (77)
incelemistir. Parazit saptanan 131 (%17.71) 6rnegin, 95’inde bir tiir, 30’unda iki tiir, besinde
ti¢ tiir ve birinde ise dort tiir parazit goriilmiistiir. Bu parazitlerin %19.08’1 helmint, %80.91°i
ise protozoon olmustur. Arastirmada; A. lumbricoides %1.21, B. hominis %4.87, E. coli

%3.24, G. intestinalis %2.84 ve I. biitschlii %2.02 oraninda goriilmiistiir.
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Daldal ve ark. (78) Malatya ili Cocuk Yuvasi ve Yetistirme Kurumundaki ¢ocuklarda
bagirsak parazitlerinin yayginligi, 2007 yili 2000 yili ile karsilastirilmistir. Cocuklarin
84’tinde (%37) parazit bulunmustur. 2007°de 2000 yilina gére parazit oranlarinda anlamli bir
diisiis belirlenmistir (p<0.05). Calismaya gore cinsiyetler arasinda anlamli fark yokken, yas
gruplarindan 7-12 yas grubu arasinda artig saptanmaistir.

Diyarbakir’da, sosyoekonomik diizeyi farkli bes ilkdgretim okulunda 6grencilerden
alman 933 Ornegin 490°inda (%52.51) cesitli bagirsak parazitleri goriilmistiir. Bunlarin
arasinda %30.81 ile en yiiksek oranda G. intestinalis goriilmektedir. Calismaya gore,
sosyoekonomik diizeyi diisiik bolgede bulunan ilkogretim okullarinda parazitlik oran1 daha
yiiksek ¢ikmustir (59). Goz ve ark. (79) 2005 yilinda Hakkari 23 Nisan Ilkogretim Okulu’nun
114 ogrencinin 66’sinda (%57.8) bir ve birden fazla bagirsak paraziti saptamiglardir. Bu

parazitlerden en sik goriilen G. intestinalis (%28.9) olmustur.

Hayvanlarda epidemiyoloji:

Giardia evcil hayvanlarda, 6zellikle kopekler, kediler basta olmak iizere ve g¢iftlik
hayvanlarinda ayrica vahsi hayvanlarda en sik rastlanan bagirsak parazitidir. G. intestinalis ise
memelilerde ve insanlarda giardiasis hastaligina neden olan zoonotik bir hastaliktir (33,80).

Genotiplendirme G. intestinalis’in epidemiyolojisinin anlasilmasinda, tiirler arasi
gecisin bulagsma risklerinin ve g¢evresel faktorlerin belirlenmesinde en yaygin kullanilan
yontemdir. Hayvanlarda goriilen genotiplere baktigimizda Genotip A ve B memeli
hayvanlarda goriilmekle beraber ozellikle Genotip Al’de zoonotik gecis s6z konusudur.
Genotip C ve D kopeklerde, Genotip E ¢iftlik hayvanlarinda, Genotip F kedilerde ve Genotip
G siganlarda goriilmektedir (33,81) .

Almanya’da yapilan, kedi ve kopeklerde Giardia ve Cryptosporidium varliginin
arastirlldigi bir caligmada; 81 kopegin besinde ve 19 kedinin ikisinde G. intestinalis
gorilmiistiir. Genotip A oldugu saptanan bu 6rnekler zoonotik genotiplerle karsilastirilmis ve
orneklerin zoonotik patojen olabilecegi sonucuna varilmistir (82).

Kanada’da 118 kopek ve 15 kediden elde edilen digki 6rneklerinden G. intestinalis
izolatlart elde edilmis, kedilerde %87 ve kopeklerde %64 oraninda genotiplendirilmistir.
Kopeklerden elde edilen 75 6rnegin 51°1 Genotip D, 23’1 Genotip C iken yalnizca bir izolat
potansiyel zoonotik genotip olan Genotip B ¢ikmistir. Kedilerden elde edilen genotiplerin
tamami1 zoonotik genotipler ¢ikmistir. Elde edilen 13 izolatin 12’si Genotip A ve birinin
Genotip B oldugu bulunmustur (83). Baska bir calismaya gore kedilerdeki G. intestinalis
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genotiplerinin belirlenmesi, hastaliin bulagsmasinda kedilerin yasam alanina yakin temasin
rol oynadigimi gostermistir (84). ABD’de yapilan bir ¢alismada G. intestinalis’in zoonotik
etken oldugu ve asemptomatik kopeklerin rezervuar olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir.
Kopeklerin insanlarda goriilen A ve B genotiplerini de tasidigi goriilmistiir (85).

Italya’da Mart 2005°de 450 koyunluk bir siiriiniin yarisim etkileyen bir salgin
goriilmistiir. Laboratuvar incelemesinde etkenin G. intestinalis oldugu saptanmistir.
Duodenal aspirasyondan toplanan orneklerin Genotip B oldugu saptanmistir (86). Papini ve
ark. (87) Italya’da 63 ev kusu ve hayvanat bahgesinde bulunan kuslardan toplanan 83 disk1
orneginde parazit taramasi yapmistir. G. intestinalis kuslarda bulunmustur. Bu 6rneklerde
yapilan genotiplendirmede Genotip A oldugu ve zoonotik geciste rol oynayabilecegi
bulunmustur. Baska bir calismada; Bati atlardan elde edilen G. intestinalis 6rneklerinin,
Genotip Al, Genotip A2 ve Genotip B4 oldugu saptanmuistir (88).

Kabuklu deniz iiriinleri, fok, denizaslani, balina gibi deniz hayvanlar1 insanlardaki G.
intestinalis enfeksiyonlar1 agisindan rezervuardirlar. Yapilan bir ¢alismada yunus, fok, ringa
martisi, yumusak tiiyli av kuslar1 ve kopek baliklarindan alinan diski 6rneklerinde G.
intestinalis goriilmiis, genotiplendirme ile deniz vertebralilarinda, Genotip A ve B’ye
rastlanmistir (89). Vahsi hayvanlardan 20 maymun, ii¢ ¢ingilya, iki devekusu ve bir jaguarin
disk1 6rneginde G. intestinalis Kisti saptanmis, genotiplendirmede Jaguardan elde edilen 6rnek
Genotip Al iken, diger 6rnekler Genotip B olarak bulunmus, insan izolatlarindaki Genotip B4
ile yakin iligkisi belirlenmistir. Bu sonuca gore G. intestinalis tasiyan konaklarin, zoonotik
geciste potansiyel olarak rezervuar olabilecegi belirtilmistir (90).

Yapilan bir arastirmada 37 insan, 15 kopek, yedi sigir, yedi kunduz, sekiz fare ve bir
sigan izolati calismaya alinmistir. Misk farelerinden ti¢ 6rnekte G. muris, diger 6rneklerden G.
intestinalis elde edilmistir. Calismanin sonucunda alt1 izolat genotip A, 44 izolat Genotip B,
15 izolat Genotip C, yedi izolat Genotip E olarak tanimlanmistir. Filogenetik analiz
sonucunda kunduzlarin tamaminda, fare, misk sigani ve tavsanlarin bir kisminda, insanlarda
bir 6rnekte Genotip B bulunmustur. insandaki G. intestinalis’in olas1 kaynagmimn hayvan
izolatlar1 oldugu diistiniilmistiir (16).

GIARDIASIS

Giardia intestinalis insanlarda en sik goriilen enteropatojen bir protozoondur (5). Dort
¢ekirdekli kist yoluyla bulasir. Sindirim yolu ile alindiktan sonra ekskistasyon siirecinde iKi
cekirdekli iki trofozoit olusur. Jejunumun ist kisimlarinda ve 6zellikle duodenumda gogalir.

Bu evrede klinik semptomlar ortaya ¢ikar (91,92). Klinikte sulu ishal, istahsizlik, kramp tarzi
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karin agrisi, epigastrik hassasiyet, yagli digskilama ve malabsorbsiyon sendromu ortaya
¢ikabilir (26,91). Bu protozoondan eriskinlerden daha ziyade ¢ocuklar olumsuz etkilenir.
Enfekte ¢ocuklarda bilissel fonksiyonlar1 ve gelismeyi etkiler (33).

Giardia intestinalis biiyiik salginlara neden olabilen 6nemli bir halk sagligi sorunudur
(33). Giardiasis, 2004 yilinda Saglik Bakanligi tarafindan olusturulan Bulasici Hastaliklarin
Bildirimi Sistemi’ne gore D Grubu bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir. Bu
yonetmelige gore laboratuvarda saptanan G. intestinalis olgularinin giinliik olarak 1 Saglik

Midiirligii’ne bildirilmesi gereklidir (93).

Patogenez ve Immunite

Giardia intestinalis'in neden oldugu hastaligin olus mekanizmasi tam anlasilamamis
ve 0Ozgil olmayan virulans faktorleri tanimlanmistir. Bu konuda iki ayr1 goriis vardir.
Bunlardan birincisi mekanik irritasyona neden oldugu ve ince bagirsaklarda olusan mukozal
hasarin hastaliga neden oldugu, ikincisi ise intestinal epitele yapismasi sonucunda immatiir
enterositlerin emilim kapasitesinin azalmasi ve ishal olusumu seklindedir (94).

Klinik, biyolojik ve epidemiyolojik agidan degerlendirildiginde Giardiasis hastaliginda
trofozoitler anahtar rol oynar. Trofozoitlerin intestinal epitele kolonizasyonundan sonra
enfeksiyonla ilgili degisik bulgular ve semptomlar olusur. Kistlerden olusan trofozoitler {ist
ince bagirsak epitelinde, mikrovilluslara ventral yiizde bulunan diskleri araciligi ile yapisirlar,
fakat mukoza invazyonu géstermezler (95).

Trofozoitler burada c¢evresel faktorlerle iletisime girer, parazit biiyiimesi Ve
farklilagmasi i¢in metabolik ihtiyaglarin1 konaktan alir. Bu maddeleri konagin epitelyum
hiicrelerine {irettirir ve sekrete ettirir (95). Ince bagirsaklarda villéz yap1 bozukluklarma neden
olurlar. Bu bozukluk sonucunda normal villoz goriiniimden subtotal villoz atrofiye kadar
degisebilen anormallikler olur. Villoz yapida olusan degisiklikler daha sonra kript
hiperplazisine doniisebilir (5). Bu iletisim sonucunda konagin dogumsal ve spesifik immun
sistem yanit1 aktive olur (95).

Klinik durumu; trofozoitin konak ile olan iletisimi, parazitin virulansi, konagin
beslenme durumu, yas1 ve immunolojik durumu arasindaki iliski belirler (95,96). Hastaligin
ciddiyetini ve enfeksiyonun siiresini anne siitli gibi immunolojik olmayan faktorlerde
etkilemektedir (97,98). Almanya’da yapilan bir calismada Giardia’nin yayilmasinda
cocuklarin ve erkek cinsiyetin risk faktorii oldugu saptanmistir (99).

Konaktaki G. intestinalis enfeksiyonuna karsi immun yanittan hem hiicresel, hem
humoral immunite sorumludur. Parazitin ortadan kaldirilmasinda IgA, Ig G ve IgM antikorlar
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rol oynar (6). Olusan immun yanita ragmen G. infestinalis’te olusan antijenik degisimler,
etkenin konagin immun sisteminden korunmasina neden olmaktadir (100).

Insanlarda G. intestinalis enfeksiyonu, asemptomatik tastyiciliktan, malabsorbsiyon
sendromu, diyare, karin agrisi, kilo kaybi, halsizlik gibi klinik belirtilere kadar degiskenlik
gostermektedir (97,101). Klinik belirtilerin bu kadar degisken olmas1 farkli suslara hatta farkli
genotiplere  baglanabilecegi, bazisinin patojen bazisinin da apatojen olabilecegi
diisiiniilmektedir. Semptomlarin agirligi farkli Giardia genotiplerine baglayan gesitli
calismalar bulunmaktadir (101).

Giardiasis hastaliginin olusumunda G. intestinalis’in epitelyum hiicrelerine yapismasi
ve konakta hastaliga neden olmasi, trofozoit yiizeyinde bulunan veya sekrete edilen
molekiillerin rol aldigi ¢ok etkenli bir siiregtir. G. intestinalis’in, konak hiicrelerine olan

etkilerinin ve virulans faktorlerinin daha iyi anlagilmasi i¢in yeni calismalara ihtiya¢ vardir

(95).

Klinik

Giardia Kistleri viicuda alindiktan bes-yedi hafta sonra hastalik semptomlar1 ortaya
cikar (102).

Giardiasis semptomlar1 kisiden kisiye, enfeksiyonun siiresine gore degisebilir (6).
Saglikli kisilerde giardiasis kendi kendini sinirlayan bir hastalik yapabilir (5). Giardiasis
kigilerde asemptomatik olabildigi gibi semptomatik hastalik da olusturabilir. Tiim yaslarda
olusabilen semptomlar; hafif ishal, istahsizlik, kramp tarzinda abdominal agri, siskinlik,
epigastrik  hassasiyet ve yaghh diskilamadir (7). Bu enfeksiyonlarin ¢ogunlugu
asemptomatiktir, ancak cocuklarda kronik ishale ve kilo kaybina yol agar. Cocuklarda
biiylime geriligine neden olan faktérlerden biri olarak diistiniilmektedir (22). Bunun diginda
cocuklarda ¢olyak hastaligina benzer klinik yapabilir iken, eriskinlerde non tropikal sprue,
ciddi olgularda bol beyaz renkli, yagl diski, hipoproteinemi, hipogamaglobulinemi, folik asit
ve yagda eriyen vitamin eksikligine ve intestinal villuslarda yap1 degisikliklerine neden olur
(26).

Gastrektomi, kronik pankreatit, hipoklorhidri ve aklorhidri enfeksiyon olasiligimi
artirmaktadir. Yaygin degisken hipogamaglobulinemi, X’e bagli agamaglobulinemi, IgA
eksikligi ve humoral immun yetmezlikler, kronik semptomatik Giardia enfeksiyonuna zemin
hazirlamaktadir. Bu durumlarda giardiasis tedavisi zorlagsmaktadir. Giardiasis gastrik asitin

azaldig1 durumlarda, crohn hastaliginda ve kistik fibrosizde artmaktadir. Bu hastalik ayrica
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iridosiklit, iirtiker, kolesistit, artrit, retinal artrit ve pankreatit ile iliskilendirilmistir. Tedavi
sirasinda ve sonrasinda laktoz intoleransi gelisebilirken, bazi olgularda irritabl bagirsak
sendromu tablosu goriilebilir (103). Baz1 olgularda Cryptosporidium spp. gibi diger etkenlerle
beraber polimikrobiyal enfeksiyon yapabilir (103).

Giardiasis’te klinik; asemptomatik tasiyicilik, akut ve kronik olmak tizere ii¢ sekilde
kendini gostermektedir.

Asemptomatik tasiyicihk: G. intestinalis’in  yaptigi en sik hastalik formu
asemptomatik tastyiciliktir. Enfeksiyon subklinik bulgularla seyreder veya higbir sistemik etki
gostermez. Bunun nedeninin patojen olmayan suslar mi1 oldugu veya G. intestinalis sayisinin
azligindan mi1 kaynaklandigi tam belli degildir (5).

Akut giardiasis: Bu hastalik 6zellikle diisiik endemik alanlardan yiiksek endemik
alanlara yolculuk yapanlarda belirgindir. Semptomlar ortalama 7 giin olmak tizere 3-20 giin
arasinda ortaya ¢ikar. Baglica semptomlar ishal basta olmak tizere yagli digkilama, bulanti,
karinda sislik ve kilo kayb1 sayilabilir (5).

Akut evre bulgulari, bulanti, istahsizlik, erken donemde ates, iisiime gibi bulgular s6z
konusudur. Daha sonra sulu kotii kokulu ishal, abdominal siskinlik, gaz ¢ikarma goriilebilir.
Epigastrik kramplar, kanli ve mukuslu digkilama da nadiren olur (6).

Kronik giardiasis: Semptomatik hastalarda siiregen ishal, yag malabsorbsiyonu, A ve
B12 vitamin eksikligine neden olur. Immun sistemi baskilanmis kisilerde siiregen ishal ve
yagl digkilama olur. Bu durumda %10-20 arasinda kilo kaybedilir (5). Uzun dénemde
subakut ve kronik enfeksiyonda ise aralikli ishal goriiliir. Kronik dénemde bas agrisi, myalji,

kilo kayb1 ve malabsorbsiyon goriiliir (6).

TANI

Giardia intestinalis tanisinda kullanilan direkt tan1 yontemlerinde 6rnek olarak, diski,
endoskopik firga, ince bagirsak biyopsisi, duodenal drenaj, aspirat ve biyopsi Ornekleri,
enterotest kapsiilii kullanilir (6). ELISA ve IFA gibi dolayli tan1 yontemlerinde materyal
olarak digki ve serum kullanilir (104,105,106). Salginlarda ve endemik bolgelerde kaynagin
belirlenmesinde su ve diski 6rneklerine bakilir (107,108) .

Direkt Tam Yontemleri

Tani genellikle siipheli hastalardan alinan digki orneklerinde, 151k mikroskobunda,
tipik olarak trofozoit veya kistlerin goriilmesi ile konur (22,109). G. intestinalis tasiyan tim

hastalarda diskida kist saptanamayabilir. Bunun nedeni etken viicuda alindiktan sonra ilk {ig¢
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haftada diski ile kist atilimi yiiksek olmaktadir, zamanla bu oran diismektedir. Diskida diistik
sayida kist varliginda 1s1k mikroskobunda hastalarin sadece %40’ inda kist saptanabilir (7).

Diskinin makroskobik incelemesi: Kivamina gore digkilar sulu, yumusak veya sekilli
olarak adlandirilir. Parazitlerin trofozoitleri genellikle gevsek ve sulu digkilarda bulunur.
Diskinin koétii kokulu olmasi giardiasiste sik rastlanilir ve emilim bozuklugunu gosterir (110).

Diskinin mikroskobik incelemesi: Diskida bulunan G. intestinalis Kkistleri ve
trofozoitleri 151k mikroskobunda goriilebilir (5). Kam¢ili trofozoitlerin, 151k mikroskobunda
tuzlu suda hareketli olarak goriilmesi ile tan1 konulur (111). G. intestinalis tanisinda 151k
mikroskobu yaygin olarak kullanilir. Orneklerde bulunan Kist formu 151k mikroskobunda liigol
soliisyonu ve serum fizyolojik ile goriilebilir (26).

Boyama yontemleri ile yapilan incelemede parazitin morfolojik yapis1 daha ayrintili
gorlilmekte, tiir tanist konulabilmekte ve kalici preparat yapilabilmektedir. G. intestinalis
tanisinda Giemsa, demirli hematoksilen ve trikrom boyama sik kullanilir (98). Yapilan bir
calismada Caglar ve ark. 159 diski 6rneginde bulunan 174 protozoonu boyama ile
incelemistir. Bu 6rneklerden kist ve trofozoit bulunan 166 6rnegin 153’iinde trikrom boyama
ile tir diizeyinde tan1 konulmustur. Buna gore trikrom boya giivenilir bir boyama yontemi
olup, tan1 oran1 %92.16 oldugu goriilmistiir (112). Trikrom boyama yontemi ile boyanmis G.
intestinalis trofozoit ve Kistleri Sekil 4’te goriillmektedir.

Sekil 4: Trikrom boyasi ile boyanms Giardia intestinalis
(A) Trofozoitler (B)Kistler (X1000 Isik Mikroskobu).

Giardia intestinalis mikroskobik olarak diski incelemesinde santrifiij ve formalin etil
asetat sedimantasyon veya ¢inko siilfat yiizdiirme gibi konsantrasyon teknikleri gibi

uygulamalardan sonra liigol soliisyonunda veya immunofloresan boyama teknigi ile kistlerin
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goriilmesi ile taninabilir. Digki Orneginden konsantre edilmis ve liigol soliisyonu ile
hazirlanan preparatlarda duyarlilik %98.7 iken 6zgiilliikk %100 olarak belirtilmistir (113).

Sulu digkilarda hem kist hem de trofozoitler goriilebilir (5). Ayrica hastaligin tanisinda
kist atilim1 giinden giine degisebildigi i¢in birkag¢ disk1 muayenesi gerekebilir (5,7).

Hastalarin bazilarinda kronik ishal olmasina ragmen, digkinin mikroskobik
incelemesinde parazit saptanmayabilir. Bu nedenle bu tiir hastalarda duodenum igerigi de
incelenmelidir (22). Duodenal s1v1 ip testi yontemiyle elde edilerek, bu 6rnekte trofozoit veya
kist varliginin gosterilmesi ile tan1 konulabilir. Duodenal biyopsi ile elde edilen ornekte de
kist ve trofozoitler belirlenebilir. Histolojik kesitlerde epitelyum yiizeyindeki trofozoitler
hematoksilen eozin ile boyanabilir (7). Jejunal biyopsi 6rneklerinde mukozada trofozoitler
gosterilebilir (92).

Su orneklerinde kist izolasyonunda; filtreleme, santrifiij ve immunomanyetik ayrim

yontemi kullanilmaktadir (104).

Serolojik Yontemler

Hastalarin 2/3’{inde serolojik testler enfeksiyon alindiktan {i¢ hafta sonra pozitiflik
verir (106). Giardiasis tanisinda bazen digki incelemelerinden sonug¢ alinamamasi, duodenum
aspirasyonu ve ince bagirsak biyopsi yontemlerinin invaziv olusu, kiiltiir yontemlerinin pratik
olmayis1 sebebiyle diskida antijen saptamaya yonelik duyarhiliklar ve ozgiilliikleri yiiksek
tan1 yontemleri gelistirilmistir (114,115). G. intestinalis antijenlerinin/antikorlarinin taranmasi
icin ELISA, Dot-ELISA, DFA, IFA ve counter immunelektroforez gibi farkli serolojik
yontemler kullanilmaktadir (116).

Giardia intestinalis tanisinda kullanilan yontemlerden birisi de immunokromotografik
yontemlerdir. Bu yontemler hazir ticari kit halinde bulunmaktadir. Bu kitlerin 6zgiilliiklerinin
ve duyarliliklarinin incelendigi DFA yontemi ile karsilagtirildigr iki ayri calismada;
duyarhiliklarinin %81,3-97,2 ve o6zgiilliikklerinin %99,5-100 arasinda degistigi goriilmiistiir.
Calisilan testlerin avantajinin testin 10 dk.’da sonuglanmasi, baska parazitlerle ¢apraz
reaksiyon vermemesi, dezavantajinin ise kist sayisinin az oldugu durumlarda yalanci
negatiflik verebilmesi oldugu belirtilmistir (117,118).

Bir bagka calismada ise Almanya’nin Berlin sehrinde Tropikal Tip Merkezi Tani
Laboratuvarina gelen 220 diski ¢alismaya alinmistir. Orneklerin 45’inde Giardia ve 17’sinde
Cryptosporidium saptanmistir. Ridascreen Giardia, Rida Quick Combi, Rida Quick Giardia
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(R-Biopharm, Darmstadt, Almanya) ve Giardia-Strip (Coris BioConcepts, Gembloux,
Belgika) testlerinin duyarliliklar sirasiyla %82, %80, %80 ve %44 oraninda ¢ikmistir (119).

Su kaynakli bir G. intestinalis salgmn1 1986°da Isveg’te olmustur. Salgin sonras1 352
kisiden 6rnek alinip, mikroskobik muayene yapilmis ve IFA testi ile IgA ve IgG bakilmistir.
Mikroskobik olarak pozitif drneklerde %68 IFA ile pozitif bulunmustur. Mikroskobik olarak
negatif orneklerde ise %22 oraninda pozitiflik saptanmigtir. Bu nedenle G. intestinalis’in
diisiik oranda goriildiigii yerlerde G. intestinalis 'ten siiphelenilen ancak mikroskobik bakinin
negatif oldugu durumlarda, serolojik testlerin kullanilmasi gerektigi bildirilmistir (106).

Diskida G. intestinalis antijeninin saptanmasinda kullanilan ydntemlerden biri de
ELISA yontemidir (104,105). ELISA yonteminin duyarliligi ve 6zgilligii %87—-100 arasinda
degismektedir (5, 69). Serumda G intestinalis’e karsi olusan antikorlar ELISA teknigi ile
saptanabilir (7). Brezilya’da Guimaraes ve ark.’nin (109) giindiiz bakimevinde ¢ocuklarda
yaptig1 bir ¢alismada 147 6rnek alinip, bunlarin 93 (%63.3)’tinde mikroskobik inceleme ile
digkida Giardia gosterilmistir. Serumda bulunan antikorlar IFA ile 93 (%63.3) ve ELISA ile
100 (%68) olgu pozitif bulunmustur. Duyarlilik oranlari IFA ile %82, ELISA ile %72 olarak
saptanmigtir. Ancak ELISA yonteminin 6zgilliigii daha diisiik bulunmustur.

Akut ishal etkenlerinin arastirildigi, Misir’da yapilan hastane verilerine dayanan bir
arastirmada 2005-2007 tarihlerinde iki ayr1 bolgede bes yas altindaki akut ishalli ¢ocuklar
calismaya alinmis, Adenovirus, Astrovirus, Norovirus, G. intestinalis ve E. histolytica tanisi
icin enzim immun assay (EIA) testi uygulanmistir. Adenovirus %2 (34), Astrovirus %3 (56),
Norovirus %9 (191) ve G. intestinalis %7 (146) oraninda saptanirken E. histolytica hig
goriilmemigstir. Etkeni saptanamayan ishal olgularinda EIA tekniginin kullanilmasinin faydali
olacag bildirilmistir (120).

Giardia intestinalis agisindan endemik olmayan bir bdlge olan Isveg’in Salen sehrinde
su kaynakli bir salginda, mikroskopik muayenede 1400 kiside G. intestinalis pozitifligi
bulunmustur. Serum 6rnegi alinan 352 kisinin 93’linde western blot teknigi ile 1gG varlig

saptanmistir (121).

Molekiiler Yontemler

Molekiiler c¢alismalarda DNA temelli genetik belirleme ve tanimlama teknikleri
kullanilir (Tablo 4) (122). Bu yontemle 6rnekteki diisiik sayidaki patojen tespiti miimkiindiir
(107,108). Molekiiler analizler salgin durumlarinda ve endemik bdlgelerde G. intestinalis’in

kaynaginin saptanmasinda 6nemlidir (13).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu, ‘‘polymerase chain reaction’’(PCR) iki oligoniikleotid
primer arasinda bulunan bir DNA fragmentinin enzimatik olarak ¢ogaltilmasidir.
Primerlerden biri hedef dizinin bir tarafindaki DNA molekiiliiniin bir zincirine komplementer,
diger primer de hedef dizinin zit tarafindaki DNA molekiiliiniin diger zincirine
komplementerdir. Primerler, aralarinda kalan diziyi DNA polimeraz ile sentez ederler (123).

Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, “Real Time polymerase chain
reaction’’(RT-PCR) yonteminde floresan 1s1k veren madde ile boyali PZR iiriiniin varligi ve
miktar1 dijital kamera ile 6l¢iiliir. Bu yontemde amplifikasyon sonrasi ek isleme gerek yoktur.
Ayrica sistem kapali tiip seklinde oldugu icin dis etkilerden etkilenmez. Erime egrisi analizi
ile farkl1 diziler i¢in bu yontem kullanilabilir (124).

Az sayida kist veya trofozoit varliginda bile Giardia’y: tespit edebilen bir tekniktir.
Abdel Fattah ve ark.’nin (125) yaptigi ¢alismaya gore taze diskida; 20 trofozoit bulunmasi
durumunda bile DNA izole edilebilmekte ve genotiplendirme yapilabilmektedir. 2010 yilinda
yapilan bir bagka ¢alismada Real Time PZR ile G. intestinalis tanisinin konulmasinda %100
duyarl ve 6zgiil oldugu bulunmustur (126).

Yuvalanms Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yuvalanmig polimeraz zincir reaksiyonu, ‘“Nested polymerase chain reaction”
yonteminde ilk olarak standart PZR teknigi yapilir. Ardindan elde edilen {iriin ikinci PZR igin
kullanilir. Burada hedef bolge primerleri artefak ve primer dimer olusumundan kaginmak i¢in
farklidir. Yuvalanmig primerlerle ¢ogaltilan bolge daha kisadir Bu yontemin sonunda elde
edilen iirtinde artefaktlar ve non spesifik tlriinler olmadigi i¢in, Nested PZR teknigi standart
Real Time PZR’a gore daha duyarlidir (127).

Nested PZR teknigi Giardia olgularinin degerlendirilmesinde kullanilan tekniklerden
biridir. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada tpi gen bolgesine yonelik primerler kullanilarak
Giardia genotiplendirmesi yapilmistir (128).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Deoksiriboniikleik Asit Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA-polimeraz zincir reaksiyonu, ¢‘random
amplification of polymorphic DNA-polymerase chain reaction’> (RAPD-PCR), niikleotid
dizilimi rastgele se¢ilmis tek bir primer kullanilarak DNA’nin ¢ogaltilmasi temeline dayanan

bir polimorfizm inceleme yontemidir. Bu yontemde ¢ogaltilacak hedefler kisa oligonukleotit
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sekanslaridir (129,130). RAPD yonteminde; klasik PZR’deki spesifik sekans kullaniminin
yerine tekli DNA sekansi kullanilmaktadir, DNA dizisinde belirlenen bolge PZR ile
cogaltilmaktadir. (129,131). RAPD analizi ile farkli primerler kullanilarak Giardia suslar1 A
ve B genotiplerine ayrilabilir (132).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi

Polimeraz  zincir  reaksiyonu-restriksiyon  fragman uzunlugu polimorfizmi,
“‘polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism’> (PCR-RFLP)
yonteminde; Seg¢ilen hedef dizi belirli spesifik primerler kullanilarak belirli bir sicaklikta PZR
yontemi ile ¢ogaltilir (124). Cogaltilan DNA 6rnekleri restriksiyon endonukleazlar ile kesilir
ve farkli uzunluktaki DNA dizileri ve polimorfizmi belirlenir (32,124,127). Giardia'ya bagh
salginlarda ve insanlar ve hayvanlardaki gecislerin belirlenmesindeki arastirmalarda
kullanilabilecek bir tekniktir (133). Bu teknikle ssTRNA, bg ve gdh bolgelerinin ¢aligildigi 61
olguluk Tayland’da yapilan bir ¢alismada 6rnekler alt genotiplerine ayrilmistir (134).

IImige Dayah izotermal Cogaltma Yontemi

[lmige dayal: izotermal ¢ogaltma “Loop-Mediated Isothermal Amplification” (LAMP)
yonteminde alt1 adet primer, DNA’nin sekiz farkli noktasini tanir. Sabit sicaklikta (60-70 °C)
bir saatte tek bir kopyadan milyarlarca kopya cogaltilabilir. Kapali bir sistem oldugu icin
kontaminasyon riski azdir. Farkli miktarlardaki yabanci DNA, yontemin duyarliligini
etkilemez. Protozoonlarn tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemlerden biri olan
LAMP teknigiyle G. intestinalis belirlenebilir. LAMP yontemi yiiksek duyarliliga sahip ve
kolay uygulanabilir yontemdir (135).

Plutzer ve Karanis (136). 2009 yilinda G.intestinalis’in small subunit RNA {izerinde
bulunan Ef-1la gen bolgesi varligina bakmustir. IFA testi ile pozitif oldugu tespit edilen 35
ornegin, 18S rRNA PZR ve dizi analizinde %68’inde, gdh PZR ve dizi analizi ile %43’linde,
tpi Genotip B RT-PZR’de %10’unda ve Ef-1 o LAMP ile %69’unda pozitiflik saptanmastir.
Bu sonuglara gore LAMP yonteminin diger molekiiler tekniklere gére daha duyarli oldugu
goriilmiistiir. Ayni arastirmacilarin yaptigi bir baska calismada ise 2 pm ¢apl polyester
mikrofiber mikrofiltre (ARAD) ve LAMP analizinin birlikte kullaniminin; igme sularinda
Cryptosporidium spp. ve G. intestinalis’in varliginin belirlenmesinde, duyarli oldugu
belirlenmistir (137).

Mikroarray Analizi

Genomun iginde 1-6 bp’lik sik sik tekrarlanan, basit tekrarlanan diziler veya ard arda

gelen tekrarlar veya mikrosatellitler bulunmaktadir. Genomda ayrica mikrosatellitlerden daha
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uzun (10-199 bp) yine basit tekrarlayan diziler bulunur. Calismada bu bolgelerin varligiin
arastirtlmas1 amagclanir (124). Wang ve ark. (138) 2004 yilinda yaptiklart bir ¢alismada
olionukleotit mikroarray diziler kullanarak E. histolytica, E. dispar, G. intestinalis ve C.
parvum izolatlarinin genotiplendirmesini yapmistir.

Dizi (Sekans) Analizi

Dizi analizi yonteminde gen pargasinin veya genin ¢ogaltilan kisminin dizi siralamasi
yapilir bu sekilde polimorfizmlerin veya genetik degisikligin belirlenerek tiir tayininin
yapilmasi altin standarttir ve diinyada en sik kullanilan tekniktir (124). Bu nedenle
Giardia nin yapisinin anlagilmasinda dizi analizi ve genetik caligsmalar temel 6neme sahiptir
(2). Genetik galismalara gore pek ¢ok Giardia alt gruplari olmasina ragmen, insanlarda ve
diger memeli tiirlerinde bulunan iki ana genetik grup, Genotip A ve B’dir (Tablo 2) (1, 23,96).
A ve B genotipi ayn1 zamanda bir¢ok evcil ve yaban hayvanda da bulunmaktadir. Bazi
genotiplerin konak 6zgiilliigli oldugu ve bu genotiplerin insanlarda herhangi bir enfeksiyona
yol agmadig bildirilmistir (Tablo 2) (96).

Giardia’nin yapisinin daha iyi anlagilmasinda farkli niikleotid dizileri yaygin olarak
kullanilmaktadir (139). G. intestinalis 'in genotiplendirilmesi ¢ogunlukla; 16S ribozomal DNA
(16S rDNA), small subunit ribozomal RNA (ssu-rRNA), beta giardin (bg), glutamat
dehidrogenaz (gdh), elongasyon faktor 1-alfa (Ef-1a), trioz fosfat izomeraz (tpi), GLORF-C4
(C4) geni ve inter-genomic rRNA spacer (IGS) gen bolgesinin ¢ogaltilmasina ve analizine
dayanmaktadir (Tablo 4) (19,33,96,140).

Tablo 4: Giardia intestinalis ile ilgili yapilan ¢cahsmalarda kullanilan gen bolgeleri ve
molekiiler yontemler (36)

Hedef bolge | Molekiiler yontem Amac¢

16S rDNA Nested PZR, Dizi analizi, Microarray Tiir ve genotiplerin belirlenmesi

Gdh Nested PZR, Dizi analizi, RFLP Tiir ve genotiplerin belirlenmesi

Tpi Nested PZR, Dizi analizi, RT-PZR, Tiir ve genotiplerin belirlenmesi
Microarray

Bg Nested PZR, Dizi analizi, RT-PZR, Genotiplerin belirlenmesi
RFLP, Microarray

Ef-1a Nested PZR, Dizi analizi Tiir ve genotiplerin belirlenmesi

GLORF-C4 | Dizi analizi, RT-PZR, RFLP, Genotiplerin belirlenmesi
Microarray
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Elongasyon faktor proteinleri: Transkripsiyon uzama oranlarin1 diizenleyen
proteinlerdir. Transkripsiyon uzama orani, protein sentezinde, peptid baglanma basamaklarini
igerir. Bu basamak protein sentezinin uzamasimi veya kisalmasi igermektedir (124). Ef-1a
proteini ilk olarak 1994 yilinda Hashimoto ve ark. (141) tarafindan bulunmus olup mMRNA
tarafindan kodlanmaktadir. Gergekte 442 amino asit igcermesine ve iginde hi¢ intron
bulunmamasina ragmen ilk ¢alismada 396 amino asit uzunlugunda oldugu bulundu. Bu
protein G. intestinalis’in de iginde bulundugu mitokondrisi olmayan Okaryotlar arasindaki
filogenetik iliskiyi belirler. Bu proteinin gen dizisi farkli Giardia tiirleri arasinda farklilik
gostermekte olup, genotiplendirmede kullanilmaktadir (124).

Giardinler: Ilk olarak 1985°de Crossley ve Holberton tarafindan belirlendi (142).
Giardin ailesi proteinleri o, p ve y giardinden olusan Giardia’ya spesifik proteinlerdir ve
ventral disk iizerinde bulunurlar (22,124,143). a ve y giardin gen dizisi 3. kromozomda yer
alirken, B giardin 4. kromozomda yer alir (124). Bu proteinlerden o giardinler
mikroribbonlarin dis kenarinda, B giardin; mikrotiibiillerle yakin iligkili ¢izgili liflerinde ve y
giardinler de mikroribbon proteinlerinde bulunur (143). B giardin 28 kDa molekiil
agirligindadir, 819 bp uzunlugunda intron icermeyen bir gen tarafindan kodlanir. B giardin
Giardia’nin ekskistasyon siirecinde daha belirgin ortaya c¢ikar. Giardia tirlerinde bu
proteinleri kodlayan genler arasinda belirgin farkliliklar bulunur. Bu nedenle G. intestinalis 'in
genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir (124).

Molekiiler biyolojide genetik varyasyonlarin ve polimorfizminde ¢ogaltilan gen
bolgelerinin dizi analizi yapilmasi altin standart olarak kabul edilmektedir (124). Insanlardan
elde edilen G. intestinalis izolatlarinin genotiplendirilmesi ile ilgili bazi ¢alismalar Tablo 5’te
Ozetlenmistir.

Giardia’nin sekans analizi ile ilgili olarak Italya’da 30 insandan diski ornegi
incelenmis, PZR-RFLP ve ardindan sekans analizi yapilmistir. Calismanin sonunda A
genotipine ait Al, A2, A3 ve B genotipine ait B1, B2, B3, B4 genotipleri bildirilmistir (3).
Konu ile ilgili yapilan diger ¢alismada insan ve hayvanlar arasi olast G. intestinalis gegisine
bakilmis, Avustralya’da keseli hayvanlarda, insanlarda goriilen Genotip A, insan ve memeli
hayvanlarda goriilen Genotip B3 ve B4 tespit edilmistir. Yapilan analizde insanlardan elde
edilen sekanslar ile keselilerdeki Giardia larin biiylik benzerlik gosterdigi bildirilmistir (144).

Etiyopya’da yapilan bir calismada insanlardan elde edilen 59 izolatin PZR-RFLP
analizi ile bg gen bolgesi ¢ogaltilmis, 31’1 (%52) Genotip A ve 1371 (%22) Genotip B, yedisi

(%15) miks enfeksiyon olarak bulunmustur. Sekans analizinde ise yedi (A+F) izolatin {igii
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Tablo 5: insanlardaki Giardia. intestinalis izolatlarinin genotiplendirilmesi ile ilgili baz1 cahsmalar

Ulke Ornek Gen A genotipi B genotipi Diger Kaynak
Ingiltere | Sporadik tpi 8 (%36) A2 14 (%64) B (145)
8 (%32)B3, 4 (%16)
Fransa Sporadik tpi 8 (%32) A2 5 (%20) B4 | Tiplendirme(-) (146)
Cocuk
yuvast gdh,
Hollanda (salgin) ssu-RNA | 34 (%35) A 64 (%65) B - (147)
Italya Sporadik bg 24 (%80) A 6 (%20) B - (3)
11 (%30)
Italya Sporadik bg 16 (%43) A 10 (%27) B Multiple pik (14)
Su kaynakl
Norveg salgin bg, gdh - 21 (%100) B - (148)
Italya Sporadik bg 23 (%33.8) A | 45 (%66.2) B - (124)
Tiirkiye Sporadik tpi 19 (%43) A 25 (%57) B - (8)
Tiirkiye Sporadik tpi 38 (%70.4) A | 16 (%29.6)B - (9)
Su kaynakl
A.B.D. tarama tpi 111 (%84) A | 20 (%16)B - (149)
Arjantin Sporadik tpi 3 (%7) A2 40(%93) B - (150)
olgu 3(%18) Al, |6 %38)B3/B4
Peru taramasi gdh 1 (%6) A2 6 (%38) B4 - (151)
Sporadik,
olgu
Etiyopya | taramasi bg 31 (%52)A 13 (%22) B | 15(%25)A+B (152)
Misir Sporadik tpi 1 (%5) 16 (%80) 3 (%15)E (153)
24 (%58.5) Al
Misir Sporadik tpi 7 (%17.1) A2 | 8(%19.5)B | 2 (%4)A2+B (123)
Vaka
Banglades | kontrol tpi 20 (%7.5) A | 231(%86.5) B | 16 (%6) A+B (37)
gdh,
Filistin Sporadik | 18srRNA | 6 (%75) A2 2 (%25) B - (154)
bg, gdh,
Tayland Sporadik SSTIRNA, 5 (%8) A 31 (%51) B | 25(% 41) A+B (134)
Hindistan | Sporadik gdh 5 (%42) A 7 (%58) B - (155)
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Genotip A ve dordii Genotip F ¢ikmistir. Calismada bulunan Genotip F kedilere 6zgii bir
gruptur ve ilk olarak burada insanlarda saptanmistir (152).

Giardia sekans analizi igin ¢alisilan bolgelerden biri de tpi gen bolgesidir. Misir’da
insan Orneklerinde yapilan bir ¢alismada 52 ornegin 18’inde (%34.6) G. intestinalis
saptanmustir.

PZR ve sekans analizi yapilmis olup, 6rneklerin iki tanesi miks genotip icermektedir.
Orneklerden elde edilen genotipler, 16 tane Genotip B, ii¢ tane Genotip E ve bir tane Genotip
A idi. Genotip E daha 6nce insanlarda hi¢ saptanmamis iken burada rapor edilmistir (153).

Rosales ve ark. (151) 2008’de Peru’da 845 c¢ocuktan intestinal parazit taramasi yaptigi
calismada %23.8 oraninda G.intestinalis saptamistir. Elde edilen 210 G. intestinalis
orneginden yapilan gdh gen bolgesi PZR-RFLP teknigi ile 16 6rnek gogaltilmistir. Ardindan
yapilan sekans analizi sonucunda genotiplerin dokuzunun Genotip Al, birinin Genotip A2 ve

altisinin Genotip B4 oldugu bulunmustur.

Tedavi

Saglikli insanlarda nadiren G. intestinalis e kars1 antikor saptanabilir. Bu pozitiflik G.
intestinalis ile olan temasi gosterir. Bu nedenle mikroskopi pozitif hastalarin yaninda
mikroskobi negatif ancak antikor pozitif, semptomatik hastalar da tedavi edilmelidir (106).

Giardia tanis1 konulan hastalarda hikaye dikkatlice alinmalidir. Ciinkii reenfeksiyon
olabilir. Ayni ilacin ikinci sefer kullaniminda daha yiiksek dozda ve uzun siireli kullanilmasi
gerekmektedir. Reenfeksiyon durumunda farkli ilag kullanimi veya ilag kombinasyonlar1 yine
tedavide basarisizliga neden olabilir (156). Etkili tedavide tedavi basladiktan iki giin sonra
kist atilim1 ve bir iki hafta i¢inde ishal biter. Bir iki aya kadar da ince bagirsak fonksiyonlari

ve morfolojisi normale doner (7).

Giardia intestinalis tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda nitroimidazoller, kinakrin,
furazolidon, benzimidazoller, paromomisin ve basitrasin bulunmaktadir (157).

Nitroimidazol sinifinda bulunan metronidazol, ornidazol, seknidazol ve tindazol G.
intestinalis tedavisinde kulanilan ilaglardir. Bu ilaglardan metronidazol Entamoeba, Giardia
ve Trichomonas gibi pek c¢ok anaerob protozoon tedavisinde ilk secenektir. Ancak ilag
toksisitesi ve ilaca karsi goriilen direng 6nemli bir sorundur. Nitroimidazoller, bas agrisi,
vertigo, iirtiker, bulanti, alkol aliminda disulfiram benzeri reaksiyon, nadir olarak santral sinir
sistemi toksisitesi, reversibl nodtropeni, pankreatit ve periferal noropatiye neden olabilir

(43,157).
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Giardia intestinalis tedavisinde kullanilan ilaglardan furazolidon, Glukoz 6 Fosfat
Dehidrogenaz enzim eksikliginde hemoliz yapabilir (157,158). Ayrica ishal, bulanti, kusma,
idrarda kahverengi renk degisikligi olabilir (157). Furazolidon ile alkol birlikte alinmamalidur,
¢linkii alkol aliminda disulfiram benzeri reaksiyon goriilebilir (157,159). Furazolidon yan
etkisi az oldugu ve suspansiyon formu da oldugu i¢in ¢ocuklarda tercih edilir (5) . Kinakrin
kullanimi ile bulanti, kusma, bas agrisi, bas donmesi, mukoz membranlarda ve ciltte sari-
turuncu renk degisikligi olabilir (157,160). Cocuklarda santral sinir sistemi stimulasyonu ve
psikotik ataklar goriilebilir (26,158).

Paramomisin aminoglikozid ailesine iiye bir ilag olup, kullanimi ise kramp, bulanti ve
kusmaya neden olabilir. Ayrica ototoksik ve nefrotoksiktir. Gebelere ilk trimesterde ilag
vermekten kagimilmalidir. Eger tedavi gerekiyorsa intestinal sistemden emilimi daha az olan
paramomisin verilebilir (156,157,158).

Albendazol ve mebendazol benzimidazol grubunda bulunan iki ilagtir. Albendazoliin
anoreksi, kabizlik, karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme ve reversibl ndtropeni gibi yan
etkileri vardir (157).

Basitrasin karin agrisi, bulanti, kusma ve nefrotoksisiteye neden olur (157).

Giardiasis i¢in 2009 yilinda yapilan randomize klinik ¢alismalara gore; metronidazol
15-50 mg/kg/giin veya 500-750 mg olarak giinde 3 kez (5-10 giin), tinidazol 2 mg/kg/giin
veya 2 mg tek doz, albendazol 400 mg tek doz veya gilinde bir kez (5 giin) veya 10 mg/kg/giin
giinde bir kez (5 giin), mebendazol 200 mg giinde 3 kez (5 giin), ornidazol 20-40 mg/kg/giin
giinde 3 kez (1-5 giin) ve nitazoksanid 500 mg giinde 1 kez (1 giin) kullanilmasinin en etkili
doz oldugu bulunmustur (161).

Giardia tedavisinde kullanilan ilaglardan metronidazol ve albendazole karsi direng
oldugunu bildiren yayinlar vardir (157). Tedavide rifampin, bithionol, diklorofen,
heksaklorofen, pyrimetamin, sodyum fusidat, meflokin ve klorokin in vitro ¢alismalarda etkili
bulunmustur. Tedavi igin in vitro ¢alisma ¢ok sayida iken in vivo ¢alisma azdir (157,161).
Tedavinin degerlendirilmesi ve standartizasyonu i¢in yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica
artan direng orani da bu ¢alismalarda g6z 6niine alinmalidir (161).

Tedavide kiiriin saglanma siiresi kullanilan ilaca ve tedavi dozuna gore degismektedir.
Direng veya relaps durumunda nitroimidazol ve kinakrin veya farkli siniflardaki ilaglar kendi

aralarinda kombine edilmelidir. Ayrica bu tedavi en az iki hafta uygulanmalidir (157).
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Korunma ve Kontrol

Giardia biiyiik olasilikla ¢evreden tiimiiyle ortadan kaldirilamayacaktir. Bunun nedeni
rezervuar konak olan hayvanlarda ve insanlarda, haftalarca ve aylarca kalabilmesi ve
diinyanin pek ¢ok yerinde konaklarin nemli ortamlari ve sular1 kontamine etmesidir (5).
Temiz igme suyu kullanimi, ellerin temizligi ve digkinin uygun sekilde bertaraf edilmesi G.
intestinalis’in gecisini engelleyecektir. Enfekte kisiler veya risk altinda olanlar ellerini
dikkatlice yikamali ve diski ile temas etmemelidir (7,156,162).

Kisiden kisiye ve gida kaynakli bulasma goriilmekte ancak en sik su kaynakli gecis
olmaktadir (163). Bunun oOnlenmesi i¢in sularin kontamine olmamasi O6nemlidir
(5,7,26,92,164). Standart klorlama teknikleri bagirsak protozoonlarni 6ldiirmede yetersiz
kalabilmektedir (54,164). Kamuda saf suyun temin edilmesinde, yeterli diizeyde klorlama,
sedimentasyon ve filtrasyon islemleri uygulanmalidir (156).

Kullanilan sulardaki Giardia Kistlerinin dezenfeksiyonunda kimyasal dezenfektanlar
kadar, ortamin 1s1s1, pH’s1, dezenfektan miktar1 ve temas siiresi olduk¢a 6nemlidir (156,165).
Kistler diisiikk doz klor ve kloramine direnglidir (166). Suyun 50°C’nin {izerinde 1sitilmast ise
kistleri 6ldiirmektedir (7). Igme sular1 < 1 um’den kiiciik capli filtrelerle filtre edilmeli veya
en az bes dakika kaynatilmalidir (156,162). Klorun Giardia kistlerine olan etkisi iizerine
yapilan bir ¢alismaya gore; 25°C’de, 1.5 mg/It klor 10 dk.’da, 5°C’de, 1 mg/It klor 60 dk.’da,
kistlerin tamamin1 6ldiirmektedir (80). Yapilan bir bagka calismada ozon 5°C’de 0.53 mg-
min/lt dozunda ve 25°C’de 0.17 mg-min/lt uygulandiginda kistlerin %99’u inaktive oldugu
gosterilmistir (167).

Su kaynaklarmin kontrolii, 6zellikle yiizme havuzlarinda zor olmaktadir. Bu nedenle
enfekte kisiler ylizme havuzu, gol ve nehir gibi yerlere gitmemelidir (156).

Hastaligin kontrolii, sokaklarda lagim sularinin akmamasi, uygun tuvaletlerin
bulunmasi, temiz yiyecek ve suyun saglanmasi ile miimkiindiir. Ayrica tiim korunma
onlemlerine ilaveten, halk egitim programlari uygulanmalidir (168).

Julio ve ark. (48) yaptig1 bir ¢alismada G. intestinalis’in Lizbon’un dis bolgelerinde
oturan ailelerin ¢ocuklarinda yapmis oldugu asemptomatik enfeksiyon prevalansi
incelenmistir. Isik mikroskobunda %1.6 (16/844), ELISA’da ise %6.7 (56/807) oraninda
pozitiflik saptanmistir. Giardia prevalansi ile ¢ocuklarin ebeveynlerinin egitimi arasinda
yakin iliski oldugu gbzlemlenmistir. Egitimsiz annelerin ¢ocuklarinda oran %26 iken egitimli
anne c¢ocuklarinda oran %6 olmustur. Buna benzer olarak egitimsiz baba ¢ocuklarinda oran

%42 iken egitimli baba ¢ocuklarinda oran % 6 olarak bulunmustur.
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Brezilya’nin Salvador sehrinde Barreto ve ark. (169), 1-4 yas grubundaki, 1998’de 681
ve 2003-2004°de 976 ¢ocuk iizerinde bir ¢aligma yapilmistir. Gorlismede ev halki ve mahalle
saglik kosullar1 degerlendirilmistir. Calismada iki donem arasinda G. intestinalis enfeksiyon
oraninin %14.1’den %5.3’e ve A. lumbricoides enfeksiyonunun %24.4’ten %12’ye diistigi
goriilmistiir. Bunun nedeninin her mahallede yapilan kanalizasyon sistemleri oldugu
saptanmistir. Caligmada yasanilan ¢evredeki iyilestirmelerin bagirsak parazitlerinin oranini
azaltacagi sonucuna varilmistir.

Anne siitii icerdigi IgA ile yeni doganlar i¢in Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
koruyucu olabilir. Ayrica in vitro calismalarda anne siitiinde bulunan enzimlerin G.
intestinalis trofozoitlerini 6ldiirdiigii gosterilmistir (156,170).

Giardia intestinalis hijyenin koti oldugu alanlarda turist ishalinin ve cocukluk
ishalinin sik nedenlerinden birisidir. Endemik alanlara giden turistler pismemis gidalari,
kontamine su ile hazirlanmis, yikanmis veya biiylitiilmiis olabilecegi i¢in yemekten kaginma
onerilmektedir (156,163).

Toplum sagligi acisindan yiyecek sektoriinde gorev yapan personelin portdrliik
durumlan i¢in diizenli araliklara saglik taramasi yapilmalidir. Tasiyict oldugu tespit edilen
olgular tedavi edilmelidir. Giardiasisli olgulara 10-15 giin yatak istirahati verilmelidir
(60,103).

Ozellikle kurumlarda ve giindiiz bakim evinde calisan insanlarm hijyene dikkat etmesi
fekal oral yoldan bulagmay1 dnleyecektir (5,156,162).

Hijyen kosullarinin bozuk oldugu durumlarda birden fazla partnerle ve homoseksiiel
cinsel iligki ile de bulagsma olabilecegi anlatilmalidir. Ayrica kisiler oral-anal ve oral genital
iliskilerden kaginmalidirlar (103,162).

Kedi ve kopeklere G. intestinalis’e karsi as1 Onerilmektedir (144,171). Ancak halen
insanlarda uygulanan bir as1 yoktur (172). Oral yoldan verilen, farelerde denenen bir as1 ile
kismen basar1 elde edilmistir. Bu asmin, bagirsak limenindeki parazit kolonizasyonunu
engelledigi ve uyguladiktan sonra 9-11’inci gilinlerde trofozoitlerin ortadan kalktig
saptanmistir. ABD’de son yillarda kopekler ve kediler i¢in {iretilmis ticari asilar satilmaktadir.
Asilarin kist atilmim azalttigi, kopek ve kedilerde klinik bulgulari engelledigi bildirilmistir
(98).

Tasiyict olabilecegi i¢in hamam bocekleri ve karasineklerle miicadele edilmelidir ve

insan digkisi giibre olarak kullanilmamalidir (162).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayr almarak (Ek-1) ve
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (TUBAP) tarafindan 2011/139
numarali proje destegi (Ek-2) ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 Laboratuvari ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvarinda gergeklestirildi.

CALISMA AKISI

Orneklerin Toplanmasi ve Direkt Mikroskobik inceleme

Kistlerin Saklanmas1 ve DNA Izolasyonu

Elongasyon faktor -1 alfa (Ef-1a) Gen Bolgesinin LAMP Yontemi ile Analizi
Beta giardin (bg) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi ve Dizi Analizi

o > w0 NP

Istatistiksel Analiz

CALISMADA KULLANILAN CIHAZLAR

1. Isik mikroskobu (Olympus CX21FS1, Japonya)

2. Santrifiij cihaz1 (Heraeus Sepatec Labofuge200, Almanya)
3. Hassas terazi (Kern EMB600-2, Almanya)

4. Mikrosantifiij cihaz1 (Hetting, Almanya)

5. Is1 blogu (Techne DRI-BLOCK BB-2A, ABD)

6.Vorteks cihazi (Elektro-mag M 16, Tiirkiye)
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7. Mikrodalga firin (Arcelik MD500, Tiirkiye)
8.Yatay elektroforez cihazi (BioRad Wide mini-sub cell GT cell, Almanya)
9 Ultraviyole lamba ve DNA jel goriintiileme cihaz1 (BioRad UV Transilluminator
2000, Almanya)
10. Buzdolabr1 (Argelik 4252N, Tiirkiye)
11. Gii¢ kaynag1 (BioRad Power PAC 200, Almanya)
12. Ultraviyole spektrofotometre (Hitachi U-1800, Japonya)
13. Termal Cycler Cihazi (Bio Rad ICycler IQ, ABD)
14. Sogutmal1 santrifiij cihaz1 (Heraeus-Sepatech Biofuge 22R, Almanya)
15. Nano drop cihazi (Thermo Scientific Nanodrop, 2000c)
16. Kirik buz yapma makinesi (ITV 1Q 45C, Avrupa)
17. Mikro eliza cihaz1 mikroplak okuyucu (Biotek-pQuant MQX200, ABD)
18. Biorad Universal Hood Gériintiileme Cihazi (Biorad, italya)

Orneklerin Toplanmasi ve Direkt Mikroskobik Inceleme

A. Kullanilan kimyasallar:

® % 0,9 izotonik sodyum kloriir soliisyonu (Medifleks 100 ml; Eczacibas1, Tiirkiye)

Stok liigol soliisyonunun hazirlanmasi
1. 10 gr potasyum iyodiir (KI) (Sigma Aldrich, Almanya) 100 ml distile su iginde
¢Ozildii.
2. Uzerine 5 gr iyot (Sigma, ABD) eklendi.
3. Elde edilen soliisyon koyu renkli ve cam kapakli siseye siiziilerek aktarildi.
4. Bu soliisyon stok soliisyonu olarak kullanildi.
Ardindan stok sollisyonundan ¢aligmada kullanilacak liigol soliisyonu hazirlanda.
Calisma soliisyonun hazirlanisi
1.Ligol (%5°lik stok soliisyonundan) 5ml
2. %0,9 izotonik sodyum kloriir soliisyonu 20 ml

B. Orneklerin toplanmasi:

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Merkez Laboratuvari ve

Edirne Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen, G. intestinalis Kist ve/veya
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trofozoit pozitif ¢ikan diski Ornekleri c¢alismaya alindi. Ornekler laboratuvarda, 1sik

mikroskobunda inceleninceye kadar, +4°C’de buzdolabinda saklandi (173).

C. Direkt mikroskobik inceleme:
Gelen Ornekler 24 saat icinde trofozoit ve kist varligi acisindan, 1s1tk mikroskobunda

incelendi. Incelemede iki ayr1 yontem kullanild: (174).

1) Nativ inceleme: Calismada, 1 damla %0,9 NaCl soliisyonu ile yaklasik 2 mg diski,
lif ve partikiil kalmayacak sekilde dikkatlice karistirildi, iizerine 22x22 mm’lik lamel
kapatilarak homojen bir preparat hazirlandi. Preparat X400 biiyiitme ile degerlendirildi.

2) Liigol ile inceleme: Hazirlanan liigol soliisyonu G. intestinalis Kist ve trofozoitlerin
saptanmasi icin kullanildi. Temiz bir lam {izerinde, yaklasik 2 mg diski lamin iki ucuna ayr1
ayr1 konuldu. Digkinin birine bir damla liigol soliisyonu, ikincisine bir damla %0,9 NaCl
konularak dikkatlice karistirildi. Orneklerin iizerleri 22x22 mm’lik lamellerle kapatilarak

homojen bir preparat hazirlandi. Preparat 151k mikroskobunda X400 biiyiitme ile incelendi.

D. Kist sayilarinin degerlendirilmesi:

Hem nativ hem de liigol yontemiyle incelenen her 6rnek, X400 likk biiyiitmede en az 50
alan taranarak ortalama kist sayis1 saptandi. Taranan 50 alanda alan basina ortalama 1’den az
kist olmas1 (+), her alanda 1-3 kist (++) ve her alanda 3 den fazla kist goriilmesi (+++) olarak
kayit edildi.

Kistlerin Saklanmasi ve DNA izolasyonu

A. Kistlerin saklanmasi:

Molekiiler g¢alismalar i¢in orneklerden Kistlerin saflagtirnllmasinda Fernandes ve
ark.’nin (175) yapmis oldugu ydntem modifiye edilerek kullanildi. Ornekler en fazla 5 gr
olacak sekilde 15 ml distile su ile dort katl gazli bezden gegirildi. Gazli bezin {lizerinde kalan
kaba materyal atildi. Elde edilen filtrat 400 xg’de 10 dk. santrifiij edildi. Ust kism1 atildi.
Kalan 2-3 ml 6rnegin {izerine 12-13 ml distile su eklendi. Tekrar 400 xg’de 10 dk. santrifiij
edildi. Digk ile distile su arasindaki bolgeden kistler izole edilerek, 2 ml’lik ependorf tiipe
konuldu. Ornekler molekiiler ¢alisilma yapilana kadar -20 °C’de sakland: (123).
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B. DNA izolasyonu ve DNA miktarinin 6l¢iilmesi:

1) DNA izolasyonu:

Orneklerin DNA izolasyonu, QlAamp DNA stool mini kiti (Qiagen Almanya)
kullanilarak yapildi (123).

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

e Kit i¢inde bulunan kimyasallar:
Buffer ASL (Stool lysis buffer)
Buffer AL (Lysis buffer)
Buffer AW1 (Wash buffer 1)
Buffer AW2 (Wash buffer 2)
Buffer AE (Elution buffer)
Proteinaz K Solusyonu
InhibitEX inhibitdr adsorbsiyon tableti

DNA izolasyon protokolleri

Protokol 1: Kistlerin saflastirildigi 6rnekler i¢in:

Fernandes ve ark.’nin (175) yapmus oldugu yontem modifiye edilerek kullanildi. Once

kistler diskidan saflagtirildi ve -20 °C’de saklandi. Daha sonra bu kistlerden DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

1.

© o N o gk~ w DN
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N

13.

-20 °C’de saklanan ornekler ¢ikartildi. Materyaller 45 dk. ¢oziinmesi beklendikten
sonra 10.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Ustteki kisim atilarak, dipteki 500 ul érnek ¢alismaya alind.

2 mI’lik ependorf tiiptine 0,5 gr 3 mm’lik steril cam boncuk konuldu.

Uzerine 1000 ml Buffer ASL eklendi.

15 dk. vortekslendi.

10 dk. 100 °C kaynar suyun iginde bekletildi.

Uzerine 400 ml Buffer ASL eklendi.

Santrifiij cihazinda 600 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi .

1.2 ml siipernatant yeni bir mikro santrifiij tiipiine aktarildu.

. Bu tiipe 1 adet inhibitEX tablet eklendi, 6nce vortekslendi ardindan 3 dk. santrifiij

edildi.

. Yeni bir mikro santrifiij tiiptine 15 pl proteinaz K eklendi.

. Bir onceki tiipiin slipernatant kismindan 200 pl alinip proteinaz K’nin iizerine

eklendi. Bunun fizerine 200 pl Buffer AL soliisyonu eklendi ve 15 sn.
vortekslendi.
70 °C’de 10 dk. inkiibe edildi.
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14.
15.

16.

17.

18.
19.

Uzerine 200 pl etanol eklendi ve vortekslendi.

QIAamp spin column, 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve bir onceki 6rnek
tizerine konuldu. 1 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

Dipteki filtrat atildi. Yeni toplama tiipiine alinan QlAamp spin column’a 500 ul
Buffer AW1 konuldu. 14.000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi.

Dipteki filtrat atildi. Yeni toplama tiipiine alinan QIAamp spin column’a 500 ul
Buffer AW2 konuldu. 14.000 rpm’de 3dk. santrifiij edildi.

QlAamp spin column yeni 2 ml’lik ependorf tiipiine alindi.

Son basamakta ise 40 ul Buffer AE eklenerek DNA elde edildi.

Protokol 2: Direkt diskidan DNA izolasyonu yapilan érnekler i¢in:

DNA izolasyonu igin Svard ve ark. (20) tarafindan tanimlanan yontem modifiye

edilerek kullanildi.

1.

© 0 N o g Bk~ w DN

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Taze digki 6rneginden 2-3 gr tartildi. Digki agirlig1 2 gr’dan az olanlarin tamami
izolasyon i¢in kullanildi.

50 ml’lik falcon tiipiine 1.5 gr 3 mm’lik steril cam boncuk konuldu.

Uzerine 1000 ml Buffer ASL eklendi.

15 dk. vortekslendi.

10 dk. 100 °C sicakliginda kaynar suyun iginde bekletildi.

Uzerine 400 ml Buffer ASL eklendi.

Santrifiij cihazinda 600 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

1.2 ml supernatant yeni bir mikro santrifiij tiipiine aktarilda.

Bu tiipe 1 adet inhibitEX tablet eklendi, dnce vortekslendi ardindan 3 dk. santrifiij
edildi.

Yeni bir mikro santrifiij tiipiine 15 pl proteinaz K eklendi.

Bir onceki tiiplin siipernatant kismindan 200 pl alinip proteinaz K’nin iizerine
eklendi. Bunun iizerine 200 ul Buffer AL eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

70 °C 10 dk. inkiibe edildi.

Uzerine 200 pl etanol eklendi ve vortekslendi.

QIAamp spin column, 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve bir onceki O6rnek
tistiine konuldu. 1 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

Dipteki filtrat atildi. Yeni toplama tiipiine yerlestirilen QIAamp spin column’a

500 pul AW1 konuldu. 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
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16. Dipteki filtrat atildi. QIAamp spin column Yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve
tizerine 500 pul AW2 konuldu. 14.000 rpm’de 3 dK. santrifiij edildi.

17. QIlAamp spin column yeni 2 mI’lik ependorf tiipiine yerlestirildi.

18. Son basamakta ise Buffer AE 40 pl kullanilarak, DNA elde edildi.

Elde edilen DNA ornekleri 6l¢iim yapilana kadar +4 °C'de buzdolabinda saklandi.

2) DNA Miktariin olgiilmesi ve degerlendirme:

DNA ekstraksiyon isleminden sonra, elde edilen iirtindeki DNA miktar1 Thermo
Scientific Nano Drop 2000c cihazinda o6lgiildii. Ardindan 6rnekler PZR islemi yapilincaya
kadar -20 °C’de saklandi.

Elongasyon Faktor -1 Alfa (Ef-1a) Gen Bolgesinin LAMP Yontemi ile Analizi
Elde edilen DNA’larda Ef-1a gen bolgesinin gosterilmesi amaciyla LoopAMP ticari
kiti kullanildi.

A. Kullanilan kimyasallar ve Primerler:

Analizin yapilmasinda LoopAmp Giardia Saptama Kiti (Eiken Japonya) kullanildi.
¢ Kit i¢inde bulunan kimyasallar:

1) Reaksiyon Mix

2) Primer Mix. Gia (PM Gia)

3) Bst DNA Polimeraz

4) Distile su

5) G. intestinalis pozitif kontrol

¢ Kit iginde bulunan primerler (136):
F3 5-ATGGACGACGGCCAGG-3'
B3 5-CCCTCGTACCAGGGCATC-3'
FIB 5-AGCCGATGTTCTTGAGCTGCTTGTACTCGAAGGAGCGCTACG-3'
BIP 5-GAAGAAGGCCGAGGAGTTCGTTGTCGGACCTCTCCATGA-3
LB 5-CTGGACCGGGGACAACA-3
LF 5-ATCATCTCGCCCTTGATCTCG-3'
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B. LAMP Yontemi ve degerlendirme:

PZR’de pozitif kontrol olarak, kitin i¢inde bulunan G. intestinalis DNA’s1 ve negatif
kontrol olarak DNAase ve RNAase icermeyen saf su kullanildi. LAMP testinin yapilmasi
islemlerinin tamami buz tizerinde gerceklestirildi.

[lk olarak buz iizerinde, toplam 20 pl olacak sekilde master mix karigimi hazirlandi:

e PZR Master Mix Karigimi:

2 x Reaksiyon Mix 12.5 ul
Primer Mix. Gia 2.5 ul
Bst DNA Polimeraz 1.0 ul
Distile su 4.0 ul

DNA ornekleri 5 pl olacak sekilde hazirlandi, 95 °C’de, 5 dk. inkiibe edildi. Bu
islemin ardindan hemen Ornekler buza konuldu. PZR i¢in hazirlanmis olan master mix
karisimindan 20 pl alinarak, DNA Orneklerinin iizerine konuldu. Ardindan Tablo 6’daki

protokole gore PZR islemi gerceklestirildi.

Tablo 6: LAMP PZR protokolii

PZR Basamagi Hedef sicaklik Inkiibasyon siiresi | Dongii sayis1
Denatiirasyon 63 °C 60 dk. 1
Inaktivasyon 80 °C 5 dk. 1

Degerlendirme: LAMP analizinde, DNA’ya bagli olarak olusan bulamiklik derecesi
400 nm dalga boyunda mikroplate spektrofotometre ile okutuldu (176). Negatif kontrol

absorbans degerinden daha yiiksek deger veren tiim 6rnekler pozitif olarak kabul edildi.

Beta giardin (bg) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi ve Dizi Analizi
Elde edilen izolatlarda bg gen bolgesinin varliginin belirlenmesi i¢in Caccio ve

ark.’nin (3) yapmis oldugu PZR yo6ntemi kullanildi.

A. Kullanilan Kimyasallar ve Primerler:
e Kullanilan Kimyasallar:
1. 2 mM dNTP (Fermentas, Litvanya): Her bir ANTP (100 mM)’den 2 pl alinip 98 ul
distile su ile karistirildi.
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2. Primerler (Biomatik, Kanada): Primerler once her biri igin belirtilen nmol
degerlerine gore 100 uM olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Ardindan distile su

ile 1/9 oraninda sulandirilarak 10 uM’lik konsantrasyon elde edildi.
3. Tag Polimeraz: 5 U/ul (Thermo Scientific, Litvanya)

4.2 mM MgCI2 soliisyonu (Thermo Scientific, Litvanya)

5. 6 X Yiikleme boyasi (Thermo Scientific, Litvanya)

6. 100-3000 bp DNA boyut markir1 (Thermo Scientific, Litvanya)

e Kullanilan Beta giardin Primerleri:

384 bp’lik Beta giardin gen bolgesi i¢in kullanilan primerler (3):
F (G376) :5-CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3

R (G759) :5-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3'

B. Beta giardin (bg) gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ve degerlendirme:
e PZR Master Mix Karigimi:

10pul.......... 10X PZR Tamponu,
3plol. MgCI2,
25ul......... dNTP,
15ul......... primer (G376),
L5ul.......... primer (G759),
Lul............ Tag DNA polimeraz,
2 ul....... DNA 0Ornegi.

Toplam hacim 50 pl olacak sekilde apirojen distile su eklendi ve PZR islemi

gerceklestirildi.

Amplifikasyon isleminde pozitif kontrol olarak Prof. Dr. Sema Ertug’dan (Adnan

Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji AD) temin edilen G. intestinalis DNA’s1 ve

negatif kontrol olarak steril distile su kullanildi.

Amplifikasyon: Bio Rad Thermo Light Cycler cihazi kullanilarak PZR reaksiyonu

gerceklestirildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Beta giardin gen bdolgesi icin uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu

protokolii
PZR Basamagi Hedef sicaklik | Inkiibasyon siiresi | Dongii sayist
Denatiirasyon 94 °C 5 dk. 1
94 °C 30 sn.
Amplifikasyon 65 °C 30 sn. 40
72°C 60 sn.
Son uzama 72°C 7 dk. 1

Elektroforez ve degerlendirme:
e Kullanilan Kimyasallar:
1. 0.5x TBE tampon soliisyonu (Multicell, Kanada): 10X TRIS borate—EDTA buffer

soliisyon distile su ile 1/20 oraninda sulandirildi.

2. %2 agaroz jel (Multicell, Kanada): 1 g agaroz 50 ml 0.5x TBE tampon soliisyonu

icinde eritildi. Karisim; mikrodalga firinda kaynatildi, sogumasi ig¢in bir siire

bekletildi.

3. 5 ul etidyum bromid (10 mg/ml, Biomatik, Kanada): Agaroz jel karisimina eklendi

ve elektroforez tankina dokiilerek katilagsmaya birakildi.

4, 10 pl PZR irini ile 2 ul 6 X yiikleme boyasi (Thermo Scientific, Litvanya)
karistirtlip %2°1ik agaroz jelde kuyulara yiiklendi.

Elektroforez tampon soliisyonu olarak 0.5x TBE kullanildi ve elektroforez cihazinda
120 V 500 mA ‘de bir saat yiiriitiildii. Daha sonra jel Biorad Universal Hood goriintiileme
sisteminde UV 15181 altinda goriintiilenerek bg (384 bp) gen bolgesi varligi gosterildi. Beta
giardin gen bolgesi ¢ogaltilan drnekler -20 °C’de saklandi.

DNA Dizi analizi:

Biitiin 6rnekler ¢alisildiktan sonra elde edilen DNA’lara dizi analizi Refgen (Ankara,
Tiirkiye) firmasi tarafindan 6nce Clustal W yontemi ile diziler siralandi. Sonra neighbour-
joining yontemi ile filogenetik aga¢ ¢izildi.

Orneklerin genotiplendirilmesi ise lontek (Istanbul, Tiirkiye) firmasina yaptirildi. Gen

bolgesi referans dizileri Tablo 8’de listelenmistir.
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Tablo 8. Calismada kullanilan Giardia intestinalis genotipleri ve GenBank erisim

numaralari
G. intestinalis genotipi GenBank erisim numarasi Kaynak
Genotip A 1 GenBank:AY(072722.1 NCBI
Genotip A 2 GenBank:AY(072723.1 NCBI
Genotip A 3 GenBank:AY072724.1 NCBI
GenotipB 1 GenBank:AY072725.1 NCBI
Genotip B 2 GenBank:AY072726.1 NCBI
Genotip B 3 GenBank:AY072727.1 NCBI
Genotip B 4 GenBank: AY072728.1 NCBI
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, SPSS 20 istatistik programi kullamlarak yapilds.
Olgiilebilen verilerin normal dagilima uygunluklar tek rnek Kolmogorov Smirnov testi ile
analiz edildi, normal dagilim gostermeyen gruplar arasi kiyaslamalarda Kruskal Wallis
varyans analizi ve Mann Whitney U testi kullanildi.

Niteliksel verilerde Yates diizeltmeli Pearson y2 testi ve Kolmogorov Smirnov iki
ornek testi ve Mc Nemar testi kullanildi. Tanimlayicr istatistikler olarak Median (Minimum-

Maksimum) degerleri verildi. Tiim istatistikler i¢in anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak segildi.
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BULGULAR

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Edirne Devlet
Hastanesinde 01 Eyliil 2011-30 Nisan 2013 tarihleri arasinda parazitolojik inceleme istenen
kisilerden diskida G. intestinalis kist ve/veya trofozoit pozitif bulunan 39 6rnek calismaya

alindi.

Orneklerin Toplanmasi ve Direkt Mikroskobik Inceleme

Orneklerin demografik 6zellikleri: Olgularin 30’unun (%78) Edirne merkez ilceden
geldigi belirlendi. Edirne merkez ilgenin disinda, Tekirdag’da (Merkez) ii¢, Cerkezkdy’de
(Tekirdag) iki, Liileburgaz (Kirklareli), Uzunkdprii, Kesan (Edirne) ve Corlu’da (Tekirdag)
birer olgunun ikamet ettikleri goriildii (Tablo 9).

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Edirne Devlet
Hastanesinden gelen 39 ornek incelendiginde; bu olgularin yas1 ortanca 20 yas (minimum-
maksimum: 1-74) olup %76,9’unun erkek, %?23,1’nin kadin oldugu goriildii. Erkeklerin
oraninin fazla olmasmin nedeni Edirne Devlet Hastanesinden gelen 18’1 (%46.15) pozitif
Ornegin portor muayenesi i¢in gelen askerlere ait olmasi idi. Olgularin 12’°s1 (%30.8) ¢ocuk
yas grubundaki olgulardi. Cocuk olgulara ait drnekler Trakya Universitesi Saglik Arastirma

ve Uygulama Merkezinden toplandi.
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Tablo 9. Giardia intestinalis saptanan olgularin demografik ozellikleri

No | Cinsiyet | Yas Hastane Poliklinik Adres
1 Erkek 26 | TUTF Mikrobiyoloji Laboratuvart | Uzunkdprii
2 Erkek 23 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar Edirne

3 Kadin 5 TUTF Cocuk Hastaliklar Tekirdag
4 Erkek 7 | TUTF Cocuk Hastaliklar Edirne

5 Erkek 23 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

6 Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

7 Erkek 10 | TUTF Cocuk Acil Edirne

8 Erkek 33 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

9 Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

10 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

11 | Erkek 22 | TUTF Genel Dahiliye Edirne

12 | Erkek 3 | TUTF Cocuk Hastaliklar Tekirdag
13 | Erkek 4 EDH Cocuk Hastaliklari Edirne

14 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar Edirne

15 | Kadin 65 | TUTF Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

16 | Erkek 13 | TUTF Cocuk Hastaliklar1 Edirne

17 | Erkek 4 | TUTF Cocuk Hastaliklar Cerkezkdy
18 | Erkek 18 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

19 | Kadin 8 | TUTF Cocuk Hastaliklar Edirne

20 | Kadin 1 | TUTF Cocuk Hastaliklar Corlu

21 | Kadin 13 | TUTF Cocuk Hematoloji Servis Liileburgaz
22 | Erkek 13 | TUTF Cocuk Hastaliklari Edirne

23 | Kadin 6 | TUTF Cocuk Hastaliklar Tekirdag
24 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

25 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

26 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar1 Edirne

27 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

28 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

29 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar1 Edirne

30 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

31 | Kadin 30 | EDH Genel Dahiliye Edirne

32 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

33 | Erkek 67 | TUTF Kardiyoloji Servisi Kesan

34 | Erkek 20 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar Edirne

35 | Kadm 17 | TUTF Cocuk Hastaliklart Cerkezkdy
36 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

37 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklar Edirne

38 | Kadin 74 | TUTF Acil Servis Edirne

39 | Erkek 21 | EDH Enfeksiyon Hastaliklari Edirne

TUTF: Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi.
EDH: Edirne Devlet Hastanesi.
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Direkt mikroskobik inceleme ve kist sayillarimin degerlendirilmesi: Giardia
intestinalis pozitif digski 6rneklerindeki kist miktarlar1 degiskendi (Sekil 5). Kist sayilart (+),
(++) ve (+++) olarak kayit edildi. Isik mikroskobunda X400’liik biiylitmede yapilan alan

taramasina gore; 22 ornek (+), 11 6rnek (++) ve alt1 6rnek (+++) olarak saptandi (Tablo 10).

Sekil 5: Diskida Giardia intestinalis kistleri (Biiyiitme: X400 Isik Mikroskobu)
A) Liigol soliisyonu ile goriinen kistler B) Serum fizyolojik ile goriinen kistler.

Kistlerin Saklanmasi ve DNA izolasyonu

Kistlerin saklanmasi: Molekiiler ¢alismalar igin gerekli malzemeler temin edilene
kadar gegen siirede gelen ilk 17 6rnekte kistler saflastirildiktan sonra digkilardan elde edilen
kistlerin korunmasi ve daha sonra DNA izolasyonu yapilmasi amaciyla, -20 °C’de saklandi
(123,172). Diger 22 ornekte ise gelen materyaller kist varligi agisindan degerlendirildikten
sonra, digkidan direk DNA izolasyonu yapildi.

izole edilen DNA miktarmin élciilmesi: Orneklerden elde edilen DNA’lar Thermo
Scientific Nanodrop spektrofotometre cihazi ile dlgiildii. DNA miktarlar1 37.7 ile 477 ng/ul
arasinda degismekteydi. DNA miktarlar1 Tablo 10°da gosterildi.

Elongasyon faktor-1 alfa (Ef-1a) Gen Bolgesinin LAMP Yontemi ile Analizi

[lmige dayal1 izotermal ¢ogaltma analizinde; pozitif olan drneklerde, son iiriin olarak
magnezyum pirofosfat ile bulaniklik olustu. Pozitif 6rneklerdeki bulaniklik seviyesinin
belirlenmesinde 400 nm dalga boyunda Mikro-Eliza Spektrofotometre kullanildi. Negatif

kontrol absorbans degerinden daha yiiksek deger veren tiim Ornekler pozitif olarak kabul
edildi.
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Giardia intestinalis pozitif 39 DNA o6rneginden 32’sinde (%82) Ef-1la gen bdlgesi
LAMP analizi ile ¢ogaltildi. LAMP pozitif 32 6rnegin 19’unda bg gen bdlgesi PZR ile
cogaltilirken, LAMP ile negatif bulunan yedi 6rnek ayni zamanda bg PZR ile de negatif
bulundu (Tablo 10).

Beta giardin (bg) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi ve Dizi Analizi

Beta giardin (bg) gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ve degerlendirme: Elde
edilen DNA’lar daha onceden belirlenen protokole gére PZR ile cogaltildi. Daha sonra bu
uriinler %2’lik agaroz jel elektroferezde yiiriitiilerek, 384 bp’lik bg gen bdlgesinin olup
olmadigina bakild1 (Sekil 6). 39 ornekten 19°unda (%48.72) 384 bp’lik bg gen bolgesi

saptandi.
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Sekil 6. Elektroferezde Giardia intestinalis 384 bp’lik polimeraz zincir reaksiyonu

bant goriintiisii

1,9- DNA ladder 2- Negatif kontrol 3-Pozitif kontrol.
4-8- Caligilan 6rnekler (4 no’lu 6rnek pozitif, diger 6rnekler negatif).
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Kist saflagtirmasi yapilip,-20 °C’de, 0-6 ay siire ile saklanmis 6rneklerde %33.3 (3/9)
oraninda PZR pozitifligi saptanirken, 7-12 ay saklanan 6rneklerde %25 (2/8) oranda PZR
pozitifligine bagl bant saptandi. Taze diskidan DNA izolasyonunun yapildig1 6rneklerde ise
%63.63 (14/22) oraninda PZR ile bg gen bdlgesi ¢cogaltildi.

Calisma sirasinda elde edilen 39 izolata Ef-la gen bdlgesi i¢in LAMP ve bg gen
bolgesi i¢in PZR yapildi. Bu testlerin pozitiflik oranlar1 bg PZR ile %48.7 (19/39) ve Ef-1a
LAMP testi ile %82 (32/39) olarak ¢ikt1 (Tablo 9). Pozitiflik oranlart McNemar ki kare analizi
ile karsilastirildi ve Ef-1oo LAMP testinde pozitiflik oran1 anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p=0.0001).

Pozitiflik oranlar ile kist yogunlugu karsilastirildiginda (++) ve (+++) yogunluktaki
17 6rnegin timiinde Ef-1a ve bg gen bolgeleri pozitif olarak bulundu. Kist yogunlugu diisiik
olan 22 ornekte ise Ef-1a orneklerin %68.2°sinde, bg ise drneklerin %9.1°inde pozitif olarak
saptandi. PZR yonteminin pozitifligi ile kist yogunluklar: arasinda istatistiksel yonden anlamlt
bir fark (p=0.0001) bulunmasina ragmen, LAMP yonteminin pozitifligi ile kist yogunluklar
arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.078). DNA miktari
bakimindan PZR pozitif olanlarla negatif olanlar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
olup PZR pozitif 6rneklerin DNA miktar1 daha yiiksektir (p=0.0001). DNA miktarlar1 ile
LAMP testi sonuglari arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir (p=0.872).

DNA Dizi Analizi
Elektroferezde goriintiilenen 6rnekler DNA dizi analizi ve filogenetik analizi yapilmak
tizere Refgen (Ankara, Tirkiye) firmasina gonderildi. Calisma sonucunda elde edilen

dendogram Sekil 7°de goriilmektedir.

Genotiplendirme: Izolatlarin genotiplendirilmesi lontek (Istanbul Tiirkiye) firmasina
yaptirildi. G. intestinalis pozitif 39 6rnekten 19°unda (%48.7) 384 bp’lik bg gen bolgesi
saptandi1 ve orneklerin ancak 17’sinde genotiplendirme yapildi.

Bu 6rneklerin dokuzu Genotip A ve sekizi Genotip B’dir. Bu izolatlarin A2, A3, B2,
B3 ve B4 alt genotiplerine ait oldugu goriildii. Calisma sirasinda elde edilen izolatlarin alti
tanesi A2, li¢ tanesi A3, alt1 tanesi B2, bir tanesi B3 ve bir tanesinin de B4 genotipine ait
oldugu saptand1 (Tablo 10).

Klinik ve genotipler: Calismamizda elde edilen 6rneklerin 21°i karin agrisi, ishal,

siskinlik ve yagli digskilama gibi klinik belirti ve bulgular1 bulunan, diski bakisinda pozitiflik
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saptanan olgulara aitti. Geriye kalan 18 o6rnek ise portor muayenesi sirasinda pozitif ¢ikan,
herhangi bir klinik bulgu vermeyen asemptomatik ornekler idi. Genotiplendirme yapilan
orneklerin 8’1 ise semptomatik olgulara ve 9’u ise asemptomatik olgulara aitti. Bu sonuglara
gore semptomatik olgularda Genotip B (%62.5) daha fazla iken asemptomatik olgularda
Genotip A (%66.7) daha fazla goriildii (Tablo 10). Klinik bulgular ile genotipler arasinda
istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0.347).

Dizi analizi ve Kkayit: Beta giardin bolgesi gen dizi analizi sonuglari
degerlendirildiginde bes farkli grubun varligi tespit edildi. Orneklerimize ait gen dizileri
European Nucleotid Archive (ENA) gen bankasi veri tabanina kaydedildi (Ek 3-10). izolatlar

ve erisim numaralar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.
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Tablo 10. Giardia intestinalis orneklerinin mikroskobik ve molekiiler

analiz sonuglari

Olgu . Kist DNA LAMP PZR i
No Klinik Sayist (ng/uL) (Ef-1a) (B giardin) Genotip
1 ) (+) 88.4 Neg

2 ) (++) 281.3 Poz (+) A2
3 (+) (+) 63.1 Poz

4 (+) (++) 268.8 Poz (+) B3
5 ) (+) 373.2 Poz

6 ) (+) 158.7 Neg

7 (+) (+) 75.6 Poz

8 (+) (+) 58.7 Poz

9 () (+++) 88.1 Poz (+) B4
10 O] (+) 56.3 Poz

11 (+) (+) 79.2 Poz

12 (+) (++) 74.3 Poz (+) B2
13 (+) (+++) 156.8 Poz (+) A2
14 ) (+) 59.1 Poz

15 (+) (+) 63.4 Neg

16 (+) (+) 106.2 Poz

17 (+) (+) 37.7 Poz

18 (+) (++) 72.2 Poz (+) B2
19 (+) (+) 80.6 Poz

20 (+) (+) 137.9 Poz

21 (+) (++) 152.7 Poz (+) A2
22 (+) (+) 68.2 Poz

23 (+) (+) 80.3 Neg

24 ) (+) 61.9 Poz

25 ) (++) 137.2 Poz (+) A2
26 () (++) 113.6 Poz (+) *
27 () (+++) 235 Poz (+) A3
28 O] (+++) 338 Poz (+) A3
29 ) (++) 237 Poz (+) A2
30 O] (+++) 477 Poz (+) B2
31 (+) (+) 395 Poz (+) A3
32 ) (+) 82.5 Neg

33 (+) (+) 118.9 Neg

34 (+) (+) 112.5 Poz (+) *
35 () (+) 301.1 Neg

36 ) (++) 107.6 Poz (+) B2
37 ) (++) 272.1 Poz (+) A2
38 (+) (+++) 326 Poz (+) B2
39 (+) (++) 291 Poz (+) B2

*QGenotiplendirme yapilamadi, Poz: pozitif, Neg: negatif.
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Sekil 7. Filogenetik analiz sonucu elde edilen dendrogram ve ENA gen bankasi erisim numaralari




TARTISMA

Giardia intestinalis insanlari, evcil ve vahsi hayvanlar1 enfekte edebilen ve diinyanin
her tarafinda bulunabilen bir parazittir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedenidir (7,26,33,36,177). Ozellikle cocuklarda bilyiimeyi ve bilissel
fonksiyonlari olumsuz etkiler (33).

Avrupa’da 2010 yilinda en sik goriilen {iglincli gastrointestinal enfeksiyon etkenidir.
Tiim toplumda goriilme orani yiiz binde 5.68 ve en sik goriildiigi 0-4 yas grubunda ise yiiz
binde 16.8 olarak saptanmistir (47). Tiirkiye’de ayni yilda bildirilen olgu sayis1 14605 olup
insidanst yiiz binde 20.07 dir (60).

Giardiasis genellikle geri kalmis veya az gelismis iilkelerde ve yerlesimlerinde
goriilmekle beraber toplumlarda su ve gida kaynakli salginlara neden olabilir (33,36,60).
ABD’de 1991-1998 yillar1 arasinda 15 su kaynakli Giardia salgini, ingiltere’de ise 1991-2000
yillar1 arasinda bir igme suyu kaynakli salgin ortaya ¢ikmistir (178). Bu durumun olmamasi
icin ilkemizde dahil olmak iizere aktif siirveyans sistemi diinyanin bir¢ok yerinde
uygulanmaktadir (47,92,179).

Ulkemizde; G. intestinalis, Bulasic1 Hastaliklarin Bildirimi Sistemi’ne gére D Grubu
bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir. G. intestinalis olgulari, giinliik olarak
Saglik Bakanligi’na bildirilmektedir. Tiirkiye’de goriilme orani ¢alisma yapilan bolgeye gore
%4.7 ile %17 arasinda degismektedir. Trakya bolgesi G. intestinalis goriilme siklig
acisindan, olgularin en az goriildiigii bolge iken, Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde en yiiksek
oranda goriilmektedir ve bu ylikseklik, gelirlerin dengesiz dagilimi, altyapinin yetersizligi ve

egitim seviyesinin diisiik olmasina baglanmaktadir (55,60).
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Giardia intestinalis siklikla kreslerde, giindiiz bakimevinde ¢ocuklar arasinda, toplu
yasam alanlarinda, sanitasyonun ve hijyenin kotii oldugu alanlarda siklikla kisiden kisiye
yayilir. Endemik ve epidemik alanlarda G. intestinalis’in yayilmasinda fekal-oral yolla
bulasma onemlidir. Asemptomatik kist tasiyiciligi 6zellikle ¢ocuklar ve gida isgilerinde
yaygindir. Bu kisiler ayn1 zamanda enfeksiyon igin potansiyel kaynaklardir (6,170). Bu
nedenle risk gruplarinda ve prevalansin yiiksek oldugu bolgelerde ozellikle 0-16 yas arast
cocuklarda sik araliklara koprolojik baki yapilmasi Onerilmektedir (168). Cocuklarda;
eriskinlerden daha sik goriilmekte olup, goriilme sikligt %1 ile %36 arasinda degismektedir.
Gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda bes yasina kadar ¢ocuklar en az bir kere G. intestinalis
enfeksiyonuna yakalanmaktadir (170).

Giardia intestinalis gecisinin Onlenmesinde asemptomatik ve hafif gegirilen
enfeksiyonlarin kontrolii anahtar rol oynar. Bu olgularin tedavi edilmesi kistlerin ¢cevreye ve
bagka insanlara yayilmasini, enfeksiyona bagl komplikasyonlarin olugsmasini 6nleyebilecektir
(180,181). Ulkemizde 24.04.1930 tarinli Umumi Hifzissthha Kanununun 126 ve 127.
maddelerine istinaden Saglik Bakanligi'nin yayinlamig oldugu 27.01.2005 tarih ve 1059 sayili
genelgesine gore sihhi miiesseselerde c¢alisanlarda ve gida isi ile ugrasanlarda portdr
taramasinin  yapilmast zorunludur. Portdr oldugu saptananlarin gegici olarak isten
uzaklastirilmasi veya igyerinde yaptig1 isin gegici olarak degistirilmesi de dahil olmak {izere
hastalik yayilimini engelleyecek tedbirlerin alinmasi 6nerilmektedir (182).

Calismamizda Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Edirne
Devlet Hastanesinden gelen 39 Ornek incelendiginde; bu olgularin yast ortanca 20 yas
(minimum-maksimum: 1-74) olup %76,9’unun erkek, %23,1’nin kadin oldugu gorildii.
Erkeklerin oraninin fazla olmasinin nedeni portdr muayenesi i¢in gelen askerlere ait olmasi
idi. Olgularin 12’si (%30.8) ¢ocuk yas grubundaki olgulardi. Cocuk olgulara ait 6rnekler
Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesinden toplandi. Bu da bize toplumda asemptomatik
olgularin varligini, bu kisilerin hastaligin yayilmasina katkida bulunabilecegini ve portor
taramalarinin 6nemini gostermistir.

Giardia intestinalis tanis1 genellikle 151k mikroskobunda kist ve/veya trofozoitlerin
goriilmesi ile konulmaktadir (111,183,184). Molekiiler yontemler; G. intestinalis’in
taksonomisinin, genetik yapisinin ve epidemiyolojisinin anlasilmasina yardimci olmakta,
genetik farkliliklar da bu sekilde daha iyi analiz edilebilmektedir (19,33). G. intestinalis
tanisinda, diski incelemelerinde kullanilan molekiiler teknikler, mikroskobik inceleme gibi

diger tan1 yontemlerine gore daha 6zgiildiir ve duyarlidir (126). Ancak farkli genetik bolgelere
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gore tanimlanan izolatlarin degerlendirilmesinde standart bir protokol bulunmamaktadir
(185).

Molekiiler ¢aligmalarda DNA’nin bozulmasi veya inhibisyonu PZR basar1 oranini
azaltir. Digki, DNA izolasyonu yapilan diger orneklere gore daha karmasik ve degisken
icerige sahiptir. Diskida hedef bdlgenin diginda bagka bakteri ve hiicrelerin DNA’lar1 da
bulunur. Ayrica DNA izolasyonunu engelleyebilecek degisik maddeleri ve PZR inhibitorlerini
icermektedir. Bu maddeler arasinda demir iyonlari, bilirubin, safra asitleri, hemoglobin,
humik asit, fenoller ve fulvik asit gibi maddeler sayilabilir (186,187,188). Diskida G.
intestinalis kisti bozuldugunda, ortamda endojen tamir mekanizmalar1 bulunmadig i¢in agiga
¢ikan DNA muhtemelen azalmaktadir (187).

Kist sayisinin az oldugu 6rneklerde DNA izolasyon yontemleri molekiiler yontemle
yapilan tanimlamay1 etkilemektedir (188). Kist sayilari, DNA izolasyon yontemleri ile PZR
sonuglarinin karsilastirildigi bir ¢alismada; kist sayilart 6nceden bilinen 6rnekler, Whatman
filtre kagidi, QIAmp stool mini kiti ve fenol kloroform yontemleri kullanilarak PZR
yapilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan filtre kdgidi yontemi 168 kist/ml’de, diger iki
yontem 674 kist/ml’de pozitiflik vermistir (189). RT-PZR ile G. intestinalis kistlerinde bg gen
bolgesinin hedeflendigi bir ¢alismada 1 gr diskida en az 2x10° kist bulunmas1 gerektigi tespit
edilmistir (126).

Giardia intestinalis icin yapilan PZR sonuglarinin duyarliligini kist duvarini
paralamanm zorlugu da etkilemektedir (126,190,191). iran’da DNA elde edilmesinde
kullanilan yontemlerin karsilagtirildig: bir ¢aligmada, 10° kist kullanilarak alt: ayr1 yontem
denenmistir. Bu yontemlerde DNA izolasyon oranlarinin %0 ile %100 arasinda degistigi
goriilmiustiir. Kistlerin cam boncuk ve dondurma ¢ozdiirme yontemiyle islem gérmesinden
sonra QIAmp kiti kullaniminin DNA izolasyon oranini arttig1, PZR sonuglarim iyilestirdigi
bildirilmistir (191). Calismamizda DNA izolasyonu i¢in yaptigimiz denemelerde bazi
caligmalarda (190,191) uygulanmis olan cam boncuk yontemi denendi. Denemelerde 3
mm’lik cam boncuklar ile 6rnegin 15 dk. vortekslenmesi ile 151k mikroskobunda kist duvarlari
pargalandigr goriildii. Buna ek olarak iireticinin onerdigi protokolde uygulanan 70 °C 5 dk.
olan bekletme siiresi 100 °C 10 dk.’ya ¢ikartildiginda 6rneklerden DNA izolasyonu basarili
oldu.

Giardia intestinalis tespiti i¢in kullanilan standart bir PZR yontemi bulunmamaktadir
(189). Kist saflastirmasi sonrasi yapilan PZR oranlari, drneklerin saklama kosullarina bagl

olarak azalabilmektedir (187). Kistlerin uzun siire -20 °C’de saklanmasi sonrasinda DNA’nin
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ge¢ izolasyonunun PZR’de basarisizliga neden olabilecegi belirtilmistir (9). Cordon ve ark.
(151) 2005 yilinda ¢ocuklardan 210 pozitif diski 6rnegi toplamis, elde edilen DNA’lar1 12 ay
stireyle -20°C’de saklamiglar, 210 ornekten ancak 16’sinda (%8) gdh gen bdlgesini
cogaltilabilmislerdir. Minivele ve ark. (150) yaptigi calismada G. intestinalis pozitif 60
ornekten 43’iniin tpi gen bolgesini RFLP-PZR’de ¢ogaltmislardir. PZR pozitifliginin az
olmas1 drneklerdeki inhibitor varligina ve DNA kalitesinin diisiik olmasina baglanmaistir.

Calismamizda (++) ve (+++) kist yogunlugundaki 6rneklerin tiimiinde Ef-1a ve bg gen
bolgeleri ¢ogaltilabilmis iken, (+) kist yogunlugundaki 22 o6rnekte ise Ef-lo gen bolgesi
orneklerin %68’inde ve bg gen bdlgesi oOrneklerin %9’unda ¢ogaltilabilmistir. PZR
yonteminin pozitifligi ile kist yogunluklari arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
(p=0.0001) bulunmasina ragmen, LAMP ydnteminin pozitifligi ile kist yogunluklar1 arasinda
istatistiksel yonden anlamli bir fark bulunamamustir (p=0.078). DNA miktar1 bakimindan PZR
pozitif olanlarla negatif olanlar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark olup PZR pozitif
orneklerin DNA miktar1 daha yiiksektir (p=0.0001). Kist saflastirmas1 yapilip,-20 °C’de, 0-6
ay stire ile saklanmis 6rneklerde %33.3 (3/9) oraninda PZR pozitifligi saptanirken, 7-12 ay
saklanan orneklerde %25 (2/8) oranda PZR pozitifligine bagli bant saptandi. Taze diskidan
DNA izolasyonunun yapildigi 6rneklerde ise %63.63 (14/22) oraninda PZR ile bg gen bolgesi
cogaltildi.

Bu sonuglar; diger calismalarda da belirtildigi gibi, 6rneklerde bulunan diistik kist
sayist ve DNA miktarmin (126,150,189, 192,193) ya da kistlerin uzun siire saklandiktan sonra
ge¢ DNA izolasyonunun (9,151,186,187) PZR yontemini olumsuz etkiledigini gostermistir.

Loop-Mediated Isothermal Amplification yontemi Notomi ve ark. (194) tarafindan
gelistirilen bir niikleik asit amplifikasyon teknigidir. Bu teknik izotermal sartlarda uygulanir,
hizli sonuglanir, duyarliligi ve ozgilligi yiiksektir (136,137,195,196,197). Bu yontemin
kullanildig1 etkenler arasinda Escherichia coli, Enterobacter, Campylobacter, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus aureus, Norovirus, Coronavirus, Dengue viriis bulunmaktadir (198).
Ayrica Toksoplasma (199), Leismania (200), Plasmodium (201), Cryptosporidium (202) ve
Giardia (137) gibi paraziter etkenlerin molekiiler analizi i¢in yapilan aragtirmalar da
bulunmaktadir.

Elongasyon faktor proteinleri, transkripsiyon uzama oranlarin1 diizenleyen
proteinlerdir. Transkripsiyon uzama orani, protein sentezinde, peptid baglanma basamaklarini
igerir (124). Ef-1a mRNA tarafindan kodlanmakta ve bu gen LAMP yo6ntemi kullanilarak
yapilan G. intestinalis tanisinda kullanilmaktadir (141,203).
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Nago ve ark. (197) yaptigi ¢calismada C. parvum ve G. intestinalis etkenlerini LAMP
yontemi ile incelemislerdir. Bu 6rneklerden G. intestinalis pozitif 19 diski 6rneginin 16’s1
(%84) pozitif sonu¢ vermistir. U¢ Ornegin negatif olmasmin nedeni diski artiklarma
baglanmistir. DNA izolasyonunda ek dilusyonlara devam edilmesinin ve reaksiyon karigimina

s1gir serum albiimin eklenmesinin hatali negatif sonuglari engelleyebilecegi belirtilmistir.

Macaristan’da su kuslar1 iizerine yapilan bir ¢alismada, alinan 132 digski 6rneginde
saptanan Cryptosporidium ve Giardia ornekleri LAMP analizi ile incelenmistir. G.
intestinalis saptanan digkilarda IFA yontemi ile dort, PZR, dizi analizi ve Ef-1a LAMP analizi
ile bes ornek pozitif sonu¢ vermistir. Dizi analizinde bu izolatlarin insanlarda da bulunabilen
genotipler oldugu ve bu izolatlardan. birinin Genotip A, {igiiniin Genotip B ve birinin de
Giardia spp. oldugu saptanmustir (203). Plutzer ve ark. (137) igme sularin1 2 pm ¢apli ARAD
mikrofiltreden geg¢irmisler, filtrenin {izerinde kalan Ornekler Cryptosporidium ve G.
intestinalis agisindan LAMP yontemi ile incelenmistir. Bu iki yontemin birlikte kullaniminin
etkenlerin saptanmasinda etkili oldugu bulunmustur.

Plutzer ve Karanis (136) 2009 yilinda digk1 ve ¢evresel o6rneklerde IFA testi ile pozitif
bulunan 35 6rnegi ¢alismaya almiglardir. Bu 6rneklerde, 18S rRNA PZR ile %68, gdh PZR
ile %43 ve Ef-1a LAMP ile %69 oraninda pozitiflik bulunmustur. Real Time PZR’de tpi gen
bolgesi %10 oraninda ¢ogaltilmis, ¢aligilan on insan diski 6rneginin sekizi LAMP ile pozitif
sonu¢ vermistir. Cin’de 72 kdpekten digki ornekleri toplanmis, mikroskobik incelemede bes,
PZR ile yedi ve LAMP ile sekiz ornekte G. intestinalis pozitifligi saptanmistir. PZR dizi
analizinde tiim orneklerin kopeklere spesifik olan Genotip D oldugu goriilmiistiir (195).

Calismamiz sirasinda elde edilen 39 izolata Ef-1a gen bolgesi i¢in LAMP ve bg gen
bolgesi i¢in PZR yapildi. Bu testlerin pozitiflik oranlar1 bg PZR ile % 48.7 (19/39) ve Ef-1a
LAMP testi ile % 82 (32/39) olarak c¢ikti. Pozitiflik oranlar1 McNemar ki kare analizi ile
karsilastirildi ve Ef-1a LAMP testinde pozitiflik oran1 anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p=0,0001). Calismamizda diger ¢alismalara (136,137,195,197) benzer olarak yiiksek LAMP
testi pozitifligi elde edilmistir.

Giardia nin yapisinin anlagilmasinda dizi analizi ve genetik caligmalar temel 6neme
sahiptir (2). G. intestinalis'in genotiplendirilmesi ¢ogunlukla; 16S ribozomal DNA, small
subunit ribozomal RNA, beta giardin, glutamat dehidrogenaz, elongasyon faktor 1-alfa, trioz
fosfat izomeraz, GLORF-C4 geni ve inter-genomic rRNA spacer gen bdlgesinin
cogaltilmasina ve analizine dayanmaktadir. Bu gen bolgelerine bagli olarak PZR pozitiflik

oranlar1 oldukga degiskenlik gostermektedir (19,80,96,139).
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Molekiiler yontemlerde hedef gen olarak giardin genlerinin kullanilmasinin avantaji,
bu bolgenin parazit i¢in 6zgil olmasidir. Buna ek olarak Mahbubani ve ark. tarafindan
gelistirilmis olan, beta giardin genini temel alan 218 bp’lik gen bolgesinin ¢ogaltilmasi son
derece spesifiktir. Bu bolgenin PZR ile gogaltilmasi sirasinda konak, protozoon, mantar,
bakteri veya alglerin DNA’s1 ile ¢apraz reaksiyon gozlenmemistir (3). Bg geni aminoasit
degisimlerine kars1 koruma altindadir. Birinci ve ii¢ilincii kodonlarda degisim gili¢ olmaktadir
(204).

Genetik ¢alismalara gore pek ¢cok Giardia alt gruplar1 olmasina ragmen, insanlarda ve
diger memeli tiirlerinde bulunan iki ana genetik grup, Genotip A ve B’dir (1,23,96). Bu
nedenle A ve B genotipi ayn1 zamanda birgok evcil ve yaban hayvanda da bulunmaktadir.
Bazi genotiplerin konak 06zgiilliigii oldugu ve bu genotiplerin insanlarda herhangi bir
enfeksiyona yol agmadig bildirilmistir (Tablo 2) (96). 2005 yilinda yapilan bir calismada G.
intestinalis’in A genotipinin 8 ve B genotipinin 6 alt genotipi oldugu gosterilmistir (14).
Genotip Al ev hayvanlari, ¢iftlik hayvanlar1 ve insanlarda, A3 ise yabani hayvanlarda baskin
olarak bulunmaktadir. Klinik 6rneklerden en sik Genotip A2 izole edilmektedir ve bu genotip
insan enfeksiyonlari ile iligkilidir (1,33,40,205,206). insan izolatlar1 B3 ve B4 genotipinde
iken, hayvan izolatlar1 B1 ve B2 genotipinde bulunmaktadir (19).

Molekiiler yontemlerden PZR sonrasinda yapilacak genotiplendirmenin 6nemli bir
katkis1 da enfeksiyonun bulasma yollar1 hakkinda bir fikir vermesidir (207). Giiniimiizde
insanlarda A ve B genotipi bulunmakla beraber, ev hayvanlari, ¢iftlik hayvanlarinin da ig¢inde
bulundugu pek ¢ok hayvanda farkli genotipler bulunmaktadir (2,4,21). Epidemiyolojik delil
olmamasina ragmen, zoonotik ve konak spesifik genotiplerle ciftlik hayvanlariin yakininda
bulunan hayvanlarda enfekte olabilir. Hayvancilik islemleri sirasinda yiizey sular1 ve toprak
kontamine olabilir (208).

Malezya’da Pahang bolgesinde yasayan yerel bir topluluk olan Aborjinler grubunda
yapilan ¢alismada 76 Giardia pozitif digki 6rneginden 42 6rnekte PZR basarili olmustur.
Olgularin 41’1 Genotip B, biri Genotip A ¢ikmistir. Genotip B’nin sayisinin fazla olmasi bu
bolgede enfeksiyonun insandan insana bulagma yolu ile yayildigini diigiindiirmiistiir (209).

Marangi ve ark. (81) disar1 kapali bir topluluk olan Romenlerin yasadigi kampta,
cocuklardan ve kopeklerden 14’er diski toplanip PZR ile bg gen bolgesine bakilmistir. Digki
orneklerinde cocuklarda alt1, kopeklerde dokuz 6rnek pozitif saptanmis olup olgularin tamami
Genotip Al ¢ikmistir. Kopeklerde Genotip C ve D olmasi beklenirken, ¢ocuklardaki gibi

Genotip Al olmast nedeninin ¢ocuklarla kopekler arasinda Giardia gegisi olabilecegini
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disiindiirtmiistiir. Hindistan’da yapilan bir c¢alismada, koOpeklerle insanlar arasinda G.
intestinalis gecisi olup olmadigina bakilmistir. Genotiplendirme sonucunda kopeklerde
insanlarda bulunan Al ve A2 alt genotiplerinin bulunmasi, insanlarla kopekler arasinda
zoonotik gegisin olabilecegini gostermistir (210).

Tayland’da giardiasis i¢in risk faktorlerinin arastirildigi ¢alismada 6rneklerin Genotip
A2 ve Genotip B4 oldugu bulunmustur. Bu genotiplerden Genotip A2’nin su kaynakli olarak
insanlara bulasabildigi gosterilmistir (211). italya’da Caccio ve ark. (14) yaptig1 calismada,
insan, kopek, inek ve kedi diski orneklerinde G. intestinalis bg gen bolgesine PZR ile
bakilmistir. Kopeklerde alt1 6rnek Genotip A, ineklerde 12 6rnek Genotip A ve bes ornek
Genotip B oldugu bulunmustur. Burada elde edilen izolatlarin kopeklerde C veya D, ineklerde
E olmasi beklenirken insanlarda goriilen A ve B genotipinde olmasi nedeniyle, insanlarla
hayvanlar arasinda gecis oldugu diisiiniilmiistiir.

Konu ile ilgili yapilan diger ¢aligmada insan ve hayvanlar arasi olas1 G. intestinalis
gecisine bakilmis, Avustralya’da keseli hayvanlarda, insanlarda da goriilen Genotip A, insan
ve memeli hayvanlarda goriilen Genotip B3 ve B4 tespit edilmistir. Yapilan analizde insan ve
keselilerdeki genotiplerin biiyiik benzerlik gosterdigi bildirilmistir (144).

Giardia intestinalis genotiplerinin saptanma oranlar1 ¢alismanin yapildigi bolgelere
gore farkliliklar gostermektedir.

Cezayir Bat1 Sahra Coliinde yasayan ¢ocuklardan toplanan 120 digk1 6rneginin 41°inde
G. intestinalis goriilmiistiir. Nested PZR yontemi ile tpi gen bolgesi %78 ve gdh gen bolgesi
%68 ornekte ¢ogaltilmigtir (212). Tayland’da Giardia pozitif 61 digki 6rnegi PZR ile 384
bp’lik bg.%72, 753 bp’lik bg. %46, gdh %36 ve sSRNA %22.9 oraninda ¢ogaltilmis ve
izolatlarin Genotip A ve B oldugu gorilmistiir (134).

Rosales ve ark. (151) 2008’de Peru’da 845 ¢ocuktan intestinal parazit taramasi yaptigi
caligmada %23.8 oraninda G.intestinalis saptamistir. Elde edilen 210 G. intestinalis
orneginden yapilan gdh gen bolgesi PZR-RFLP teknigi ile 16 6rnek ¢ogaltilmistir. Ardindan
yapilan sekans analizi sonucunda genotiplerin dokuzunun Genotip Al, birinin Genotip A2 ve
altisinin Genotip B4 oldugu bulunmustur. Etiyopya’da yapilan bir ¢aligmada insanlardan elde
edilen 59 izolatin PZR-RFLP analizi ile bg gen bolgesi ¢ogaltilmis, 31’1 (%52) Genotip A ve
1371 (%22) Genotip B, yedisi (%15) miks enfeksiyon olarak bulunmustur. Sekans analizinde
ise yedi (A+F) izolatin ii¢ii Genotip A ve dordii Genotip F ¢ikmistir. Calismada bulunan

Genotip F kedilere 6zgii bir gruptur ve ilk olarak burada insanlarda saptanmistir (152).
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Italya’da Caccio ve ark. (3) 2002 yilinda insan ve kdpeklerden elde edilen 30 &rnekte
Genotip Al-3, B1-4 ve Genotip E varligini gostermislerdir. G. intestinalis tanisinda kullanilan
yontemlerden biri olan RT-PZR’nin kullanildig1 bir ¢alismada 53 6rnek Genotip A ve 59
ornek Genotip B ¢ikmustir (126). Fernandes ve ark. (175) tarafindan Brezilya’da yapilan bir
calismada 87 G. intestinalis pozitif diskidan 60’1 GenotipAl ve biri Genotip A2 ¢ikmustir.
Evcil hayvanlardan yedi kopek ve bir kediden alinan orneklerde de Genotip Al g¢ikmasi
lizerine zoonotik gecis olabilecegi belirtilmistir.

Ulkemizde G. intestinalis ile ilgili molekiiler alanda yapilmis az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ankara’da 2004 yilinda yapilan ¢alismada asemptomatik ve semptomatik
hastalardan alinan 44 diski ve 12 duodenal aspirasyon 6rnedi calismaya almmustir. Izole
edilen DNA’larda tpi gen bdlgesine bakilmigtir. Calismanin sonunda semptomatik hastalar
Genotip A ile asemptomatik hastalar ise Genotip B ile iliskilendirilmistir (8). Degerli ve ark.
(10) duodenal aspirasyon ve diskidan elde edilen 17 trofozoit 6rneginde tpi gen bolgesine
gore PZR yapmuslardir. Orneklerin dokuzu Genotip A ve dordii Genotip B ¢ikmis, kalan dort
ornekte ise genotiplendirme yapilamamistir.

Yereli ve ark.’nin yaptigi (9) Manisa’da digki1 drneklerinden elde edilen G. intestinalis
izolatlarinda tpi gen bolgesi ¢ogaltilarak genotiplendirme yapmistir. Calismada 54 Ornegin
38’1 (%70.37) Genotip A, 16’s1 (%29.63) Genotip B ve B1 bulunmustur. Manisa’da yapilan
bir bagka calismada 45 hastanin diski Ornekleri RT-PZR yontemi kullanilarak
genotiplendirilmistir. Orneklerin tpi gen bolgesine gore %73,3’{i Genotip A, %11,1°i Genotip
B ve %15,5’inin miks (A+B) enfeksiyon oldugu belirlenmistir. Calismada yontemin duyarl
bir yontem oldugu, salginlarda ve olgu taramalarinda kullanilabilecegi belirlenmistir (190).

Aydin’da insanlarda G. intestinalis saptanan 15 diski c¢alismaya alinmistir. Bu
orneklere hem 16SrfRNA PZR, hemde bg PZR yapilmistir. PZR sonucunda pozitif bant
saptanan on Ornege dizi analizi uygulanmistir. 16srfRNA PZR yapilan bes 6rnegin iiglinde
Genotip Al, bg PZR yapilan bes 6rnegin biri Genotip A2 ve ikisi Genotip B ¢ikmistir (11).

Giardia intestinalis pozitif 39 6rnekten ancak 19°unda (%48.7) PZR ile 384 bp’lik bg
gen bolgesi saptandi ve drneklerin 17’sinde genotiplendirme yapildi. Bu 6rneklerin dokuzu
Genotip A ve sekizi Genotip B’dir. Bu izolatlarin A2, A3, B2, B3 ve B4 alt genotiplerine ait
oldugu goriildii. Calisma sirasinda elde edilen izolatlarin alt1 tanesi A2, {i¢ tanesi A3, alti
tanesi B2, bir tanesi B3 ve bir tanesinin de B4 genotipine ait oldugu saptandi.

Arastirmamizda insan izolatlarinda siklikla (3,14) saptanan A2, B3 ve B4

genotiplerinin yaninda, evcil ya da yabani hayvanlarda siklikla (33), insanlarda nadiren
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(3,213) saptanan A3 ve B2 genotipleri de tespit edildi. Bu ¢alisma ile daha 6nce yapilan
calismalardan (8,9,10,11) farkli olarak, Tiirkiye’de A3, B2, B3 ve B4 genotiplerinin de
bulundugu goriildii. Buradaki alt genotip sayisinin ¢esitli olmasinin nedeninin, toplanan
orneklerin yaritya yakinin portdr muayenesi i¢in gelen askerlerden (Tiirkiye’nin farkli
sehirlerinde ikamet eden, askerlik hizmeti nedeniyle gecici olarak Edirne’de bulunan)
kaynaklandigin1 diisiiniiyoruz. Hayvanlarda siklikla rastlanilan genotiplere rastlamis olmakla
beraber, izolatlarin antroponotik mi ya da zoonotik mi olduklari konusunda bir yorum
yapmamiz miimkiin degildir.

Haque ve ark. (37) ¢ocuk yas grubunda yaptigi calismada Genotip A ishal ile
iliskilendirmistir. Thompson ve ark. (214) yaptig1 calismada da A genotipi (6/7), B genotipine
(3/16) gore daha fazla ishale neden olmaktadir. Buna karsilik B genotipinin 1srarci ishale, A
genotipinin ise aralikli ishale neden oldugu iki ayr1 ¢alismada go6zlemlenmistir
(215,216).Cocuk yuvasinda ¢ikan bir salgiin arastirildigi baska bir ¢alismada genotipler ile
semptomlar arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir (217).

Tiirkiye’de Tanyiiksel ve ark.’nin yaptig1 calismada A genotipi semptomatik olgularla
ve B genotipi ise asemptomatik olgularla iliskilendirilmistir (8). Manisa’da yapilan 45 6rnegin
calisildigr bir calismada A genotipinin %94, B genotipinin %100 ve miks olgularin %100
oraninda semptomlara neden oldugu bulunmustur (190). Giardia semptomlari ile genotip
iligkisinin bakildig1 baska bir ¢alismada ise olgularin %71.2’sinde karn agrisi ve ishalle
iligkili semptomlar belirlenmigtir. Ayrica Genotip B’nin karin agrist ve ishalle iligkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (9).

Calismamizda yer alanlarin 21’1 semptomatik, 18’1 asemptomatik olgular idi.
Genotiplendirme yapilan Orneklerin 8’1 ise semptomatik olgulara ve 9’u ise asemptomatik
olgulara aitti. Bu sonuglara gore semptomatik olgularda Genotip B (%62.5) daha fazla iken
asemptomatik olgularda Genotip A (%66.7) daha fazla goriildii. Semptomatik/asemptomatik
olgular ile genotipler arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0.347). Bulgularimiz
(208,218) uyumlu olmasina ragmen, diger ¢alismalarla (8,9,37,190,214) uyumsuzdur. Giardia
genotiplerinin asemptomatik veya semptomatik hastaliklarla olan iligkilerinin belirlenmesinde
olgu sayisinin fazla oldugu yeni ¢aligmalara gereksinim oldugunu diisiiniiyoruz.

Sonug olarak yapilan bu g¢alisma ile hastalardan ve portorlerden elde edilen G.
intestinalis izolatlar1 iki farkli molekiiler yontemle incelendi. LAMP testi ile 6rneklerin
%82’sinde pozitiflik saptandi. Beta giardin bolgesinin dizi analizi sonucunda Trakya

Bolgesinde A2, A3, B2, B3 ve B4 alt genotiplerinin bulundugu gosterildi. Bu genotiplerden
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A3, B2, B3 ve B4 alt genotipleri lilkemizde ilk olarak bu ¢aligma ile gosterildi. Bu bulgular
onemli bir halk sagligi sorunu olan G. intestinalis’in molekiiler yapis1 konusunda o6zellikle
Trakya bolgesi i¢in yonlendirici bir veridir. Calismada elde ettigimiz genotipik veriler, Trakya
bolgesinde ortaya cikabilecek salginlarin analizinde ve yapilacak epidemiyolojik calismalarda
yol gosterici olacaktir. Ayrica G. intestinalis’in genetik yapisinin, epidemiyolojisinin Ve
bulasma yollarinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilacak yeni ¢alismalarda molekiiler

yontemlerin kullanilmasi faydali olacaktir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Edirne Devlet
Hastanesinde Eyliil 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda parazitolojik inceleme istenen
kisilerden, digkida G. intestinalis kist ve/veya trofozoit pozitif bulunan 39 diski Grnegi
caligmaya alindi. Bu digki materyallerinde bulunan kistlerin DNA’lar1 izole edildi. Ef-1a gen
bolgesinin varhigimmin gosterilmesinde LAMP yontemi kullanildi. Ayrica PZR ile bg geni
cogaltilan orneklere dizi analizi yapilarak bolgemizde bulunan G. intestinalis alt genotipleri

belirlendi.

Calismamizda asagidaki sonuglar elde edildi:

1. Ef-la gen bolgesinin LAMP yontemi ile analizi diisiik sayidaki kist varliginda bile G.
intestinalis olgular1 saptanabilmektedir.

2. Dizi analizinde A2, A3, B2, B3 ve B4 olmak iizere bes farkli alt genotip saptanmis
olup, A3, B2, B3 ve B4 alt genotiplerinin Tiirkiye’de bulundugu ilk defa gosterildi.

3. Semptomatik olgular ile genotipler arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi.

4. Giardiasis hastaliginin kontrol altina alinmasi igin semptomatik olgular kadar
asemptomatik olgularin da tanisinin konulmasi ve tedavi edilmesi gerekmektedir.

5. Bu c¢alisma bir 6n calisma olmustur ve elde etigimiz bu genotipik veriler, Trakya
bolgesinde ortaya gikabilecek salginlarin analizinde veya yapilacak epidemiyolojik

caligmalarda yol gosterici olacaktir.
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OZET

Giardia intestinalis su ve gida kaynakli salginlara neden olabilen, insanlarda sik
goriilen protozoondur. Diinya’da ve Tirkiye’de Onemli bir halk sagligi sorunudur. Bu
calismanin amaci; insanlardan elde edilen Giardia intestinalis izolatlariin molekiiler
yontemlerle analizidir.

01 Eyliil 2011-31 Nisan 2013 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Saglik Arastirma
ve Uygulama Merkezi ve Edirne Devlet Hastanesine basvuran kisilerin digkilarindan elde
edilen 39 izolat ¢alismaya alindi. Ornekler ilmige dayali izotermal cogaltma ydntemi ile
analiz edildi. Ayrica bu izolatlardaki beta giardin geni polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilip, dizi analizi yapildi.

Otuz dokuz Ornegin 32’sinde (%82) ilmige dayali izotermal ¢ogaltma yontemi ile
pozitiflik saptandi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile pozitiflik saptanan 19 o6rnegin 17’si
genotiplendirildi. Genotiplendirme sonucunda, orneklerin dokuzu Genotip A ve sekizi
Genotip B olarak belirlendi. Semptomatik olgularda Genotip B (%62.5), asemptomatik
olgularda ise Genotip A (%66.7) daha fazla goriildii. Semptomatik/asemptomatik olgular ile
genotipler arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi (p=0.347). Polimeraz zincir reaksiyonu
pozitifligi ile kist yogunlugu arasinda anlamli istatistiksel fark bulundu (p=0.0001). Ek olarak
ayni farklilik polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA konsantrasyonu arasinda da bulundu
(p=0.0001).

Sonug olarak molekiiler yontemlerden, ilmige dayali izotermal ¢ogaltma ve polimeraz
zincir reaksiyonu yontemlerinin kullanilmasi Trakya bolgesinde ortaya ¢ikabilecek salginlarin

analizinde ve yapilacak epidemiyolojik caligmalarda yol gOsterici  olacaktir.
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Anahtar kelimeler: Giardia intestinalis, Polimeraz zincir reaksiyonu, genotip, Trakya,

Tiirkiye
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GENOTYPING OF GIARDIA INTESTINALIS ISOLATES

SUMMARY

Giardia intestinalis is a common protozoon that may elicit water and food-borne
outbreaks in humans. It is regarded as a major public health problem worldwide and in
Turkey as well. The purpose of the present study is to implement the molecular analysis and
genotyping of the isolates of Giardia intestinalis obtained from human stool.

Overall, 39 isolates obtained from the stool of subjects who have been admitted to
Trakya University Health Research and Application Center and State Hospital between 01
September 2011-31 April 2013 have been included in the present study. The samples were
then analyzed through loop-mediated isothermal amplification method. Additionally,
polymerase chain reaction method was also used to test beta-giardin gene on the isolates, and
subsequently, sequence analysis was performed.

Thirty-two out of thirty-nine samples (82%) were found to be positive for Giardia
intestinalis via loop-mediated isothermal amplification method. Genotyping was implemented
in 17 out of 19 samples that were positive for polymerase chain reaction. Among the overall
17 products, nine had the pattern of Genotype A while the rest harbored the features of
Genotype B. Symptomatic patients with Genotype B (62.5%) and asymptomatic patients with
Genotype A (66.7%) were encountered more frequently. There was no significant association
between symptomatic status and genotypic patterns of subjects (p=0.347). A significant
difference was found between positive polymerase chain reaction and the intensity of the cyst
(p=0.0001). In addition, significant different was found between a positive polymerase chain

reaction and concentration of DNA (p=0.0001).
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In conclusion, among the molecular methods, loop-mediated isothermal amplification
and polymerase chain reaction might have the potential to provide a substantial guidance in

the thorough analysis of outbreaks and epidemiological studies as well in the Thrace region.

Key words: Giardia intestinalis, polymerase chain reaction, genotyping, Thrace,
Turkey.
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Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin, isolate
ID HG329627; SV 1; linear; genomic DNA; STD; INV; 342 BP.

XX

AC HG329627;

XX

DT 30-JUL-2013 (Rel. 117, Created)

DT 30-JUL-2013 (Rel. 117, Last updated, Version 1)

XX

DE Giardia intestinalis mitocondrial partial bg gene for beta-giardin,
isolate

DE edrl

XX

KW

XX

OF Giardia intestinalis

oC Eukaryota; Diplomonadida; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.
0G Mitochondrion

XX

RN [1]

RP 1-342

RA .7

RT ;

RL Submitted (01-JUL-2013) to the INSDC.

RL Medical Microbiology, Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
XX

RN (2]

RA Cicek C., Nermin S.;

RT "Giardia intestinalis clinical isolates at Trakya region of Turkey";
RL Unpublished.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..342

FT /organism="Giardia intestinalis"

FT /organelle="mitochondrion"

FT /host="Homo sapiens"

FT /isolate="edrl"

FT /mol type="genomic DNA"

FT /country="Turkey:Trakya"

FT /sex="mixed"

FT /db xref="taxon:5741"

FT CDS <1..342

FT /codon_start=1

FT /transl table=1

FT /gene="bg"

FT /product="beta-giardin"

FT /protein id="CDG32257.1"

BT

/translation="SLTTSDRALPRRTQOKGRRCTTSSTRRSQRASPASPPRSRRRRSPA
FT
RGPLVLPRQKRYKHEARREVROQRAARERRLGDPRYPGGDRREKAERKEAEDKIVNTLED
FT VVSKIQGGL"

XX
SO 92 A; 97 C; 112 G; 41 T; O

Sequence 342 BP; other;

agcttgacga
accagctcaa
agacgatcgc
gctcgtcgag
ccaggaggag
actctcgagg

cctcggacag
cgagaaggtc
ccgcgagagg
aagtgcgtca
atcgccgcga
acgtcgtctc

ggcattgcca
gcagagggct
gccgttagtg
acgagcagct
gaaggccgag
gaagatccag

cggagaacgc
tcgcccecgeat
ctgccacgac
cgagaacgtc
cgcaaggagg
ggcggcctcet

agaaaggaag
ctccgccgeg
agaagcgcta
gcctcggaga
cagaggacaa
ga

aagatgtacg
atcgagaagg
caaacacgaa
tccgegetat
gatcgtcaac

60
120
180
240
300
342



Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin,

HG425167; genomic DNA;

XX
AC
XX
DT
DT
XX
DE
XX
KW
XX
oS
ocC
XX
RN
RP
RA
RT
RL
RL
XX
RN
RA
RT
RL
XX
FH
FH
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT

SV 1;

HG425167;

02-SEP-2013
02-SEP-2013

linear;

(Rel.
(Rel.

118,
118,

Ek 4

Created)

STD;

INV;

307 BP.

Last updated, Version 1)

Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin,

Giardia int
Eukaryota;

[1]

1-307
Submitted
Medical Mi
[2]

Cicek C.,

estinalis
Diplomonadi

(12-AUG-2013)

crobiology,

Bukavaz S.,
"Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";

Unpublished.

Key

source

CDS

isolate

isolate edr2

da; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.

to the INSDC.
Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
Cavuslu S., Sakru N.;

Location/Qualifiers

1..307

/organism="Giardia intestinalis"
/host="Homo sapiens"
/isolate="edr2"
/mol type="genomic DNA"
/country="Turkey:Trakya"
/db xref="taxon:5741"

<l..>3

07

/codon_start=1

/trans

1 table=1

/gene="bg"
/product="beta giardin"
/protein id="CDG66205.1"

/translation="RTQKGRRCTTSSTRRSQRASPASPPRSRRRRSPARGPLVLPRQKR

BT

SQTRSSSRSASTSSSRTSPRRSALSRRRSTARRPSARRQRTRSSTLSRTSFEDPGRP"

XX
SQ

60

120

180

240

300

307

Sequence 30
agaacgcaga

cccgcatctce
ccacgacaga
agaacgtcgc
gcaaggaggc

cggcctc

7 BP; 85 A;
aaggaagaag

cgccgcgatce
agcgctcaca
ctcggagatc

agaggacaag

87 C; 100
atgtacgacc

gagaaggaga
aacacgaagc
cgcgctatcc

atcgtcaaca

G; 35 T; O
agctcaacga

cgatcgcccg
tcgtcgagaa
aggaggagat

ctctcgagga

other;
gaaggtcgca

cgagagggcc
gtgcgtcaac
cgaccgcgag

cgtcgttcga

gagggcttcg
gttagtgctg
gagcagctcg
aaggccgagc

agatccaggg



Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin,
genomic DNA;

ID
XX
AC
XX
DT
DT
XX
DE
XX
KW
XX
oS
ocC
XX
RN
RP
RA
RT
RL
RL
XX
RN
RA
RT
RL
XX
FH
FH
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT

HG425168; SV 1; linear;
HG425168;

02-SEP-2013 (Rel. 118,
02-SEP-2013 (Rel. 118,

Ek 5

Created)

STD;

INV;

308 BP.

Last updated, Version 1)

Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin,

Giardia int
Eukaryota;

(1]
1-308

.7

Submitted
Medical Mi
[2]

Cicek C.,

estinalis
Diplomonadi

(12-AUG-2013)

crobiology,

Bukavaz S.,
"Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";

Unpublished.

Key

source

CDS

isolate

isolate edr3

da; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.

to the INSDC.
Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
Cavuslu S., Sakru N.;

Location/Qualifiers

1..308

/organism="Giardia intestinalis"
/host="Homo sapiens"
/isolate="edr3"
/mol type="genomic DNA"
/country="Turkey:Trakya"
/db xref="taxon:5741"

<l..>3

08

/codon_start=1

/trans

1 table=1

/gene="bg"
/product="beta giardin"
/protein id="CDG66206.1"

/translation="RTPRGRRCMTSSTRKSQRASPASPLPSRRRRSPARGPSAPPRQRP

BT

SQTRSSSRSASTSSSRTSPRRSAPSRRRSTARRQSARRQRTRSSTHSRTSSRRSRAAS"

XX
SQ

60

120

180

240

300

308

Sequence 30
agaacgccga

cccgcatctce
ccacgacaga
agaacgtcgc
gcaaggaggc

gcggcctce

8 BP; 85 A;
gaggaagaag

cgctgccatc
ggccctcaca
ctcggagatc

agaggacaag

92 C;
atgtatgacc

gagaaggaga
aacacgaagc
cgcgccatcc

atcgtcaaca

99 G;

32 T;
agctcaacga

cgatcgcccg
tcgtcgagaa
aggaggagat

cactcgagga

0 other;

gaaagtcgca
cgagagggcc
gtgcgtcaac
cgaccgcgag

cgtcgtctcecg

gagggcttcg
gtcagcgccg
gagcagctcg
aaggcagagc

aagatccagg
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ID
XX
AC
XX
DT
DT
XX
DE
XX
KW
XX
oS
ocC
XX
RN
RP
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RT
RL
RL
XX
RN
RA
RT
RL
XX
FH
FH
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT

HG425169; SV 1; linear;
HG425169;

02-SEP-2013 (Rel. 118,
02-SEP-2013 (Rel. 118,

Ek 6

Created)

STD;

INV;

308 BP.

Last updated, Version 1)

Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin,

Giardia int
Eukaryota;

[1]

1-308
Submitted
Medical Mi
[2]

Cicek C.,

estinalis
Diplomonadi

(12-AUG-2013)

crobiology,

Bukavaz S.,
"Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";

Unpublished.

Key

source

CDS

isolate

isolate edri4

da; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.

to the INSDC.
Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
Cavuslu S., Sakru N.;

Location/Qualifiers

1..308

/organism="Giardia intestinalis"
/host="Homo sapiens"
/isolate="edr4"
/mol type="genomic DNA"
/country="Turkey:Trakya"
/db xref="taxon:5741"

<l..>3

08

/codon_start=1

/trans

1 table=1

/gene="bg"
/product="beta giardin"
/protein id="CDG66207.1"

/translation="RTPRGRRCMTSSTRKSQRASPASPLPSRRRRSPARGPSAPPRQRP

BT

SQTRSSSRSASTSSSRTSPRRSAPSRRRSTARRQSARRQRTRSSTHSRTSSRRSRAAS"

XX
SQ

60

120

180

240

300

308

Sequence 30
agaacgccga

cccgcatctce
ccacgacaga
agaacgtcgc
gcaaggaggc

gcggcctce

8 BP; 85 A;
gaggaagaag

cgctgccatc
ggccctcaca
ctcggagatc

agaggacaag

92 C;
atgtatgacc

gagaaggaga
aacacgaagc
cgcgccatcc

atcgtcaaca

99 G;

32 T;
agctcaacga

cgatcgcccg
tcgtcgagaa
aggaggagat

cactcgagga

0 other;

gaaagtcgca
cgagagggcc
gtgcgtcaac
cgaccgcgag

cgtcgtctecg

gagggcttcg
gtcagcgccg
gagcagctcg
aaggcagagc

aagatccagg



Ek 7
Giardia intestinalis mitocondrial partial bg gene for beta-giardin, isolate
ID HG425170; SV 1; linear; genomic DNA; STD; INV; 308 BP.
XX
AC HG425170;
XX
DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Created)
DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Last updated, Version 1)
XX
DE Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin, isolate edrb
XX
KW
XX
OF] Giardia intestinalis
oC Eukaryota; Diplomonadida; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.
XX
RN [1]
RP 1-308
RA ;
RT H
RL Submitted (12-AUG-2013) to the INSDC.
RL Medical Microbiology, Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
XX

RN [2]

RA Cicek C., Bukavaz S., Cavuslu S., Sakru N.;
RT "Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";
RL Unpublished.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..308

FT /organism="Giardia intestinalis"
FT /host="Homo sapiens"

FT /isolate="edr5"

FT /mol type="genomic DNA"

FT /country="Turkey:Trakya"

FT /db xref="taxon:5741"

FT CDS <1..>308

FT /codon_start=1

FT /transl table=1

FT /gene="bg"

FT /product="beta giardin"

FT /protein id="CDG66208.1"

BT

/translation="KTQKGITCTTSSTRRSQRASPASPPRSRRRRSPARGPLVLPRQKR
FT
SQTRSSSRSASTSSSRTSPRRSALSRRRSTARRPSARRQRTRSSTLSRTSSRRSRAAS"
XX
SO Sequence 308 BP; 85 A; 90 C; 97 G; 36 T; 0 other;
aaaacgcaga aaggaatcac atgtacgacc agctcaacga gaaggtcgca gagggcttcg

%0 cccgcatcte cgccgcgatc gagaaggaga cgatcgcccg cgagagggcc gttagtgcectg
e ccacgacaga agcgctcaca aacacgaagc tcgtcgagaa gtgcgtcaac gagcagctcg
e agaacgtcgc ctcggagatc cgcgctatcc aggaggagat cgaccgcgag aaggccgagce
e gcaaggaggc agaggacaag atcgtcaaca ctctcgagga cgtcgtctcg aagatccagg
300

gcggcctce
308



Ek 8

Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin, isolate

ID HG425171; SV 1; linear; genomic DNA; STD; INV; 286 BP.

XX

AC HG425171;

XX

DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Created)

DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Last updated, Version 1)

XX

DE Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin, isolate edr6
XX

KW

XX

OF Giardia intestinalis

oC Eukaryota; Diplomonadida; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.
XX

RN [1]

RP 1-286

RA .7

RT ;

RL Submitted (12-AUG-2013) to the INSDC.

RL Medical Microbiology, Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
XX

RN [2]

RA Cicek C., Bukavaz S., Cavuslu S., Sakru N.;

RT "Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";
RL Unpublished.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..286

FT /organism="Giardia intestinalis"

FT /host="Homo sapiens"

FT /isolate="edro"

FT /mol type="genomic DNA"

FT /country="Turkey:Trakya"

FT /db_xref="taxon:5741"

FT CDS <1l..>286

FT /codon_start=3

FT /transl table=1

FT /gene="bg"

FT /product="beta giardin"

FT /protein id="CDG66209.1"

FT
/translation="MTSSTRKSQRASPASPPPSRRRRSPARGPSAPPRQRPSQTRSSSR
FT SASTSSSRTSPRRSAPSRRRSTARRQSARRQRTRLLTHSRTSSRRSRAAS"
XX

S0 Sequence 286 BP; 75 A; 88 C; 91 G; 32 T; 0 other;
gtatgaccag ctcaacgaga aagtcgcaga gggcttcgcc cgcatctccg ccgccatcga

° gaaggagacg atcgcccgcg agagggccgt cagcgccgcc acgacagagg ccctcacaaa
e cacgaagctc gtcgagaagt gcgtcaacga gcagctcgag aacgtcgcct cggagatccg
He0 cgccatccag gaggagatcg accgcgagaa ggcagagcgc aaggaggcag aggacaagat
e tgttaacaca ctcgaggacg tcgtctcgaa gatccagggc ggcctc

286

//



Ek9

Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin, isolate

ID HG425172; SV 1; linear; genomic DNA; STD; INV; 288 BP.

XX

AC HG425172;

XX

DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Created)

DT 02-SEP-2013 (Rel. 118, Last updated, Version 1)

XX

DE Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin, isolate edr7
XX

KW

XX

OF Giardia intestinalis

oC Eukaryota; Diplomonadida; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.
XX

RN [1]

RP 1-288

RA .7

RT ;

RL Submitted (12-AUG-2013) to the INSDC.

RL Medical Microbiology, Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
XX

RN [2]

RA Cicek C., Bukavaz S., Cavuslu S., Sakru N.;

RT "Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";
RL Unpublished.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..288

FT /organism="Giardia intestinalis"

FT /host="Homo sapiens"

FT /isolate="edr7"

FT /mol type="genomic DNA"

FT /country="Turkey:Trakya"

FT /db_xref="taxon:5741"

FT CDS <1l..>288

FT /codon_start=1

FT /transl table=1

FT /gene="bg"

FT /product="beta giardin"

FT /protein id="CDG66210.1"

FT
/translation="MYDQLNEKVAEGFARISAAIEKETIARERAVSAATTEALTNTKLV
BT EKCVNEQLENVASEIRAIQEEIDREKAERKEAEDKIVNTLEDVVSKIQGGL"
XX

S0 Sequence 288 BP; 76 A; 89 C; 91 G; 32 T; 0 other;
atgtatgacc agctcaacga gaaagtcgca gagggcttcg cccgcatctc cgctgccatce

° gagaaggaga cgatcgcccg cgagagggcc gtcagcgccg ccacgacaga ggccctcaca
e aacacgaagc tcgtcgagaa gtgcgtcaac gagcagctcg agaacgtcgc ctcggagatc
He0 cgcgccatcce aggaggagat cgaccgcgag aaggcagagc gcaaggaggc agaggacaag
e atcgtcaaca cactcgagga cgtcgtctcg aagatccagg gcggcctc

288

//



Giardia intestinalis partial bg gene for beta-giardin,
genomic DNA;

ID
XX
AC
XX
DT
DT
XX
DE
XX
KW
XX
oS
ocC
XX
RN
RP
RA
RT
RL
RL
XX
RN
RA
RT
RL
XX
FH
FH
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT

HG425173; SV 1; linear;
HG425173;

02-SEP-2013 (Rel. 118,
02-SEP-2013 (Rel. 118,

Ek 10

Created)

STD;

INV;

306 BP.

Last updated, Version 1)

Giardia intestinalis partial bg gene for beta giardin,

Giardia int
Eukaryota;

[1]

1-306
Submitted
Medical Mi
[2]

Cicek C.,

estinalis
Diplomonadi

(12-AUG-2013)

crobiology,

Bukavaz S.,
"Clinical Giardia intestinalis isolates at Trakya region of Turkey";

Unpublished.

Key

source

CDS

isolate

isolate edr8

da; Hexamitidae; Giardiinae; Giardia.

to the INSDC.
Medical Faculty, 22030, Edirne, TURKEY.
Cavuslu S., Sakru N.;

Location/Qualifiers

1..306

/organism="Giardia intestinalis"
/host="Homo sapiens"
/isolate="edr8"
/mol type="genomic DNA"
/country="Turkey:Trakya"
/db xref="taxon:5741"

<l..>3
/codon
/trans

06

_start=1

1 table=1

/gene="bg"
/product="beta giardin"
/protein id="CDG66211.1"

/translation="NAERKKMYDQLNEKVAEGFARISAAIEKETIARERAVSAATTEAL

BT

TNTKLVEKCVNEQLENVASEIRAIQEEIDREKAERKEAEDKIVNTLEDVVSKIQGGL"

XX
SQ

60

120

180

240

300

306

Sequence 30
aacgccgaga

cgcatctccg
acgacagagg
aacgtcgcect
aaggaggcag

ggcctc

6 BP; 82 A;
ggaagaagat

ctgccatcga
ccctcacaaa
cggagatccg

aggacaagat

93 C;

98 G;

33 T;

0 other;

gtatgaccag ctcaacgaga aagtcgcaga

gaaggagacg
cacgaagctc
cgccatccag

cgtcaacact

atcgcccgeg

gtcgagaagt

gaggagatcg

ctcgaggacg

agagggccgt
gcgtcaacga
accgcgagaa

tcgtctcgaa

gggcttcgcece
cagcgccgcece
gcagctcgag
ggccgagcege

gatccagggc





