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GIARDIA INTESTINALIS’IN PCR iLE SAPTANMASI
Yiiksek Lisans Tezi
Furkan Yagiz KAYA

OZET

Giardia intestinalis enfeksiyonu tiim diinyada yaygmdir ve hem ¢ocuk hem de eriskinlerde
diyarenin en sik karsilasilan etkenlerden biridir. Gaita ile atilan kistlerinin dogrudan veya
dolayli agizdan alinmasiyla bulagmaktadir.

Giardiyazis laboratuvar tanisi parazitin kist veya trofozoitinin gaitada mikroskopik
olarak gosterilmesi, antijenlerinin immiinolojik yontemlerle ya da niikleik asitinin molekiiler
yontemlerle saptanmasi ile konulmaktadir.

Calismamizin amac1 Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Saghik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na parazit siiphesi ile gonderilen gaita
orneklerinde Giardia intestinalis’in saptanmasinda mikroskopi ve molekiiler yontemin
karsilagtirilmasidir.

Calisma kapsaminda 110 gaita 6rnegi mikroskopi ve gercek zamanli PCR yontemi ile
incelenmistir. Giardia intestinalis trofozoit ve kistlerini gérmek tizere mikroskopik inceleme
direkt ve coOktliirme isleminden sonra yapilmistir. Mikroskopi ve gercek zamanli PCR
yonteminin sonuglar1 karsilagtirilmistir.

Mikroskopik inceleme ile ti¢ 6rnekte (% 2,73) Giardia kisti tespit edilmistir. Gergek
zamanli PCR ile 11 (% 10) 6rnekte Giardia intestinalis DNA’s1 saptanmistir. Mikroskopik
incelemede kist goriilen {i¢ 6rnegin hepsi PCR ile pozitif bulunmustur.

Giardia intestinalis enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda giiniimiizde halen rutin
olarak kullanilan mikroskopik yontemin diisiik hassasiyeti goz oniinde bulunduruldugunda
yiksek maliyetine karsin ger¢cek zamanli PCR yOnteminin rutin tanida daha sik
kullanilmasmin enfeksiyonun tanist ve yayiliminin Onlenmesinde daha faydali olacagi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Giardia intestinalis, mikroskopi, PCR
Sayfa Adedi: 44
Damisman: Prof. Dr. Kezban Tiillay YALCINKAYA



DETECTION OF GIARDIA INTESTINALIS BY PCR

Master Thesis
Furkan Yagiz KAYA

ABSTRACT

Giardia intestinalis infection is common worldwide and is one of the most common causes of
diarrhea in both children and adults. It is transmitted by direct or indirect oral ingestion of
cysts excreted with feces.

Laboratory diagnosis of giardiasis is made by showing the cyst or trophozoite of the
parasite microscopically in the stool, by detecting the antigens by immunological methods or
by detecting the nucleic acid by molecular methods.

The aim of our study was to compare microscopy and molecular methods for the
detection of Giardia intestinalis in stool samples sent to Kahramanmaras Siitcii Imam
University Health Practice and Research Hospital Microbiology Laboratory with suspected

parasite infection.

Within the scope of the study, 110 stool samples were examined by microscopy and
real-time PCR method. Microscopic examination was performed directly and after
precipitation to see Giardia intestinalis trophozoites and cysts. The results of microscopy and

the real-time PCR method were compared.

Giardia cysts were detected in three samples (2.73 %) by microscopic examination.
Giardia intestinalis DNA was detected in 11 (10 %) samples by real-time PCR. All three
specimens with cysts on microscopic examination were positive by PCR.

Considering the low sensitivity of the microscopic method, which is still routinely
used in the laboratory diagnosis of Giardia intestinalis infection, it is thought that the more
frequent use of real-time PCR method in routine diagnosis, despite its high cost, would be

more beneficial in the diagnosis and prevention of the spread of the infection.

Keywords: Giardia intestinalis, microscopy, PCR
Page Number: 44
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1. GIRIS ve AMAC

Giardia lamblia, Giardia intestinalis ve Giardia duodenalis olarak da adlandirilan Giardia
intestinalis, ilk kez 1681 yilinda Leecuwenhoek tarafindan kesfedilmistir (1). Neden oldugu
giardiyaz tiim diinyada en yaygin goriilen ishalle seyreden protozoon kaynakli enfeksiyondur.
Ulkemizde son yillarda yapilan ¢alismalarda, bélgelere gore degismekle birlikte % 0,8-% 54,8

arasinda degisen oranlarda saptandig bildirilmistir (4,5).

G. intestinalis enfeksiyonu, kistlerle kontamine besin veya suyun bilingsizce yutulmasi
veya enfekte insan ya da hayvanlar ile dogrudan temas sonucu meydana gelmektedir (6). G.
intestinalis ile enfekte olan kisilerin birgogu asemptomatik olup semptomatik hastalarda akut
enfeksiyon diger protozoal, viral ve bakteriyel patojenler ile olusan enfeksiyonlara benzer
sekilde seyretmektedir. Yaklasik 10-20 giinliikk inkiibasyondan sonra mide bulantisi, titreme,
diisiik ates, Ust karin agris1 ve sulu digki gibi sikayetler olabilecegi belirtilmektedir. Hasta
kisilerde devamli ishal, mide bolgesinde rahatsizlik, karin bdlgesinde siskinlik ve mide
yanmasi gibi belirtiler ile beraber subakut veya kronik enfeksiyon goriilebilecegi

belirtilmektedir (7).

Giardiyazin klinik tanisinda belirtiler patognomik degildir (1). Gaitanin rutin
mikroskopik incelemesi en yaygm kullanilan tam1 yOntemidir. Biyomedikal alandaki
gelismelerle Dbirlikte morfolojik tanimlama dis1 yeni yontemler gelistirilmistir Antijen
saptamaya yonelik immiinolojik testler 6zellikle cok numune isleyen biiyiik laboratuvarlarda
yavas yavas yer almaya baglamistir. PCR tabanli yontemler sadece miikemmel duyarlilik ve

Ozgiillige sahip olmalar1 yanisira Giardia’nin genotiplendirmesine de olanak saglamaktadir
@).

Bu ¢alismamizda, G. intestinalis enfeksiyonunun rutin laboratuvar tanisinda kullanilan
‘¢cOktiirerek yogunlastirma ve mikroskopik inceleme’ ile yeni ve daha duyarli olan ‘molekiiler
yontemin (gercek zamanli PCR)’ karsilastirilmast ve molekiiler yontemin rutin kullanima

uygunlugunun degerlendirilmesi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

G. intestinalis diinya genelinde enfeksiyona ve genellikle ¢ocuklarda kroniklesme sonucunda
gelisim bozukluguna neden olmaktadir. G. intestinalis parazit kaynakli ishalin en yaygin
nedenlerinden biridir. Fekal-oral yol ile bulagsmaktadir (9). Giardiyazisin etiyolojik teshisi;
gaitada mikroskopik olarak etkenin kistlerinin gosterilmesi, immiinolojik ydntemle
antijenlerinin veya molekiiler yontemle niikleik asitinin saptanmasiyla yapilmaktadir.
Duodenal icerigin aspirasyonu ve trofozoitlerin gosterilmesi de tani i¢in kullanilmistir.
Giardia’y1 hasta disk1 6rneklerinden tekrarlanabilir sekilde izole etmenin zorlugundan dolay1
disk1 kiiltiirii rutin olarak kullanilmamaktadir. Bununla birlikte digki kiiltiirleri, bir hastanin
semptomlarinin nedeni olarak diger patojenleri ekarte etmede faydalidir. Immiinoglobulin G
(IgG) seviyeleri uzun siire yiiksek kaldigr i¢cin akut giardiyaz tanisinda koymada yararh
degildir. Serum anti-Giardia immiinoglobulin M (IgM) akut enfeksiyonlar ile gecirilmis

enfeksiyonlar1 ayirt etmede faydali olabilir (7).

2.1. Giardia Intestinalis

G. intestinalis’in yol agtig1 parazitoz giardiyaz olarak isimlendirilmektedir. Genellikle iyi ve
dengeli beslenmeyen cocuklarda rastlanilmakta olup sindirim sisteminin gérevini yerine
getirememesine neden olmaktadir. Bunun yani swra o6zellikle gelismekte olan toplumlarda
malniitrisyon ve malabsorbsiyon sonucu ¢ocuklarda bedensel ve zihinsel gelisimde gerilige

neden oldugu belirtilmektedir (10).

G. intestinalis diinya genelinde memeli hayvanlarda da bagirsakta emilim
bozukluguna bunun neticesinde diyareye neden olan bir bagirsak parazitidir. Maymun, sigr,
keci, kedi, kopek, kus tiirleri, kertenkele ve hatta baliklar dahil tiim omurgali tiirlerde bu
parazite rastlanmistir. G. intestinalis enfeksiyonunun biiylik bas hayvan ve kiigiikbas
hayvanlar tizerindeki etkisinden dolayr ekonomik zararlari da bulundugu belirtilmektedir.

Insanlara en muhtemel zoonotik bulasma riski evcil kdpek ve kedilerden kaynaklanmaktadir

).



2.1.1. Giardia intestinalis’in simiflandirilmasi

Giardia instestinalis’in smiflamasi (11).

Alem: Protista

Alt alem: Protozoa

Sube: Sarcomastigophora
Alt sube: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Takim: Diplomonadida
Aile: Hexamitidae

Cins: Giardia

Tiir: Giardia intestinalis

Giardia’nin tiir diizeyinde smiflamasi geleneksel olarak morfoloji ve konak¢iya gore
yapilmaktadir. Geleneksel siniflama ile bir¢ok tiir tanimlanmustir; insanlarda G. intestinalis,
farelerde G. muris, amfibilerde G. agilis, muhabbet kuslarinda G. psittaci, fare ve misk
sicanlarinda G. microti. Ancak daha sonra yapilan molekiiler ¢alismalarda, morfolojik olarak
0zdes parazitlerin hem insanlarda hem de hayvanlarda bulundugu gdsterilmistir. Molekiiler
tiplendirme ile A’dan H’ye isimlendirilen sekiz genotip tanimlanmistir. Insan ve memeli
hayvanlarda en sik enfeksiyona neden olan genotipler A (6zellikle subtip AIl) ve B’dir.
Deneysel ¢alismalarda genotiplerin farkli enfeksiyon ve hastalik yapma kapasitesine sahip
oldugu gosterilmistir, ancak insanlardaki dogal enfeksiyonda genotiplerin farkli viriilansa

sahip olup olmadiklar1 bilinmemektedir (7).

2.2.2. Giardia intestinalis’in morfolojisi

G. intestinalis, kist ve trofozoit olarak adlandirilan iki farkli formda bulunmaktadir.
2.2.2.1. Kist formu

G. intestinalis kistinin sitoplazma i¢inde gelisiglizel dagilhim gosteren, niikleer zarf ile gevrili
dort adet yuvarlak ¢ekirdegi bulunmaktadir. Kist zar1 kalinlig1 0,3 um’dur. Kist zarmmm ana

yapisini sert bir proteindz madde olan N-asetilgalaktozamin olusturur. Parazitin kist formu dis



ortamda uzun siire canli kalir ve enfeksiyonun yayilmasinda rol oynamaktadir (Sekil 2.2.2.1)

(12,13).

Periferik vezikiiller

Cekirdek

Hiicre iskeleti

Parabazal cisimler

Kist duvan

Sekil 1. Giardia intestinalis’in kist yapisinin goriiniimii (14).

2.2.2.2. Trofozoit formu

G. intestinalis’in trofozoit formu 9-21 um uzunlugunda, 5-15 um genisliginde ve armuda
benzer sekildedir. Dorsal yiiz dis biikey, ventral yiizii ise i¢ biikey olup ventral yiizeyinde
bulunan ventral diskten (emici veya yapiskan disk) dolay1 tanimlanmasi kolaydir. Bu disklerin
arkasinda iki niikleus ve dort adet kamg¢1 bulunmaktadir. Her iki niikleusun ortasinda belirgin
karyozom ve parazitin tiim genomu bulunmaktadir. Niikleus boyu viicut boyunun ceyregi
kadardir. Boyali preparatlarda niikleuslar tipik olarak yiize benzer goriintii olusturmaktadir.
Trofozoit formun orta kisminda yer alan ve enine penge goriiniimii veren cisimcikler (sikica
toplanmis mikrotiibiiller; parabazal cisimcikler) morfolojik olarak farkli Giardia tiplerinin
ayriminda kullanilmustir. Giardia tiirlerinden sadece G. intestinalis in vitro kiiltiirde
cogaltilabilmistir. Kiiltiirde ¢ogaltma, parazitin konakta ince barsakta yerlesmesi ile uyumlu
olarak, biliyer lipidler ve yiliksek sistein konsantrasyonu ile artmaktadir. Trofozoitler
uzunlamasma ikiye boliinerek c¢ogalir ve kiiltiirde iki katina ¢ikma siiresi 6-12 saattir.
Aerotoleran anaerob metabolizmaya sahiptir. Glukozu ana karbonhidrat enerji kaynag1 olarak
kullanir ve glukoz metabolizmasi1 sonucu asetat, etanol, alanin, karbondioksit ve adenozin
trifosfat (ATP) olusur. Parazitin ATP olusturmak i¢in kullandig1 diger yol arjinin dihidrolaz
yolagidir. Kasilabilen proteinler iceren diskler ile bagirsak mukoza epiteline tutunur (Sekil 2)

(7,13,15,16).
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Sekil 2. Giardia intestinalis’in trofozoit goriiniimii (17).

2.3. Biyolojik Ozellikleri

Prototipik genotip A izolatmin genomu yaklasik 11,7 megabaz uzunlugundadir ve bes
kromozomda dagilmis halde bulunmaktadir. Baz1 ribozomal RNA alt tinitelerinin ve yolak
genlerinin analizi, parazitin evrimsel olarak en erken degisiklige ugrayan 6karyotlardan biri
oldugunu gostermektedir. DNA sentezi, transkripsiyon, RNA isleme ve hiicre dongii

mekanizmalarii kapsayan basit ve yogun bir genoma sahiptir (7).

Parazitin fosfolipid, yag asitleri, kolesterol ve piirin-pirimidin niikleozid sentez
yolaklar1 azalmis ya da hi¢ yoktur. Bu nedenle esansiyel yapitaslarmi yerlestigi ince barsak
limeninden temin eder. Lipid membran komponentlerini sentezleyecek enzimleri
bulunmamaktadir, sadece sekillerini degistirebilecek enzimlere sahiptir. Alanin disindaki

aminoasitleri bulundugu ortamdan temin eder (7).

Giardia sik antijenik degisiklige ugramaktadir. Varyanta 6zgiil yiizey proteini (VSP)
parazitin ¢ogalmasi swrasinda degismekte ve yeni kusaklarda tamamen farkli yeni protein
olugsmaktadir. VSP’ler, genel yapist birbirine benzeyen ve korunmus transmembran
karboksiterminal diziye sahip, yaklasik 250 farkli sisteinden zengin proteinden olusan bir
ailedir. Genomunda tiim bu proteinler kodlanmasmna ragmen aym: anda sadece bir tanesi
parazitin yiizeyinden ifade edilmektedir. Diger proteinler muhtemelen araya giren RNA
mekanizmalar1 ile elimine edilmektedir. Antijenik degisiklik, insan ve hayvan

enfeksiyonlarida, in vitro kiiltirde ve ensistasyon sirasinda meydana gelmektedir. Konagin



immiin yanitindan kagmada 6nemli olmakla birlikte kazanilmis bagisik yanit olmaksizin da
bazi VSP’ler 6zellikle tercih edilmekte ya da hig¢ ifade edilmemektedir. VSP”’ lerin her birinin
kendine Ozgii fizikokimyasal Ozellikleri oldugu, parazitin bulundugu intestinal ortam ve

konaga gore tercih yapildig: diistiniilmektedir (7).

2.4. Yasam Dongiisii

Enfekte kisilerin parazitin kist formunu iceren gaitalar1 ile kontamine gida veya suyun

agizdan alinmasi ile yasam dongiisii baglar (18).

Viicuda alnan kistler mide ve duodenumda, asit ve pankreas enzimleri varliginda
eksistasyona ugrayip trofozoit formuna doniisiir. Bu trofozoitler 9-12 saatlik bir stirede ikiye
boliinerek hizla ¢ogalir ve ince bagirsaga gecer. Burada notr pH ve sekonder safra tuzlarina
maruz kalmmasi ile ince bagirsak epiteline emici diskleri ile yapismaktadir. Trofozoitlerin
belirli araliklarda dokiilmesi ve gaita igerigine katilmasi, barsakta ilerlerken Kkist formuna

doniigerek gaita ile atilmasi ile dongii tekrarlanmaktadir (Sekil 2.4) (19).
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xontamins olur.

' Trofozoitier

Sekil 3. Giardia intestinalis’ in yasam dongiisii (20).

G. intestinalis trofozoitleri, 8-12 pm uzunlugunda ve 7-10 pm eninde fibriler, oval,
ince duvarlt kistler olugturmak {izere ensistasyona ugrar. In vitro olarak da indiiklenen
ensistasyon, pek ¢ok temel iglevi iceren karmasik bir siirectir. Erken evrede, kist duvar
proteinleri (CWP1-3) ve diger molekiillerin islendigi karakteristik ensistasyon vezikiilleri
olusur. Ge¢ evrede kist duvar proteinleri yiizeye taginir ve kist duvarinda N-

asetilgalaktozaminle birlestirilir, hiicre bdliinmesi olmaksizin niikleer bolinme ve DNA



replikasyonu gergeklesir. Hiicre duvari, ¢éziinmez fibrilller halinde kist duvar proteinleri ile

N-asetilgalaktozaminden ibarettir (7).

Eksistasyon, Kkistlerin gastrik asit ve pankreatik enzimler gibi ¢evresel uyaranlara
maruz kaldiginda baslayan koordine bir siiregtir. Morfolojik olarak iyi tanimlanmis olmasina
karsin molekiiler diizeyde iyi anlagilamamistir. Kist once dort niikleus iceren eksizoite
doniisiir. Daha sonra eksizoit, DNA replikasyonu olmaksizin ard arda iki kez boliinerek dort

trofozoit olusur (7,19).

2.5. Patogenez ve Immiin Yamt

Giardia onceleri zararsiz komensal olarak degerlendirilmistir. Semptomatik diyare,
cocuklarda malabsorbsiyon, su kaynakli salgin ve deneysel insan enfeksiyonlar1 ile
patojenitesi net bir sekilde ortaya konmustur. Giardia enfeksiyonu sonucu olusan ishal ve
bagirsakta emilim bozukluguna neden olan mekanizma ¢ok faktorlii oldugundan tam olarak
aydinlatilamamistir. Enfeksiyon 10-25 kadar az sayida kistin agiz yoluyla alinmasiyla
baglamaktadir. Giardia kistleri suda iki 1{i¢ ay dayanabilecek sekilde canliligini
koruyabilmektedir. Genellikle filtrelenmemis ylizey sularin yutulmasi, koti hijyen
kosullarinda insandan insana bulas en sik goriilen yayilim yontemidir. Daha nadir goriilen
yayilim ise bebekleri olan bireylerin bebek bezi ile temasi sonu yetersiz el yikanmasi, yasl
bakim meslegi ¢alisanlari, anaokuluna giden enfeksiyona ugramis ¢ocuklar ile temas sonucu
yayilim riski vardir. Gida ve hayvan kaynakli yayilimlarda goriilmektedir fakat 6nemli bir

yayilma yolu degildir (7,19).

Parazitin enfeksiyon ve diyareye neden olma yetenegi izolat, genotip ve muhtemelen
VSP ifade paternlerine gore degisiklik gostermektedir. Eksistasyondan sonra ince barsagin
yukar1 kisminda epitelin firgams1 ylizeyine emici diskleri aracilig1 ile tutunarak yasamaktadir.
Ince barsak biyopsilerinin ¢ogunda diisiik diizeyde enflamasyon gdzlenmektedir, ancak bazi
olgularda villuslarda kisalma ve atropi eslik edebilmektedir. Anormal histolojik bulgu diizeyi
arttikca klinik seyir de agirlagsmaktadir. Trofozoitlerin mukoza invazyonu, enterotoksin
salmimi ve firgams: epitel yiizeyini bozduguna dair az sayida kanit bulunmaktadir. Insan
intestinal mukoza epitel hiicre dizilerinde yapilan in vitro ¢alismalarda, disakkaritler de dahil
olmak iizere, parazitin fircams: kenar enzimlerinin iglevini bozdugu gosterilmistir.
Trofozoitler ayrica hiicreler aras1 baglantilar1 bozarak gecirgenligi artirmakta ve apopitozisi
indiiklemektedir. Ksiloz, disakkariddler, yaglar ve yagda erir vitaminlerin malabsorbsiyonu

kilo kaybma neden olmaktadir. Ince barsak epitelindeki bozulmaya ek olarak parazitin



limendeki etkilerinin de malabsorbsiyon ve diyare gelisimine katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte ince barsak yapisinda 15tk mikroskopu ile degisikligin

goriilmedigi kisilerde de diyare meydana meydana gelmektedir (7,19,21).

Parazitin viicuttan temizlenmesinde, reenfeksiyona karsi korunmada ve patogenezde
konak bagisiklig1 6nemli rol oynamaktadir. Ancak, immiinite ile ilgili veriler daha ¢ok fare ve
gerbillerde yapilan calismalardan elde edilmistir. Ayrica, Ozellikle insanda akut seyirli
giardiyaza immiin yanit ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Fare modellerinde parazitin
temizlenmesi alfa-defansin islevi, mast hiicre proteazi ve antikor iiretimi ile birlikte
seyretmektedir. Enfeksiyonun erken doneminde IL-6 salinimi olmaktadir. T hiicre yaniti
enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda etkiliyken daha sonra B hiicre yanit1 6ne ¢ikmaktadir.
Giardia enfeksiyonuna kars1 kismi bagisiklik gelisebilir. Reenfeksiyon daha ¢ok ¢ocuklarda
goriliir. Reenfeksiyonun olas1 nedenleri; farkli bir genotipe maruz kalma, parazitin farkli VSP
ifade etmesi, konagin yast ve beslenme durumu ile tek bir enfeksiyondan sonra intestinal
bagisikligin gelisememesidir. Hem B hem de T hiicreleri koruyucu bagisiklikta 6nemli rol
oynamaktadir. Giardia ile enfekte kisilerde sistemik antikor yanit1 olugsmaktadir. Kompleman
ile birlikte trofozoite letal etkili serum IgM ve IgG olugsmasina karsin parazitin yerlestigi
barsakta liimene salinan IgA antikorlar1 daha 6nemli rol oynamaktadir. Giardia antijenlerine
Ozgiil IgA gelistirmedeki basarisizligin insanlarda kronik giardiyaz ile iligkili oldugu one

stiriilmektedir (7,19).

2.6. Klinik

Giardia enfeksiyonlar1 her yasta, en fazla gocuklarda goriilmektedir. Giardiyazin klinik
semptomlar1 gaitadan kist atilimli asemptomatik enfeksiyondan akut diyareye ve hastanede
tedavi gerektiren dehidratasyona kadar degismektedir. Enfeksiyonlar kisa veya uzun
seyredebilmekte, malabsorbsiyonun eslik ettigi kronik diyare gelisebilmektedir. Enfeksiyonun
bir toplumda semptomatik seyretme orani, Giardia prevalansi, ilk temas edilen yas, endemik
bolgede yasama, konagin beslenmesi, bagisiklik durumu, genetik Ozellikleri, diger enterik
mikroorganizmalarla koenfeksiyon ve bdlgede baskin Giardia’nin genotipik o6zelliklerine
baglidir. Asemptomatik veya semptomatik hastalar tamamen iyilesebilir veya bazen yillar

stiren kronik enfeksiyonlar gelisebilir (1,7,19).

Kistlerin yutulmasmdan sonra belirtilerin baslamasina dek yaklasik 1-2 haftalik
inkiibasyon siiresi bulunmaktadir. Semptomatik giyardiyaz; akut baslayan diyare, abdominal

kramp, abdominal siskinlik ve flatulans ile karakterizedir. Hastada genellikle halsizlik,



bulanty, istahsizlik ve bazen siilflir kokulu gegirme bulunur. Siklikla kotii kokulu yellenme ve
digkilama, kilo kaybindan sikayeti vardir. Kusma ve iist gastrointestinal sistem semptomlari
daha az siklikta goriiliir ancak bazen dominant semptom olarak taninin gecikmesine neden
olabilir. Ates ve tenesmus atipik belirtilerdir ve diger etkenler g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Baglangicta gaita sulu ve bol miktardadir, digkilama sayist dokuzu bulabilir. Gaitada
makroskopik kan, pily, mukus ve mikroskopik polimorfoniikleer beyaz kiire bulunmaz;

varliginda bagka etken ya da koenfeksiyon diistiniilmelidir (1,7,19).

2.7. Epidemiyoloji

Giardiyaz tiim diinyada en yaygin goriilen enterik protozoal parazit enfeksiyonudur. Iliman ve

tropikal bolgelerde; siklikla yaz ve sonbaharmn erken donemlerinde goriilmektedir (1,2,7).

Giardiyaz her yasta insani etkilemektedir. Prevalansi gelismis tilkelerde % 2-5’tir (19).
En fazla 1-9 yas arasi ¢ocuklarda ve 40-45 yas yetiskinlerde saptanmaktadir (7).

Gelismekte olan iilkelerde bebekleri enfekte eden ilk patojenlerden biri Giardia’dir.
Hayatin ilk iki yilinda giardiyaz insidansi % 37,7 ile % 96,4 arasinda degismektedir ve
bebeklerin % 40’ inda 8 haftadan fazla siiren persistan enfeksiyon gelismektedir. Enfeksiyon
prevalanst 10 yas alti ¢ocuklarda pik yapmaktadir. Giardia siklikla diger enterik viral,
bakteriyel ve paraziter etkenlerle birlikte saptanmaktadir (7). Ulkemizde son yillarda farkli
illerde yapilan ¢alismalarda Giardia prevalans1 % 0,64 ile % 15,1 arasinda bulunmustur (22-
34). Adana, Ankara, Diizce, Gaziantep, Istanbul, Izmir, Konya, Manisa, Rize ve Van’da
yapilan bu g¢alismalarin sonuglar1 Tablo 2.7’ de gdsterilmistir. Tez calismasmin yapildigi
Kahramanmaras ilinde 2000-2002 déneminde 3509 oOrnek ile yapilan bir calismada G.

intestinalis goriilme sikligi % 6,5 bulunmustur (5).
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Tablo 1. Tiirkiye’de Son Yillarda Yapilan Prevalans Caligmalarmin Sonuglari

No vil Sehir / Ulke |  Yontem ;{:;Gr“b“ Pre(‘(’;')a”s z;;;;ak NO)

1 2008-2011 Van Mikroskopi 897151 4,7 Bayram Y ve ark. (22).
2 | 1988-2012 | istanbul | Mikroskopi fffgrs‘;b“ ? 3 Uysal HK ve ark. (23)

3| 1999-2000 | Istanbul | Mikroskopi | 57 e 14 Koksal F ve ark. (24)

4 | 2012-2013 Rize Mikroskopi g_'glgf 12,1 Cicek CA ve ark. (25)

5 2011 Adana | Mikroskopi 28655 2,6 Bayramoglu O ve ark. (26)
6 | 2011-2012 | Gaziantep | Mikroskopi gjsss%rubu ? 2,15 Eksi F ve ark. (27)

7 2009-2012 Diizce Mikroskopi 22- 61§rnek 151 Aytar AA ve ark. (28)

8 | 20102012 | Konya | Mikroskopi Zf_sgg;ubu ? 0,70 Pektas B ve ark. (29)

9 2014-2018 [zmir Mikroskopi 2218386 0,64 Bilman FB ve ark. (30)
10 | 2011-2015 Manisa Mikroskopi l‘gag 4g2r L;EE;( 1,45 Bastemir S ve ark. (31)
11 | 2018-2019 Ankara Mikroskopi Z;ngr ubiy) 1,56 Sarzhanov F ve ark. (32)
12 | 2003-2012 | Ankara Mikroskopi ;;‘_51(%“"” ? 1,33 Giilmez D ve ark. (33)
13 | 2008-2017 fzmir Mikroskopi gg%grg“b“ ¢ 3,9 Ulusan O ve ark. (34)

Ulkemize yakin/komsu iilkeler olan Bulgaristan ve Romanya’da yapilan ¢alismalarda

Giardia prevalansi sirasiyla % 3,4 ve % 1,87 olarak saptanmustir (35-36). iran’da iki farkli
sehirde yapilan ¢alismada % 3,16 ve % 9,9 siklikta Giardia goriilmistiir (37,38). Irak’ta
yapilan bir ¢alismada ise 5-10 ve 11-15 yas grubunda sirasiyla % 52,63 ve % 47,36 siklikta
Giardia bulunmustur (39).

G. intestinalis’in kaynagi, bu paraziti viicutlarinda bulunduran insanlardir. Bu kisilerin
digkilarindan kist ve trofozoit seklinde giinlilk milyonlarca parazitin digar1 atilmaktadir. Dig
ortamda kist formu yasamima devam edebilirken trofozoit formu yasamini yitirmektedir.
Giardia kistleri 6zellikle soguk suda uzun siire canli kalabilmektedir. Parazit fekal-oral yolla;
kontamine su, gida ya da insan-insan temasi ile kistlerin agiz yoluyla alinmasi sonucu
bulagmaktadir. Kist formu, klorlanma uygun kosullarda yapilmadiginda canli kalabildiginden
icme sularma kimyasalli filtrasyon uygulanmasi 6nerilmektedir. Yiizme havuzlar1 ve goller de
Giardia i¢in risk teskil edebilmektedir. Yiizey sular1 insan veya hayvan digkis1 ile kontamine
olabilmektedir. Enfekte gida kontamine elleri

sektorii  calisanlari ile enfeksiyonu

bulastrmaktadir. Giardia, ortak tiiketilen kontamine gida-su ile salgmlara neden
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olabilmektedir. insandan insana bulagma siklikla yakin temas ve gaita ile kontaminasyonun
cok oldugu kiigiik ¢ocuklu ailelerde ve kreslerde meydana gelmektedir. Kiiciik ¢ocuklarin
cogunda enfeksiyon asemptomatik seyretmekte ve sekonder yayilimda rol oynamaktadir

(1,2,7).

Gelismis llkelerde yurtdisina seyahat eden insanlarda ishal goriilmesi durumunda ilk

akla gelen etken G. intestinalis’tir (1,7).

Bir kemirgen tiirli olan gerbil, fare, kunduz, sigir, kopek ve kedi gibi pek ¢ok memeli
hayvanin insanlardakine benzer morfolojiye veya genotipe sahip Giardia ile enfekte oldugu
ya da deneysel olarak enfekte edilebilecegi gozlenmistir. Genetik subtipleme, hayvan
izolatlarmin c¢ogunda zoonotik potansiyelin diisiik oldugunu isaret etmektedir. En giiclii
epidemiyolojik baglanti, Kanada’da kunduz ile iligkilendirilen su kaynakli salginlarda

gosterilmistir (1,2,7).

Giardia enfeksiyon siklig1 agisindan irklar arasinda fark bulunmamistir. Giardiyaz

erkeklerde kadinlara nazaran hafifce daha sik goriilmektedir (19).

2.8. Tam Yontemleri

Ozellikle malabsorbsiyon ve kilo kaybi ile birlikte uzamis diyaresi olan ve beraberinde
kaynagi belirsiz igme suyu kullanma, krese giden ¢cocuk/¢ocukla temas oykiisii olan kisilerde
mutlaka giyardiyaz akla gelmelidir. Komplike olmayan giyardiyaz olgularinda beyaz kiire
sayis1 normaldir, eozinofili bulunmaz ve gastrointestinal gériintiileme bulgular1 nonspesifiktir.
Tanm1 parazitin gaitada mikroskopik olarak goriilmesi veya antijen ya da DNA’smin

saptanmasi ile konulmaktadir (1,7,19).

2.8.1. Direkt baki (Nativ-Lugol) yontemi

Gastrointestinal parazitlerin tanisinda geleneksel yontem gaitanin mikroskopik incelenmesi ile
trofozoit ve kist/yumurta formlarmin goriilmesidir. Mikroskopi genel olarak, zaman
gerektiren ve duyarlili§i gaitada bulunan parazit miktarina, incelemeyi yapan kisinin
yetkinligine, incelenen gaita miktarina ve inceleme siiresine bagli olan bir yontemdir. Giardia
enfeksiyonunun tanisinda mikroskopi ile >% 90 basar1 sans1 yakalamak i¢in farkl giinlerde

alinmis en az li¢ 6rnegin incelenmesi gerekmektedir (1,3,7).

Bilhassa sulu digk1 6rneklerinde 151tk mikroskobu ile hareketli trofozoitler goriilebilir.

Nativ yonteminde, lam {izerine yan yana bir damla fizyolojik tuzlu su ve esit miktarda digki
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konur, karistirilir, tizeri lamel ile kapatilir ve 151k mikroskobunda incelenir. Trofozoit ve
kistler boyanmayip seffaf olarak goriilmektedir. Trofozoitler armut seklinde ve kamgilariyla
hareketli goriilmektedir. Lugol yonteminde ise fizyolojik su yerine lugol ¢ozeltisi kullanilir.
Lugol ile parazit i¢i organeller sari-kahverengi tonlarinda boyanarak daha belirgin ve kolay

taninir hale gelir (Sekil 2.8.1). Fazla ekipman gerektirmemesi, pratik ve ucuz olmasi

bakimmdan en ¢ok kullanilan yontemdir,; fakat dezavantaji yalanct negatif sonug

alinabilmesidir (12).

Sekil 4. Giardia intestinalis’in Nativ Lugol mikroskopi yontemi ile goriiniimii (a: kistler, b:
trofozoit) (40).

2.8.2. Yogunlastirma yvontemi

Kistler her giin digkida bulunamayacag: gibi diskinin her tarafinda da goriilmeyebilir goriilme
sansin1 arttrmak i¢in digkidaki kistleri c¢oktiirerek yogunlagsmasmma dayanmaktadir. Nativ-
Lugol yontemine gore daha fazla malzemeye gereksinim duyulmakta ve ona gore daha pahali
yontem oldugu ifade edilmekte olup arastrmaya yonelik ¢aligmalarda Onerilmektedir. Bu
yontem basit dondiirme ile ¢Oktiirme ve formalin-asetat ile ¢oktiirme olarak iki sekilde

uygulanabilmektedir (41).

2.8.3. Boyama vontemi

Diskida parazit varliginin tespit edilip, hangi parazitin tespit edilemedigi durumlarda kalict
ornek elde etmek i¢in uygulanan yontem oldugu olup; siklikla Giemsa, Heidennhain’in Demir
Hematoksilen ve Trikrom boya yontemleri kullanilir (2). Giemsa boyama, uygulamasi kolay
ve kalict bir yontemdir. Mikroskopi goriintiisii ise flagella kirmizimsi pembe sitoplazma gri

mavi renkte goézlemlendigi tespit edilmistir. Demir hematoksilen boyama ile parazit siyah
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renk ile boyanmakta fakat yaygin olarak kullanilmamaktadir. Trikrom boyamada ise parazit

yesil veya yesilimsi renkte goriillmektedir (42).

2.8.4. Biyopsi

Giardiyaz siiphesinde gaita orneklerinde parazitin goriilmemesi durumunda duodenal biyopsi
alinarak yapilan mikroskopik incelemede trofozit form goriilebilmektedir (1,3,7). Jejunumdan
alinan biopsi drneklerinde villuslarin kisalmasi, diizlesmesi, lamina propriada hiicre birikimi

izlenmektedir (1).

2.8.5. Entero-test

Giardiyaz siiphesinde gaita 6rneklerinde parazitin goriilmemesi durumunda duodenal biyopsi
alinarak yapilan mikroskopik incelemede trofozit form goriilebilmektedir (1,3,7). Entero-Test
veya string testinde, ucunda absorban materyal olan ip hastaya yutturulur. Ip duodenuma
ulastiktan sonra duodenumda bulunan Giardia trofozoitleri absorban materyale tutunur. Ip
agizdan geri ¢ekilir ve mikroskopik olarak incelenir (1). Invaziv olmayan ve yiiksek
duyarlilifa sahip yeni gelistirilmis testler nedeniyle agizdan ulasilarak alinan ince barsak

materyalinin incelenmesine nadiren gerek duyulmaktadir (7).

2.8.6. Kiiltiir yontemi

Rutin olarak kullanilmayan bir yontemdir. G. intestinalis’in kiiltiirii trofozit sekli ile in vitro
olarak yapilmaktadwr. Kiiltiir, ilac kesfi, direng izleme ve serolojik caligmalar igin
yapilmaktadir. Genellikle G. intestinalis kiltiirii oksijen orani azaltilmig biiyiik hacimli
tiiplerde, hava gecirmeyecek sekilde hazirlanip kiiltiiri yapilir. Asir1 emek ve dikkat
gerektirmektedir. Bunun yaninda verimliligi diisiik ve zaman alic1 oldugundan ¢ok fazla tercih
edilmemektedir. Son zamanlarda mikroplaka ile kiiltiir alternatif olsa da heniiz standardize

edilmemistir ve yiikksek kontaminasyon riski bulunmaktadir (43).

2.8.7. Antijen testleri

Ozgiil solubl kist duvar1 ya da kisti saptayan immiinkromatografi, ELISA gibi uygulamasi
kolay, hizli ve daha duyarli, 6zgiil yontemler mevcuttur. Genellikle mikroskopiden daha
ucuzdur. Bu testler % 85-98 duyarlilik ve % 90-100 &zgiillige sahiptir (7,19). ELISA, ¢ok
saylda Ornegi birlikte ¢alismaya olanak saglamaktadir (2).
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2.8.8. Antikor testleri

G. intestinalis’e kars1 gelisen IgM, IgG ve IgA antikorlar1 saptayan ELISA testleri
gelistirilmistir (19).

Onceki enfeksiyonlarda gelisen antikorlarin varligi nedeniyle sistemik anti-Giardia
antikoru aranmasi akut enfeksiyonun tanisinda yararli degildir. IgG antikorlarin saptanmasi

seroepidemiyolojik ¢calismalarda faydali olabilir (7,19).

2.8.9. PCR testi

Antijen testlerine gore daha duyarli PCR tabanli testler de kullanima girmistir ve giderek artan
siklikta  kullanilmaktadir (2,7). PCR ile ayrica asemptomatik enfeksiyon da
saptanabilmektedir. 2009 yilinda yapilan bir ¢aligmada PCR testinin % 98,4 duyarlilik ve %
100 spesifik oldugu hesaplanmistir. PCR testi ile su 6rneklerinde de parazitin saptanabilecegi
bildirilmistir  (19). Duyarliliginin optimuma ulasabilmesi i¢cin PCR 6ncesi uygulanan niikleik
asit izolasyon isleminin de etkin bir sekilde yapilmasi gereklidir (12). Mikroskopik gaita
incelemesine gore daha duyarli olmasina karsin taninin sadece Giardia’yr hedefleyen PCR ile
yapilmasi durumunda diger etkenler/koenfeksiyon saptanamamaktadir. Bu nedenle son
zamanlarda ayni anda birden fazla paraziter etkenin saptandigi multipleks PCR yontemleri

gelistirilmistir (19).

2.9. Tedavi

G. intestinalis tedavisi 1955 yilinda kesfedilmistir. Giliniimiizde bir¢ok parazit
enfeksiyonlarmda kullanilan nitroimidazol sinifi ilaglar metronidazol, tinidazol, ornidazol ve
seknidazol ajanlarini1 da igermektedir (45). Tinidazol Amerika Birlesik Devleri disinda birinci
tercih olarak kullanilmasinin nedeni metronidazol’den daha az yan etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir (19). Tedavide kulllanilan diger ilaglar nitazoksanid, paramomisin, kinakrin
ve furazolidondur (7, 45). Yapilan bir arastirmada nitroimidazolun, seknidazoldan daha etkili
oldugu ifade edilmistir (46).

2.10. Korunma

Giyardiyazisten korunma diger gastrointestinal parazitozlarda oldugu gibidir. G.
intestinalis’ten korunmada en 6nemli nokta insan digkisinin uygun sekilde yok edilmesi ve

kisisel hijyen kurallarinin (en 6nemlisi el yikama) uygulanmasidir (1).
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Giyardiyaz1 Onlemek i¢in giivenilir su kaynagi temin edilmesi ve kisisel hijyen
kurallarina uymak gerekmektedir. Halojenizasyon (klor ve iyot) Giardia kistlerini 61diirmede
etkindir ancak suyun sicakligi, temizligi, pH, temas siiresi gibi degiskenler klorun etkinligini
degistirebilir ve daha yiiksek (4-6 mg/litre) klor diizeylerine ihtiya¢ duyulabilir. Klorlamanin
etkin olabilmesi i¢in suyun ayrica koagiilasyon-flokiilasyon, sedimentasyon ve filtreleme
islemlerinden gegirilmesi gerekmektedir. Sosyoekonomik diizeyi diisiik tlilkelerde ve dogada
su kaynaklar1 potansiyel olarak Giardia kisti kontaminedir. Suyu igmeden 6nce kaynatmak
kisti 6ldiirmek igin yeterlidir. Kontamine su ile hazirlanan gidalarin ¢ig tiiketilmesinden

kacmmalidir (1,7).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanmn amaci1 G. intestinalis enfeksiyonunun rutin laboratuvar tanisinda kullanilan
‘coktiirerek yogunlastirma + mikroskopik inceleme’ ile yeni ve daha duyarli olan molekiiler
yontemin (PCR) karsilastirilmasi ve molekiiler yontemin rutin kullanima uygunlugunun

degerlendirilmesidir.

Calismada Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak 2021- Eylil 2021 tarihleri arasinda
kliniklerden rutin parazit arastirilmasi i¢in gonderilen 110 gaita gaita 6rnegi analiz edilmistir.
Orneklerin alidig1 hasta grubu 58 erkek (yas araligi; 0-77, ortalama yas; 36+20,1) ve 52
kadindan (yas araligi; 5-85, ortalama yas; 41+20,4) olusmaktadir.

Gonderilen digkilar 6nce yarim saat igerisine 6zellikle G. intestinalis trofozoitlerinin

varligi agisindan nativ yontem ile mikroskopik olarak incelenmistir.

Ardindan %10 formaldehit-etil asetat ¢o6zeltisi ile c¢oktirerek yogunlastirma

isleminden sonra 6zellikle parazit kistleri nativ lugol preparati hazirlanarak aranmistir.

Gergek zamanli PCR 06ncesi, gaita 0rneklerinden DNA izolasyonu spin-kolon yontemi

ile yapilmastir.
Saflastirilan 6rnekler PCR testine kadar eksi 80°C’de saklanmustir.

Gergek zamanli PCR testi, Promega GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Katalog no:
A6101, Promega Corporation, Madison, ABD) ve parazitin beta-giardin geninde 222-296.
niikleotid pozisyonlarmi hedefleyen primer ve kalip ile uygulanmistir (Metabion,
Steinkirchen, Almanya). PCR testinde DNA izolasyon kontrolii i¢in bakteriyel 16S rRNA

genini hedefleyen primer ve kalip kullanilmistir (Metabion, Steinkirchen, Almanya).

3.1. Mikroskopik Inceleme

Kullanilan Malzeme:

— Lam ve Lamel

— Serum fizyolojik

— Lugol soliisyonu (% 0,3 iyot + % 0,7 potasyum iyodiir)

— Parazit kist/yumurta ¢oktiirme kiti (Apacor Midi Parasep SF Faecal Parasite
Concentrator, Katalog No: 149900, Berkshire, ingiltere)
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— Triton X-100 (Sigma, Katalog No: T8787, St.Louis, ABD)
— Santriftij, 15 ml tiip i¢in (Heraeus Labofuge 400 Function Line, Hanau, Almanya)
— Isik mikroskobu (Olympus CX41, Nagano, Japonya)

— Plastik gaita karistirma ¢ubugu

3.1.2. Direkt mikroskopik inceleme

Gonderilen digkilar 6nce yarim saat igerisine G. intestinalis trofozoitlerinin varligi agisindan
nativ yontem ile mikroskopik incelendi. Bu amagla gaita, hareketli trofozoitleri gérebilmek
icin dogrudan veya yogun ise bir damla serum fizyolojik ile karistirarak, trofozoit/kistleri sari-
kahverengi boyayarak daha belirgin hale getirmek i¢in 1 damla lugol ¢ozeltisi ile lam

tizerinde karigtirarak x400 biiyiitme ile incelendi.

3.1.3. Coktiirme ile konsantrasyondan isleminden sonra mikroskopik inceleme

Gaita Orneklerini yogunlastirmak amaciyla % 10 formalin igeren Parazit kist/yumurta
coktiirme kiti (Katalog No: 149900, Apacor Midi Parasep SF Faecal Parasite Concentrator,

Berkshire, Ingiltere) kullanildi. Ureticinin dnerileri dogrultusunda;

— 8 ml % 10 formalin igeren tiipe siirfaktan olarak 20 mikrolitre Triton X-100 eklendi.

— Tiipe yaklasik 0,5 gram (bezelye tanesi kadar) gaita eklenerek vorteks ile iyice
karismasi saglandi.

— 3.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi.

— Siipernatan dokiildii.

— Dipteki ¢okeltiden 1 damla, dnceden hazirlanmis temiz lama aktarildi ve 1 damla lugol
¢ozeltisi ile karistirilarak homojenize edildi. Uzerine lamel kapatilarak mikroskopta

incelendi.

3.2. Gercek Zamanh PCR

Kontaminasyonu engellemek amaciyla PCR isleminin {i¢ asamasi (PCR karigiminin
hazirlanmasi, fekal DNA izolasyonu ve PCR karisimina saf DNA’nin eklenmesi, cihaza

yiikleme ve goriintiileme ayr1 tahsis edilmis odalarda gerceklestirildi.

3.2.1. Fekal DNA izolasyonu

Kullanilan Malzeme:
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— Fekal DNA izolasyon kiti (Zymo Research Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep
Kit, Katalog No: D6010, Irvine, ABD)

— Vidali kapakly, steril, RNaz-DNaz icermeyen 2 ml tiip (Medpoint, Katalog No: MP-
002-CT, Cin)

— Vorteks (Dragon Lab MX-S)

— Mekanik Pargalama Cihazi (Analytikjena SpeedMill P12)

— Mikrosantrifiij

— Plastik gaita kasig1

— Spektrofotometre (Thermo Nanodrop 2000 Spectrophotometer)

Gaita oOrneklerinden fekal DNA izolasyonu/ekstraksiyonu i¢in kitin kullanim

prosediirii birebir uygulandi (Sekil 5):

(( » )) Homogenize sample with ZR
( ) BashingBead™ Lysis Tube

Filter Lysate with
Zymo-Spin™ llI-F

Bind, Wash, Elute DNA
with Zymo-Spin™ IICR

Polyphenolic Removal with
Zymo-Spin™ IlI-HRC

Lot = e

PCR Ready, Ultra-pure DNA

Sekil 5. Fekal DNA’nin spin-kolon yontemi ile saflastirilmasi (kit kullanim kilavuzundan)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Mikroskopik incelemeden sonra izolasyon islemine dek eksi 80°C’de saklanan gaita
ornekleri oda sicakliginda ¢oziindiiriildii.

Oda sicakligina ulagan gaita 6rneklerinden gaita kasig1 yardimi ile <150 mg (Silme
gaita kasig1) BashingBead™ Lysis tiipiline aktarildi ve iizerine 750 pl BashingBead™
Buffer eklendi.

Mekanik parg¢alama cihazinda 8 dakika tutularak iri partikiiller parcalandi ve
homojenize edildi.

BashingBead™ Lysis tiipli mekanik par¢alamadan ¢ikarilarak 10.000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda tiip icerisinden 400 pl siipernatan kismi alinarak Zymo-Spin™ I1I-F
filtresine transfer edilip Collection tiip i¢inde 8000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi.
Collection tiipiine gegen filtrattin tizerine 1.200 ml Genomic Lysis Buffer eklendi ve
vortekslenerek iyice karigsmasi saglandi.

Karigim Zymo-Spin™ IICR kolonuna aktarilarak 10.000 x g’ de 1 dakika
santrifiijlendi.

Collection tiip degistirilerek Zymo-Spin™ IICR kolonun iizerine 200 ul DNA Pre-
Wash Buffer eklendi.

10.000 x g’ de 1 dakika santrifiijlendi.

Collection tiip degistirilerek Zymo-Spin™ IICR kolonun tizerine 500 ul DNA Wash
Buffer eklendi.

10.000 x g’ de 1 dakika santrifiijlendi.

Zymo-Spin™ IICR kolonu 2 ml tiipe yerlestirildi.

Uzerine 100 pl DNA Elution Buffer eklenerek 10.000 x g’ de 30 saniye santrifiijlendi.
Zymo-Spin™ III-HRC Filter, Collection tiipiine alinarak iizerine 600 ul Prep Solution
eklendi, 8000 x g' de 3 dakika santrifiij edildi.

Zymo-Spin™ IICR kolondan eliisyonu yapilan sivi hazirlanmis Zymo-Spin™ III-
HRC filtresine aktarild1 ve 16.000 x g' de 3 dakika santrifiij edildi.

Filtrattaki DNA’nin saflig1 spektrometrede degerlendirildi, 260/280 nm absorbans
orani 1,8-2,2 araliginda 6lgiilen filtratlar artik/proteinden arindirilmis kabul edildi.
Aralik dig1 6l¢iim veren drneklerde DNA izolasyon islemi bastan itibaren tekrarlandi.

Saflastirilmis DNA olarak PCR’da kullanild1.
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3.2.2. Gercek zamanh PCR

Kullanilan Malzeme:

Gergek zamanli PCR/real-time qPCR karigimi (Promega GoTaq® Probe qPCR Master
Mix, Katalog no: A6101, Promega Corporation, Madison, ABD)

Hedef primer: G. intestinalis beta-giardin geninde 222-296. niikleotid pozisyonlarini
hedefleyen primer ve kalip (Metabion, Steinkirchen, Almanya) (Tablo 3.1).

Internal kontrol primer ve kalib1: Bakteriyel 16S rRNA genini hedefleyen primer ve
kalip (Metabion, Steinkirchen, Almanya) (Tablo 2.).

Is1 dongii cihazi (BioRad CFX96 TOUCH Real-Time PCR Detection, Katalog No:
1855196, ABD)

Tablo 2. Gergek Zamanli PCR testinde kullanilan Primer ve kalip dizileri

Primer-Kalip
Hedef Dizi (5°2>3’) Kaynak
Adi
G. P241-F CATCCGCGAGGAGGTCAA
intestinalis P241-R GCAGCCATGGTGTCGATCT 47
beta-giardin P24Lp FAM-AAGTCCGCCGACAACATGTACCTAACGA-
geni BHQ-1
] RWO01 AACTGGAGGAAGGTGGGGAT
Bakteriyel
DG74 AGGAGGTGATCCAACCGCA
16S rRNA 48
. FAM-TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG-
geni RDR245
TAMRA

Gergek zamanli PCR testi, gercek zamanli PCR/real-time qPCR karisimi Kkiti

iireticisinin Onerileri dogrultusunda calisilmistir. Hedef ve internal kontrol primer-kalip

dizileri iki ayr1 kaynaktan alindig1 ve ayni floresan boyayi igerdigi i¢in bir 6rnek iki ayr1 tiipte

caligild1. Prosediir:

1.

PCR o6ncesi temiz odada soguk blok iizerinde; hedef giardin genini ¢ogaltmak icin
ornek sayisi, negatif, pozitif kontrol ve pipetaj kayb1 (+1 reaksiyon) g6z dniinde
bulundurularak Tablo 3.2.2’ye gore reaksiyon karigimi hazirlandi.

Is1 dongii cihazina uygun PCR strip tiiplerine 16 pl dagitild1.
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Tablo 3. Hedef giardin geni igin PCR karigimi

Reagen (mikrolitre) 1 Reaksiyon icin miktar (ul)
DNaz-RNaz icermeyen su 3
GoTaq® Probe gPCR Master Mix, 2X 10
241-F (18 mikroM) 1
241-R (18 mikroM) 1
241-T (5 mikroM) 1
DNA 4
Toplam 20

3. PCR oncesi temiz odada soguk blok tlizerinde; internal kontrol genini ¢ogaltmak i¢in

ornek sayisi, negatif, pozitif kontrol ve pipetaj kayb1 (+1 reaksiyon) gz oniinde

bulundurularak Tablo 3.2.3’e gore reaksiyon karisimi hazirlandi.

4. Is1dongii cihazia uygun PCR strip tiiplerine 16 pl dagitildi.

Tablo 4. Internal kontrol geni i¢in PCR karisimi

Reagen (mikrolitre)

1 Reaksiyon i¢in miktar (ul)

DNaz-RNaz icermeyen su 3
GoTaq® Probe gPCR Master Mix, 2X 10
IK Primer-F/RWO1 (18 mikroM) 1
IK Primer-R/DG74 (18 mikroM) 1
Kalip/RDR245 (5 mikroM) 1
DNA 4
Toplam 20

5. Karisim dagitilmis PCR strip tiipleri soguk blok {izerinde PCR odasmna tagmarak
burada tlizerlerine 4 ul DNA eklendi.

6. Tipler, sicaklik-okuma profili Tablo 5’ e goére ayarlanan 1s1 dongii cihazmna

yerlestirildi.

Tablo 5. Is1 dongii cihazi sicaklik ve okuma profili

Dongii Sayisi Sicaklik ve Siire
1 95°C’de 2 dakika
50 95°C’de 15 saniye
60°C’de 1 saniye [OKUMA]

7. Cihaz calismasini tamamladiktan sonra sonuglar degerlendirildi. Sigmoidal goriinen

her egri pozitif sinyal olarak degerlendirildi. Hedef tiipte negatif veren 6rnekler ancak

internal kontrol tiipiinde pozitif sinyal varliginda negatif olarak degerlendirildi.
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3.2.3. istatistiksel analiz

Bulgularin degerlendirmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi. PCR testinin laboratuvar kosullarinda alt saptama limitini
belirlemek i¢in Probit regresyon analizi uygulandi. Dagilim i¢in Logio tabaninda verilere
doniisiim uygulandi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi. Veriler IBM SPSS
versiyon 22 ve R.3.3.2 yazilimlari ile ger¢eklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismada 110 gaita drnegi incelenmistir. incelenen Orneklerin alindig: hastalarn 52° si
kadin, 58’ i erkek idi; yas ortalamas1 38,3 yil (yas araligi; 0-85) idi. Hastalarin demografik
Ozellikleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 6. Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Cinsiyet Say1 (%) Yas Arahgi Ortalama Yas
Kadin 52 5-85 41
Erkek 58 0-77 36

Toplam 110 0-85 38,3

4.1. Mikroskopik Inceleme

4.1.2. Direkt mikroskopik inceleme

Direkt mikroskopik inceleme ile hi¢bir ornekte G. intestinalis trofozoiti veya Kisti

gortiilmemistir.

4.1.3. Coktiirme ile konsantrasyon isleminden sonra mikroskopik inceleme

% 10 formol asetat ile yapilan ¢oktiirme isleminden sonra yapilan mikroskopik incelemelerde
3 ornekte (% 2,7) G. intestinalis kisti saptanmustir (Resim 4.1).

Resim 1. Coktiirme ile konsantrasyondan isleminden sonra Giardia intestinalis Kistleri
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4.2. Ger¢ek Zamanh PCR (rt-PCR)

Gergek zamanli PCR testi ile 11 6rnekte (% 10) G. intestinalis DNA’s1 saptanmistir (Resim
4.2). Real-Time PCR test sonucu pozitif bulunan orneklerin mikroskopi sonuglart ve

hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 7’ de gosterilmistir.

Amplification

Resim 2. Pozitif sonug veren ornekte real-time PCR cihazi ekran goriintiisii

Tablo 7. PCR testi pozitif bulunan drneklerin mikroskopi sonuglar1 ve hastalarin demografik
ozellikleri

Sira MII((I;SOiSaI(r(()jri);klgilgtie)leme rt-PCR Ct Degeri Yas Cinsiyet
1 Pozitif 28,4 27 Kadin
2 Negatif 23,52 27 Kadin
3 Pozitif 22.46 33 Kadin
4 Negatif 30,42 33 Kadin
5 Negatif 40,86 33 Kadin
6 Negatif 41,12 37 Kadin
7 Negatif 30,01 48 Kadin
8 Negatif 30,73 65 Kadin
9 Negatif 29,43 11 Erkek

10 Negatif 36,7 33 Erkek
11 Pozitif 24,6 36 Erkek

Ct: Cycle of threshold.
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Konsantre edilmis gaita drneklerinde yapilan mikroskopik incelemede G. intestinalis
kisti goriilen 3 Ornegin rt-PCR testi de pozitif sonu¢ vermistir. PCR testinde ek olarak
mikroskopisi negatif sonu¢ veren 8 oOrnekte daha PCR ile pozitif sonu¢ almmustir. iki
yontemin kargilastrmali sonuglar1 Tablo 8 de gosterilmistir. PCR referans alinarak yapilan
istatistiksel analizde, iki testin karsilastirmasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,001).
Mikroskopinin duyarlilig1 % 27,3; 6zgiilliigii % 100 olarak hesaplanmstir.

Tablo 8. Mikroskopi ve PCR sonuglarmin karsilastiriimasi

Mikroskopi
Pozitif Negatif P
Pozitif 3 8
PCR Negatif 3 99 P<0,001*
Toplam (n=110) 0 107

Kappa katsayist: 0,403; *: Istatistiksel olarak anlamli; Referans test: PCR.
4.3. Analitik Duyarhhk

Gercek zamanli PCR testinin laboratuvar kosullarinda analitik duyarliligi belirlenmistir. Bu
amacla, mikroskopide G. intestinalis kisti goriilen Orneklerden biri rastgele segilerek
mililitredeki kist sayis1 ‘improved’ Neubauer laminda sayilmis ve 1.250.000 olarak
belirlenmistir. Daha sonra bu 6rnegin saflastirilmis DNA’sinin seri sulandirimi yapilarak her
sulandirim 3 kez olmak {iizere rt-PCR ile ¢alisilmistir. Sulandirim oranlari, mililitredeki kist

say1s1 ve PCR sonuglar1 Tablo 9’da gosterilmektedir.

Tablo 9. Probit analizi ncesi diliisyon oranlari, Kist sayis1 ve rt-PCR sonuglar1

Mililitrede r-PCR rt-PCR rt-PCR
Sira Diliisyon . 1. Calisma 2. Cahisma 3. Calisma
Kist Sayis1 Sonuew N Salism
1 1 1.250.000 T " .
2 1/3 416.667 n " +
3 1/9 138.889 n " .
4 1/27 46.296 + " .
5 1/81 15.432 + " .
6 1/243 5.144 + " .
7 1/729 1.715 + " -
8 1/2.187 572 + " -
9 1/6.561 191 + " -
10 1/19.683 64 - - :
11 1/59.049 21 - " :
12 1/177.147 7 - :
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Probit analiz ile testin laboratuvar kosullarinda analitik duyarliligi %95 giiven
araliginda mililitrede 570,3 kist (1/2.192 diliisyon; -1,554 L0g10) olarak belirlenmistir (Sekil
4.1).
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Sekil 6. Probit analizi
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5. TARTISMA

G. intestinalis enfeksiyonu diinya ¢aginda en sik goriilen parazit kaynakli enfeksiyonlardan
biridir (10). Asya, Afrika ve Latin Amerika’ da 200 milyon insanin bu parazit enfeksiyonun
maruz kaldigi ve sadece ¢ocuklarda yilda yaklasik 500.000 yeni enfeksiyon gelistigi
bildirilmektedir (45).

Ulkemizde son yillarda farkli illerde yapilan galismalarda Giardia prevalans: % 0,64
ile % 15,1 arasinda bulunmustur (22-34).

Giardia enfeksiyonunun belirtisi goriilemeyecegi gibi kusma, anoreksi, diyare,
abdominal agr1 ve gaz, bulant1 ile seyreden akut ve kronik gastrointestinal semptomlarla
seyredebilmektedir. Kronik enfeksiyon sonucu 0Ozellikle ¢ocuklarda kilo kaybi, yetersiz

beslenme, bedensel ve zihinsel gelisme geriligi gelisebilmektedir (49-50).

Giardiyaz tanisinda giinlimiizde en ¢ok tercih edilen yontem direkt mikroskopidir.
Ancak yeni gelistirilmekte olan ve parazitin antijen veya niikleik asitinin tespitine dayali

testler de giderek artan siklikta kullanilmaya baslamistir (2).

Suudi Arabistan’da G. intestinalis’in de iglerinde bulundugu bazi parazitlerin tanisinda
immunoassay, mikroskopi ve ger¢ek zamanlh PCR tam1 yontemlerinin degerlendirildigi bir
calisgmada, PCR diger iki yonteme gore daha duyarli bulunmustur. Testlerin duyarliliklar:
immunoassay, mikroskopi ve gercek zamanli PCR igin sirasi1 ile % 95,2; % 85,7 ve % 100

olarak tespit edilmistir (51).

Rutin mikroskopik inceleme igin génderilen 472 digk1 6rnegi ile yapilan bir ¢alismada
multipleks PCR, ger¢ek zamanli PCR ve mikroskopi (demir-hematoksilen boyama)
yontemleri karsilastirilmistir.  Multipleks PCR ile rt-PCR sonuglar1 % 100 uyumlu
bulunmustur. Ger¢ek zamanli PCR ile karsilastirildiginda multipleks PCR’in duyarlilik ve
ozgiilligi % 100 ve % 100; mikroskopinin % 50 ve % 100 bulunmustur (52).

Irak’ ta yapilan bir calismada, ¢ocuk hastanesine gelen 180 hastadan toplanan disk1
orneginde mikroskopi, immiinokromatografik test ve PCR tani yontemi karsilastirilmistir.
Yontemlerin duyarhiliklar: swras1 ile % 84, % 84 ve % 100 olarak hesaplanmistir. PCR
yontemi diger yontemlere gére daha hassas ve spesifik bulundugu i¢in tanida kullanilmasi

tavsiye edilmistir (39).
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Bat1 Kenya’ da yapilan bir ¢alismada, yiliksek duyarliligina karsin maliyeti nedeniyle
kullanilamayan PCR testi temel alinarak mikroskopinin gilivenirliginin saptanmasi
hedeflenmistir. Mikroskopinin duyarlilik ve 6zgilliigi sirasiyla % 64,4 ve % 83,6 olarak
hesaplanmis ve kisith kaynaga sahip bolgelerde giivenilir bir yontem oldugu sonucuna

vartmistir (53).

Suudi Arabistan’in Cidde kentinde 100 6rnekle yapilan bir arastirmada mikroskopi,
hizli  kromatografik test, immiinoassay ve ger¢cek zamanli PCR tam1 yoOntemleri
karsilastirilmis; duyarlhiliklari sirasi ile % 73,9; % 73,9; % 91,3 ve % 95,7 olarak bulunmustur.
Gergek zamanli PCR kolay, zaman kazandiran ve ¢ok sayida numuneyi inceleme imkani

saglayan bir yontem oldugu i¢in rutin olarak kullanilmasi gerektigi vurgulanmistir (54).

Iran’in farkli sehirlerinde yapilan calismada G. intestinalis enfeksiyonunun rutin
tanisinda mikroskopi ve PCR yontemleri karsilastirilmig, PCR yonteminin % 100 duyarli
oldugu saptanmistir. Mikroskopi yonteminin uzman personel gerektirmesi nedeni ile dogru ve

hizli tan1 i¢in rutinde ger¢ek zamanli PCR yontemi tavsiye edilmistir (55).

Cezayir’de 2013-2018 yillar1 arasinda dort farkli hastaneden elde edilen 119 6rnek ile
yapilan c¢alismada ise genotipleme amaglanmis fakat beraberinde mikroskopi ve gergek
zamanli PCR testinin karsilastirmas1 yapilmistir. PCR ile pozitiflik saptanan 80 Ornegin
66’sinda mikroskopide parazit saptanmistir. Mikroskopinin pozitif oldugu 14 6rnek PCR ile
negatif sonu¢ vermistir. PCR ile negatif sonu¢ alinmasi, mikroskopik incelemede yanlis

yorum ve kistlerin DNA igerigini kaybetmis olabilecekleri ile iliskilendirilmistir (56).

Tiirkiye” de 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada sindirim sistemi rahatsizligi olan
hastalara ait 94 diski 6rneginde ELISA, mikroskopi ve ger¢ek zamanli PCR yontemlerinin
karsilastirilmasi yapilmistir. Gergek zamanli PCR ile mikroskopi yonteminde 38 ortak
pozitiflik saptanmis; mikroskopinin negatif olarak degerlendirildigi 37 6rnek ger¢ek zamanl
PCR ile pozitif sonug vermistir. PCR ile karsilastirildiginda mikroskopi % 50,7 duyarh ve %
100 6zgiil bulunmugstur. Sonuglar, mikroskopi yonteminin yetersizligi olarak yorumlanmistir

(49).

Gergek zamanli PCR, hizli immiinolojik test ve mikroskopinin karsilagtirildigi bir
diger ¢aliymada ise PCR yOnteminin ¢apraz kontaminasyon nedeni ile 6zgiilliigliniin diistik
oldugu, ek bir test olarak kullanilmasi ve mikroskopinin tamamlayicisi olarak kalmasi

gerektigi belirtilmistir (57).
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Burkina Faso’da farkli okullardaki ¢ocuklardan alinan 882 diski 6rneginde yapilan
caligmada, mikroskopi ile G. intestinalis goriilen 92 6rnek ve rastgele segilen 53 negatif
ornekte gergek zamanli PCR ¢alisilmistir. Mikroskopi referans alindiginda gercek zamanli
PCR testinin duyarlilig1 ortalama % 76,6; 6zgilliigi % 96,2 bulunmustur. Calismada her ne
kadar mikroskopi altin standart kabul edilse de mikroskopi pozitif, PCR negatif sonuglarin
mikroskopide yanlis yorumlama (kist gortinimiiniin Morel mantar1 sporlarina benzemesi)
nedeniyle potansiyel yalanci pozitiflik ya da d6rneklerin saklanmasi sirasinda DNA’nin lizise

ugramasi kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir (58).

Fransa’ da 12 sehirden toplanan Ornekler ile yapilan ¢alismada G. intestinalis ile
birlikte Entamoeba histolytica ve Entamoeba dispar/Entamoeba moshkovskii’nin
saptanmasinda multipleks PCR ve mikroskopi yontemleri karsilagtirilmistir.  PCR’m Giardia
icin duyarlihigi ve 6zgilligi sirasiyla % 89,7 ve % 96,9 bulunmustur. Sonug olarak rutin

tanida kullanilmasi tavsiye edilmistir (59).

Giardia yaninda Blastocystis sp., Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp.,
Dientamoeba fragilis ve Cyclospora cayetanensis’i saptayan 3 ticari multipleks rt-PCR
testinin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise testlerin Giardia i¢in duyarlilik/6zgilliikleri %
92,5/% 100, % 92,5/% 99,3 ve % 97,5/% 100 hesaplanmustir. Ticari PCR testi se¢iminde

kitin performansimin da géz 6niinde bulundurulmasi gerektigi vurgulanmistir (60).

Bizim c¢alismamizda ise parazitoloji laboratuvarimiza gelen 110 digski O6rneginde
¢oktiirme isleminden sonra yapilan mikroskopik ile incelemede 3 pozitif, ger¢ek zamanli PCR
yontemi ile 11 ornekte pozitif sonu¢ saptanmistir. Mikroskopi ile Giardia kisti goriilen 3
ornegin hepsi PCR ile pozitif sonu¢ vermistir. PCR referans alinarak yapilan istatistiksel
analizde, iki testin karsilastirmasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,001). Mikroskopinin
duyarlilign % 27,3; ozgilligi % 100 olarak hesaplanmistir. Ger¢ek zamanli PCR’1in
mikroskopiye gore daha duyarl oldugu degerlendirilmistir.

PCR testinin analitik duyarliligini tespit etmek i¢in ideal yaklasim hedef beta-giardin
geninin bilinen miktarmi igeren referans bir 6rnek kullanilmasi olmasina karsin, kaynak
kisitliligi nedeniyle ¢alismamizda mikroskopik olarak kist goriilen bir 6rnek ile Probit analizi
yapilmast tercih edilmistir. Probit analizinde, testin laboratuvar kosullarinda analitik
duyarliligi % 95 giiven araliginda mililitrede 570,3 kist (1/2.192 diliisyon; -1,554 L0g1o)
olarak belirlenmistir. iki ticari test kitinde analitik test duyarhlig1 optimum kosullarda (hacim

verilmeksizin; reaksiyon basina) en az 100 kopya olarak belirtilmistir (61, 62). Calismamizda
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yaklagik 0,5 ml gaitada bulunan DNA 100 pl eliisyon hacmi ile saflastirilip bu miktarm 4
mikrolitresi PCR reaksiyonunda kullanildig1 icin saptadigimiz duyarlilik limitinin

karsilastirilabilir oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

G. intestinalis enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda giinimiizde halen rutin olarak kullanilan
mikroskopik yontemin diisiik hassasiyeti gz oniinde bulunduruldugunda yiiksek maliyetine
karsin gercek zamanli PCR yOnteminin rutin tanida daha sik kullanilmasinin enfeksiyonun

tanisi ve yayiliminm 6nlenmesinde daha faydali olacagi disiiniilmektedir.

Diger testlerde oldugu gibi rt-PCR testininde de rutin uygulanmaya baslanmadan 6nce
DNA izolasyon yontemiyle biitiin olarak performansmin degerlendirilmesinin gerektigine

inanilmaktadir.
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