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OzZET

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu yontemi parazitolojik hastaliklarin tanisinda son
yillarda etkili bir sekilde kullaniimaktadir. G. intestinalis’e ait, mikroskopi ile ayirt edilemeyen 7
farkl grup oldugu (A-G), bunlardan sadece A ve B’nin insan enfeksiyonuyla iligkili oldugu anca
bu genotiplerin basta evcil hayvanlar olmak Uzere birgok memelide bulunabilidigi birgok
¢alismada gosterilmistir. Bugline dek yapilmis ¢alismalarda, Giardia enfeksiyonlarinda gortlen
farkli klinik tablolar ile A ve B gruplari arasinda iliski oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, Manisa'da insanlarda ve hayvanlarda bulunan Giardia intestinalis
genotiplerinin, molekiler epidemiyolojilerinin ve enfeksiyon karakterlerinin arastiriimasi
planlanmistir. Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuar’'na bagvuran ve
G.intestinalis yéninden pozitif 45 hastaya ait digki drnegi ¢alismaya alinmistir. Bu érneklerin
DNA izolasyonu sonrasi “trioz fosfat izomeraz” gen bdlgeleri gercek zamanl “nested” polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle amplifiye edilmig, diziye 6zgi DNA problari kullanilarak erime
egrisi analizi ile genotipik ayrimlari yapilmistir. Analizleri yapilan 45 izolatinin 33’0 (%73,3) A
genotipi, 5'i (%11,1) B genotipi ve 7’si (15,5) A+B karigik genotip bulunmustur. Hastalarin
cogunda 43/45 (%95,5) Giardia enfeksiyonu ile iligkili bir ya da birden fazla semptoma
rastlanirken sadece 2 hastada herhangi bir semptom bildiriimemistir. Hastalar tarafindan en sik
bildirilen semptomlarin karin agrisi (%37,7) ve ishal (%24,4) oldugu goérilmustir.

Calismamizda rutin mikroskobik incelemeler ile pozitif bulunan tim 6rnekler gergcek zamanl
PZR ile de pozitif bulunmus olup islemin %100 duyarliik ve 6zglnlige sahip oldugu
gorulmastar. Ayrica, Manisa bdlgesinden toplanan klinik érneklerde, dnceki ¢alismada oldugu
gibi G. intestinalis’in A genotipine daha sik rastlanmistir. Uygulanan yontemin daha fazla
ornekle test edilerek elde edilen sonuglarin dogrulanmasi durumunda, bdlgemizde giardiasisin
epidemiyolojisi hakkinda daha dogru bilgiler elde edilecegi distintlmustur.

Anahtar Kelimeler: Giardia intestinalis, genotip, gergek zamanl PZR, Turkiye
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ABSTRACT

Real time PCR has been used commonly in the diagnosis of many parasitogical diseases.
Giardia is a genus of intestinal flagellate protozoa, including six species that infect several
vertebrates. Giardia intestinalis is currently the only known species found in humans, while it is
also found in other mammals such as pets and livestock. The morphological differences among
the isolates of G. intestinalis are quite little; however, latest molecular biological studies have
demonstrated seven distinct assemblages (A-G) belonging to G. intestinalis, which is not
possible to discriminate with routine microscopic methods.

The purpose of the study was to assess the genotypes of clinical isolates of Giardia
intestinalis using Real Time PCR, and evaluate their epidemiological and clinical characteristics
in Manisa, Turkey. Fourty-five isolates from G.intestinalis-infected patients diagnosed during the
routine microscopic examination with wet mount, formalin ethyl acetate concentration and
trichrome staining in the laboratory of Celal Bayar University School of Medicine Department of
Parasitology, were included in the study. The isolates were amplified successfully with real time
nested PCR by targeting triose phosphate isomerase and using sequence-specific DNA probs
for identified genotypes by melting-point analysis. Thirty-three of 45 samples (73.3%) were
found to be genotype A, 5 samples (11.1%) were found to be genotype B, while the remaining
7 (15.5%) samples were found to be mixed infection (A+B). Real time PCR was found tobe
100% sensitive and specific.

In the present study, a Real Time PCR test procedure with 100% of sensitivity and
specificity was identified to be used in the clinical diagnosis of giardiasis patients. In addition,
the results showed that Assemblage A was more common in our patient series, as idenitified in
the previous study conducted in Manisa. After confirmation of the method through assessments
with more clinical samples, we will surely obtain more precise data concerning the epidemiology
of giardiosis our region.

Key words: Giardia intestinalis, genotype, real time PCR, Turkey
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1.GIRIS

Giardia genusu, onu 1681°de ilk kesfeden Antony van Leewehoek’'den beri biyologlarin ve
klinisyenlerin ilgisini cekmistir (Monis et al,2009). Diinyada en iyi bilinen, en sik rastlanan ancak
heniz tam anlamiyla anlasilamamis bir parazitik organizmadir (Thompson, 2000). Alisiimigin
disinda birkag 6zelligi nedeniyle karmasik ve ilgi gekici bir organizma olarak tanimlanmaktadir
(Monis et al,2008). Bu ilgi sadece parazitin, veterinerlik ve medikal alanda dneminden degil
primitif dogasi ve 6karyotik bir organizma olmasina kargin sahip oldugu bazi ilkel prokaryotik
Ozelliklerden kaynaklanmaktadir (Caccid ve Sprong 2010). Hemen hemen ayni anda replike
olan ve trankripsiyonel olarak aktif 2 cekirdegi ve yapisma diski gibi 6zglin organellerinin
bulunmasi, buna karsin; mitokondri, peroksizom, ¢ekirdekcik ve trofozoitlerinde golgi
kompleksinin bulunmamasi karmasik ve ilgi ¢ekici olarak nitelendiriimesinin sebebidir (Adam
2000; Adam, 2001; Monis et al, 2009).

Giardia cinsi; insan, maymun, bir ¢ok kemirgen, kdpek, kedi, at, sigir, kegi, koyun, kus
turleri, kurbaga yavrusu, kertenkele, baliklar da dahil olmak Gzere omurgalilara ait tim siniflarin
intestinal sistemlerinde bu cinse ait érnekler gosterilmistir (Daldal ve Ozensoy, 1997; Ak ve
digerleri, 2007).

1952’de Francis Filice Giardia tirlerini morfoloji ve orta cisimlerini dikkate alarak yaptigi
siniflandirma ile 3 farkh Giardia tirini ayirt etmistir. Giardia intestinalis (syn:G.duodenalis,
G.lamblia); insan dahil bir ok memelide, G. muris; kemirgenlerde, G. agilis ; amfibilerde
bulunan tirlerdir. Son yillarda elektron mikroskobu ile yapilan galismalar neticesinde 3 farkl
Giardia tlr0 daha ayirt edilmistir. Bunlar; G. psittaci muhabbet kuslarinda, G. ardeae
balikgillarda, G.microti tarla faresi ve misk faresinde bulunan tirlerdir (Adam,2001).

G. intestinalis insanda hastalik yapan tek Giradia tlrl olmasina karsin evcil hayvanlarda,
¢iftlik hayvanlarinda ve genis bir élgide vahsi hayvanlarda bulunabilmektedir (Thomson,2000;
Caccio et al,2002).

Az gelismig Ulkelerde 6zellikle gocuklar icin beslenme guglukleri dnemli bir problem olarak
varligini korumaktadir. Bu nedenle c¢ocuklarda biylime ve gelisme geriligi yaratan cesitli
enfeksiyonlarla basa ¢ikma zorunlulugunu ve enfeksiyon karakterlerinin belirlenmesinin énemi
net bir bigimde g6z 6nline getirmektedir. Cocuklarda bu problemler géz 6niine alindiginda
parazitolojik agidan ilk akla gelen Giardia genusu ve yol actigi hastaliktir. Kamgili bir protozoon
olan G. intestinalis’in yol ac¢tigi hastalia giardiasise denir. Enfeksiyon 6zellikle ¢ocuklarda ¢ok
sik rastlanmakta ve uzun sureli olarak devam etmektedir. Az gelismis toplumlarda, giardiasisin
neden oldugu sindirim ve beslenme bozukluklarina bagh olarak malnutrisyon ve
malabsorbsiyona neden olan hastalik, ¢cocuklarda ¢ok agir seyredebilir, bedensel ve zihinsel
gelisme bozukluklarina sebep olabilmektedir. Cogunlukla duodenumda, nadiren safra kesesi ve

safra yollarinda parazitlenmesiyle olusan ve basta sindirim bozukluklari olmak (zere birgok



belirtiye neden olabilen bir enfeksiyona yol agmaktadir (Unat,1995; Ak ve digerleri, 2007).
Sagdlikli gorunen erigkinlerin bir kisminda ise yagh diskilamaya yol acan G. intestinalis ayni
zamanda tum dinyada gezginci ishali olarak bilinen tablodan da sorumlu tutulmaktadir. G.
intestinalis’in her yil yaklasik 280 milyon vakaya sebep oldugu ve gelismekte olan llkelerde en
sik rastlanilan parazit tiri oldugu bildiriimektedir. Asya, Afrika ve Latin Amerika’da her yil
500000 yeni olgu rapor edilirken, 200 milyon insaninda semptomatik giardiasis oldugu
bilinmektedir (WHO, 1996)

G. intestinalis viral enfeksiyonlardan sonra en sik rastlanan diyare etmenidir (WHO, 1996;
Thompson et al, 2000). Dinyada iliman bélgelerden tropikal kusaga kadar gelismis ulkelerde
%2-5 arasinda degisen oranlarda, gelismekte olan Ulkelerde ise %20-30’a varan oranlarda
yayilig g6stermektedir (Ak ve digerleri2007). Ozellikle gocuklarda gok sik rastlanmakta ve uzun
sureli olarak devam etmektedir (Unat,1995; Ak ve digerleri, 2007). Geligsmis llkelerde kreslerde
ve yurtlarda salginlardan sorumlu oldugundan énemli bir parazittir ( Ak ve digerleri 2007).

Ulkemizde giardiasis en vyaygin rastlanan bagirsak parazitlerindendir. Ulkemizde
erigkinlerde G. intestinalis’ e rastlanma orani ortalama %7,5 iken ¢ocuklarda bu oran % 12
civarindadir (Ozgelik ve Degerli, 1997). Bu oranlar, alt yapi sorunu olan bdlgelerde ve topluluk
halinde yasanilan &zellikle yurt, kres vb. yerlerde artmaktadir. Yapilan calismalar parazite
rastlanma sikliginin sosyo-ekonomik faktorler ile dogrudan iligkili oldugunu gostermistir (Ak ve
digerleri 2007).

insandan insana bulas parazitin en yaygin bulasma bicimi olup capraz gecis olarak
adlandirilan hayvandan insana veya insandan hayvana gecisin mimkin olabilecegi cesitli
arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Thompson,2000; Geurden et al 2010, Thompson et al
2010 Ballweber et al, 2010).

Son zamanlarda yapilan molekuler galismalar G. intestinalis’in en az 7 farkl genotipe (A-G)
sahip oldugu belirtilmistir. Bu genotiplerden sadece 2 tanesi insanlarda hastaliga neden oldugu
gosterilmistir. Ancak insanda bulunan A ve B genotipi birgok memelide bulunmaktadir. insan ve
memelilerden elde edilen izolatlari molekuler yapilarinin heterojeniteye sahip oldugu
saptanmistir. Bu da Giardia tlrlerinin zoonotik potansiyelinin ve taksonomisinin anlasiimasi igin
¢ok 6nemli katki saglamistir. Bu durum hastaligin hayvanlardan insanlara gecebilecegine dair
gUgld bir kanit olarak da sunulmaktadir ( Thompson, 2000; Caccio, 2005).

Blastocystis hominis ve Entamoeba histolytica gibi bazi badirsak protoozonlarinda farkh
genotiplerin patojenite 6zelliklerinin de farkli oldugu goésterilmistir. Bu durumun belirlenmesi ile
hastaliJa neden olmayan suglarin tanimlanmasi saglanarak tedavi sudresini ve niteliginin

degistiriimesi veya tedavi verilmemesi mumkuin olabilecektir.

Bu calismada parazitoloji laboratuarinda cesitli yontemler ile G. intestinalis kist veya

trofozoiti rastlanan olgulardan toplanan gaita drneklerinden izole edilen DNA’lar, gergek zamanli



polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak bélgede bulunan G.intestinalis suslarinin
genotipleri ve genotipler arasindaki farkligi belirlenmek birincil amag olarak planlanmistir. ikncil
amag¢ olarak saptanan Giardia intestinalis genotipleri ile hasta semptomlari arasinda
kolerasyonunu arastirmak ayrica, kulandigimiz yéntemin standartizasyonunu saglayarak rutin
gaita incelemelerinde kulanilabilirligini géstermek c¢alismanin amaclarindandir. Bugline kadar
Giardia izolatlarinin genotipik farkliliklarinin belirlenmesi igin yapilan ¢alismalarda, Polimeraz
zincir reaksiyonu- Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) metodu kullaniimigtir.
Jele dayali RFLP yontemi guvenilir bir yontem olmakla birlikte ¢ok sayida 6rnegin analiz
edilmesi gerektiginde oldukga zaman alici bir ydéntem olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir.
Bu nedenle genis epidemiyolojik caligmalar icin RFLP uygun bir ydntem degildir. Calismamizda,
daha kisa zamanda daha fazla drnegin bir arada galisilabildigi ve kontaminasyon riskinin en az
oldugu yontem olan gergek-zamanl PZR metodu uygulanmasi planlanmaktadir

Calisma ile bolgedeki suslarin genotip ayrimi yapilarak genotiplerin, bdlgesel molekiler
epidemiyolojisi hakkinda fikir sahibi olmamiz saglanacaktir. Elde edilen bilgilerin yurt ici ve yurt
dis1 benzeri ¢alismalar ile kargilastirilarak hastaligin yayilig bigimi, parazitin biyolojisi hakkinda
Onemli bilgiler elde edilmeye calisiimistir. Gerek biyologlara gerekse klinisyen hekimlere daha
ayrintili bilgi verilebilmesi ve tibbi agidan epidemiyolojik verileri zenginlestirerek Ulkemizdeki

toplum saghgi acisindan yeni stratejilerin olusturulmasina olanak saglamak istenmektedir



2. GENEL BILGILER

2.1. SISTEMATIK VE TARIHGE

1681'de Antony van Leeuwenhock (1631-1723) kendi ishalli diskisini incelediginde gordugu
organizmay! soyle tarif etmistir; “Bazen c¢ok glzel hareket eden hayvan hicreleri gériyorum.
Bunlardan bazilari kan globiilinden biraz daha buyuk, digerleri daha kigtk, boylari enlerinden
daha diz gérinimli, temiz besi yerinde ve globulinlerin arasinda yer degistiren ¢gabuk hareket
etmesine karsin az mesafe kaydeden organizmalardir” ingiliz bilim adami Dobell 1932'de Van
Leeuwenhock’'un Giardia'yi tarif ettigini savunmus ve hastaligin vegatatif evresini tanimladigini
disinmustir. Bu tez, kayitlari inceleyen diger bilim adamlari tarafindan da desteklenmistir
(Daldal ve Ozensoy, 1997; Smith ve Paget, 2007).

G. intestinalis’ ilk kez 1859 yilinda Cek Doktor Vilem Lambl tarafindan ayrintili olarak
tanimlanmistir. Lambl organizmayir Cercomonas genusuna ait oldugunu distinmis ve
Cercomonas intestinalis olarak isimlendirmigtir. 1879’da Grassi kemirgenlerde buldudu bir
paraziti Lambl'in 6nceki tanimlamalarini dikkate almayarak Dimorphus muris olarak
isimlendirmistir. Ancak bu parazit bugiin Giardia genusunda bulunmaktadir. 1882 ve 1883'de
Kuntstler kurbada yavrularinda yaptigi arastirmalar sonucu tanimladigi organizmaya Giardia
ismini vermistir ve bdylece Giardia ismi ilk kez genus ismi olarak kullaniimistir. Bu giin bu
organizmanin Filice'in 1952'de tanimladigi Giardia agilis oldugu dustnuiimektedir. (Adam,2001;
Smith ve Paget, 2007). 1888’de Blanchard, parazite Lamblia intestinalis ismini énerdi, bu ismi
1902’de Stiles, Giardia duodenalis olarak degistirdi. Sonraki yillarda Kofoid ve Christiansen
Giardia lamblia ismini, 1920’de ise Giardia enterica ismi Oneridi (Adam,2001). Giardia genusu
Uzerindeki tur ismi ve tlr sayisi tartismalari uzun yillar devam etmistir. Bazi arastirmacilar konak
orjinlerine godre siniflandirma yaparken digerleri morfolojilerini dikkate alarak siniflandirma
yapmiglardir. Tir ayriminda konak orjinleri dikkate alindiginda 40'dan fazla Giardia tiru
tanimlanmistir (Daldal ve Ozensoy, 1997; Adam, 2001). Buna kargin Simon morfolojik kriterleri
dikkate alarak G. lamblia ile G. muris arasindaki farki tanimladi ve insanda bulunan turin G.
lamblia oldugunu bildirmigtir (Simon, 1922). 1952 de Filice, tur olarak kabul edilen 40 Giardia
drnegini orta cisimlerinin sekline ve trofozoitin sekil ve blyikligine bagl olarak incelemis ve 3
farkli morfolojik grup oldugunu kanittamistir. Boylece Giardia tlr sayisi 3'e dugurulmugtar.
Giardia agilis kurbagalardan, Giardia muris kemirgenler, siringenler ve kuslardan, Giardia
duodenalis insan dahil birgok omurgalidan izole edilmistir (Filice,1952). Daha sonralari
elektromikroskopik ve molekuler teknikler ile yapilan detayli arastirmalar bu g ture ilave olarak
Uc farkh daha tur oldugunu goéstermistir (Lymbery ve Tibayrenc, 1994) Bdylece tir sayisi altiya

cikmistir (Cizelge 2.1).



Giardia lambia tir ismi olarak genis bir o6lcide kabul edilmis ve 1970lere kadar
kullaniimigtir. 1980’lerde bazi arastirmacilar Giardia duodenalis ismini kullanmayi tercih
etmigler, 1990’lara gelindiginde ise Giardia intestinalis ismi arastirmacilar tarafindan
kullaniimistir (Adam, 2001). Ginimuzde (g isimde kullaniimakta ve lkemizde yaygin kullanimi

Giardia intestinalis’dir (Daldal ve Ozensoy 1997).

2.1.1. Evrim

Giardia sahip oldugu nukleus ve nukleer zar, hicre iskeleti elemanlari ve hicre igi zarl
organelleri ile tipik olarak okaryotik bir organizmadir. Buna karsiik Giardia; nukleolus,
peroksizom, mitokondiri ve oksidatif fasforilasyon igin gerekli bilesenlerden yoksun anaerobik bir
canhdir. Bu 6zellikleri ve basit hiicre i¢i organizasyon gostermeleri Giardia’larin primitif okaryotik
organizma olduklarini distindirmustir (Adam, 2001; Morrison et al 2007).

Plastit ve midokondri gibi organellerin Okaryot hicrelerle birlikte yasamaya baslayan
prokaryot canlilardan kdken aldigini ileri stren endosimbiyotik teori genis dlglide kabul
edilmektedir. Giardia’nin evrimi ile ilgili olarak iki temel disince ortaya atilmistir. Bu teorilerden
biri Giardia ve diger mitokondirisiz Okaryotlar (diger diplomonadlar; Trichomonas vaginalis)
Uzerinde yapilan filogenetik ¢alismalar bu organizmalarin simbiyotik olaydan 6nce Archezoa
soyundan geldigini gostermistir (Cavalier,1987; Cavalier ve Chao,1996). Bununla beraber G.
intestinalis ve T.vaginalis genomlarinda mitokondiryel genlere sahip olmasi mitokondrisiz tek
hicreli organizmalarin mitokondrilerini kaybettikleri diistincesi belirtiimistir (Bui et al 1996; Roger
at al,1998). Sonug olarak bazi arastirmacilar Giardia’nin dkaryotlarin erken soy dallanmasindan
evrimlestigini distinirken diger arastirmacilar Giardia’nin mikroaerofilik ortama adapte olmus,
mitokondriyel atanin endosimbiyotik olayindan 6nce gelen dkaryotik bir soydan evrimlestigi

distncesini savunulmaktadir (Thompson ve Monis,2004; Morison et al, 2007).

2.1.2. Giardia cinsinin siniflandiriimasi (Daldal ve Ozensoy,1997):

Boliim Protozoa

Ust sinif Mastigophora
Sinif Zoomastigophora
Takim Diplomonadida
Aile Hexamitidae

Cins Giardia



2.1.3. Giardia Cinsinde Tur Ayrimi

Giardia agilis: Kurbagalardan izole edilen Giardia tirtdir. 20- 30 ym boyutlarinda, uzun
ve dar olan trofozoitleri, uzun damla sekilli orta cisimleri bulunmaktadir. Kistleri 4- 5um
boyutlarindadir (Daldal ve Ozensoy, 1997).

Giardia muris: Kemirgenlerde bulunan tirdur. 9-12 ym boyutlarinda, yuvarlagimsi armut
seklinde olan trofozoit, merkezde iki kiiglk yuvarlak orta cisim bulundurmaktadir. Kistleri 5-
7 um boyutlarindadir.

Giardia intestinalis: insanlarda ve genis dlglide diger memelilerde bulunan tiirdar. 12-15
pm boyutlarinda, gdzyasi veya boyuna ikiye bolinmis armut seklinde olan trofozoitleri,
birbirine paralel egri comak, tirnak ya da virgul biciminde iki adet nadiren bir tane orta
cisimlere sahiptir. Kistleri 6-8 um boyutlarinda oval veya eliptiktir.

Giardia ardea: Balikgillarda bulunan tirdir. Yaklasik 10 ym boyutlarinda, yuvarlagimsi
trofozoitleri kiiglik yuvarlak veya penge seklinde orta cimlere sahiptir. Ventral diskte belirgin
bir sekilde centik bulunmakta ayrica kuyruk kamgisi iyi gelismemistir. Kistleri 6-7 ym
boyutlarindadir.

Giardia psittaci: Psittaciformes (muhabbet kusu, papadan vb.) ordosu Uyesi kuslarda
bulunmaktadir. Yaklasik 14 pm boyutunda armut seklinde olan trofozoitler, penge seklinde
orta cisme sahiptir. Ayrica trofozoitlerde ventro-lateral yaka bulunmamaktadir. Kistleri
yaklasik 6 yum boyutundadir.

Giardia microti: Kemirgenlerde bulunan tirdir.12 -15 ym boyutlarinda olan trofozoit G.

intestinalis’e benzer. Kistleri 6-8 um boyutlarindadir.

Cizelge 2.1. Giardia turleri (Adam,2001)

Giardia Trleri

Morfoloji
Tar Konaklar Isik Mikroskobu Elektron Mikroskobu Molekler veri
G. agilis Amfibiler U_z_un ve S|I|nd|r|k_. Orta )
cisim damla seklinde
Filogenetik olarak
G. muris Ratlar K.'S.a ve yuvarlak. Orta G.intestinalis’den
cisim kisa ve yuvarlak.
uzak
.G' - insan ve Armut seklinde. Orta cisim Bir go]( ]‘arkll
intestinalis birgok memeli encge seklinde genotipi
v pence s bulunmaktadir.
Filogenetik olarak
G. ardea Balikgillarda G. intestinalis’e benzer Ventral disk ve kaudal G.|nte§t|flalls ©
kamgi G.muris’e benzer G. muris’den
daha yakindir.
G. psittaci Kuslar G. intestinalis’e benzer Ventro- Lateral yaka -
gelismemis. Ug oluk yok.
N Tarla faresi . S Kist iki adet trofozoit ve F|Io_gene_t|k qlgrak
G. microti . . G.intestinalis’e benzer o G. intestinalis’e
Misk faresi olgun ventral disk igerir. benzer




2.2. MORFOLOJi, YASAM DONGUSU VE BiYOLOJisi

2.2.1. Morfoloji

G. intestinalis’in iki formu bulunmaktadir. Bunlar; Parazit olarak yasayan trofozoit formu ile
olumsuz cevre kosullarina dayanikli, ayni zamanda enfeksiyonun bulasmasini saglayan kist

formudur.

2.2.1.1. Trofozoit Formu

G. intestinalis insanda bulunan bileteral simetrili, tek parazitik organizmadir. Parazitin
trofozoit evresi gézyasi veya boyuna ikiye boliinmis armut sekli olarak tarif edilmektedir (Daldal
ve Ozensoy, 1997; Gégmen,2000; Adam,2001). Organizma yaklasik olarak 9- 21 um boyunda,
5- 15 um eninde, 2-4 um kalinhginda, dorsal yuzui konveks, ventral yiziu konkav, dorsoventral
basik olup, 6nden yuvarlak ve genis, arkaya dogru gittikce daralir ve arka ugta sivri olarak
sonlanir (Daldal ve Ozensoy, 1997). Kalinca ve genis olan 6n ucun ventral diiz yiizeyi
geleneksel olarak vantuz veya c¢ekmen olarak isimlendirilen bir yapisma diski (emici disk)
sekillendirir (Gé¢men 2000).

Genel olarak hicre iskeletini, orta cisim, 4 cift kamgi ve yapisma diski olusturur (Adam,
2001). Yapisma diskinin arkasinda vicut uzunlugunun %2’ U kadar olan iki oval nukleus, orta
cisim, iki nukleus arasinda 8 adet kamcinin ¢iktigi simetrik yerlesimli 8 adet kamgi kaide
cisimcigi (blefaroblast) bulunmaktadir. Bu kamgilardan lateral kamgi ¢ifti dogrudan viicudun iki
yanindan ¢ikar, dorsal kamgi cifti ¢capraz yaparak yapigsma diskinin 6n tarafindan c¢ikarak
dorsalaterale dogru uzanir. Ventral kamgi ¢ifti yapisma diskinin arka ucunda vicuttan ¢ikarken,
posterior kamgi ¢ifti ise orta blefaroblastlardan kalin iki aksonem olarak ¢ikmakta vicudun en
arka kismindan serbest kalarak geriye dodru uzanmaktadir (Sekil 2.1) (Gé¢men, 2000; Daldal
ve Ozensoy, 1997).

Orta cisim olarak adlandirlan merkezi mikrotibdler yapilar bir ya da iki tane olup
fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir. Orta cisimlerin sayisi ve sekli Giardia cinslerinin tir
ayriminda kullaniimaktadir. G. intestinalis’in orta cisimleri penge seklinde ve iki adettir (Daldal
ve Ozensoy, 1997; Ankarklev et al, 2010).

2.2.1.2. Kist formu

G. intestinalis'in kistleri 8-12 um uzunlugunda, 7-10 um genisliginde oval, sitoplazmalari

ince granulli yapidadir. Kist icinde orta cisimler, emici disk, kam¢i ve diger hiicre organel



kalintilari ile bir ugta toplanmis 2-4 nikleus yer alir (Sekil 2.2) (Orhan, 1987; Kurman ve
Altintag,1996).

Blefaroblast

Gakirdek

Haryozom

Parabasal
Fibriller

L

Weantral
,f” Hamgilar

Huyruk
Hamgilan (

Sekil 2.1. G intestinalis trofozoitinin dorsal yiizden gériintsi (Daldal ve Ozensoy,1997)

Eletaroblast

Kist Duvan

Gekirdekier
\ Cakirdekler

Akzostil §—¥an Kamg

Parabazal

Cizim ¥an Kamgy

Sekil 2.2. G. intestinalis’in kist sekli (Daldal ve Ozensoy,1997)



2.2.2. G. intestinalis’in Yagam Doéngiisii

Monoksen bir parazit olan G. intestinalis'in konak zinciri yasadigi konagdin bir bireyinden
digerine slrip gitmekte, yasam dongusu trofozoit ve kist ddénemlerinden gegmektedir
(Orhan,1987). Trofozoitler yapigsma diskleri ile insanlarda duodenum, jejunum ve ileumun Ust
kismina yapisip kolonize olmaktadir (Meyer, 1994; Thompson et al, 1993; Kurman ve Altintas,
1996). Trofozoitler ortadan ikiye bdlinerek asekslel olarak cogalirlar ve bagirsak epiteline
yapisarak gerekli olan besin maddelerini konak hiicreden alirlar. Bu evre, parazitin hastaliga
neden oldugu evresidir (Daldal ve Ozensoy, 1997; Ankarklev et al 2010). Siddetli
enfeksiyonlarda her hicrenin serbest yiizeyi parazitle kaplanabilir. Trofozoitler bagirsak
epitelinden ayrildiginda, peristaltik hareketlerle ilerleyerek diski ile digari atilabilir. Bdylece sulu
digkilarda trofozoitler saptanabilir. Bagirsaklardaki gecis suresinin kisaldigi diyareli digki
orneklerinde genellikle trofozoitler saptanirken, gegis suresinin uzun oldugu sekilli digki
Orneklerinde kist formlari gézlenir (Meyer, 1994).

Trofozoitlerin, kist formuna transformasyonuna enkistasyon denir. Enkistasyon, trofozoitler
ince bagirsagin son bélumlerine surdklendiklerinde veya gog ettiklerinde safra tuzlarinin etkisi,
dusuk kolesterol duzeyi ve ortamin pH’si gibi konada 6zgu faktorlerin etkisiyle basladigi ve uzun
bir sirede tamamlandigi bildirilmistir (Thompson et al, 1993; Lauwaet et al,2007; Erlandsen et
al, 1996). Enkistasyon temel olarak iki ana evrede olugmaktadir. ilk evrede, enkistasyon igin
gerekli olan protein, kist duvari bilesenleri gibi molekdller sentezlenir. Bu asamada golgi benzeri
yapilar gézlenmektedir. Ikinci evrede morfolojik degisimler gozlenir (Erlandsen et al, 1996).
Enkistasyonun baslarinda kamgilar kisalip hareketi yavaslamakta, sitoplazma yogunlagsmaktadir
Parazit, yapisma diskinin pargalanmasindan dolayi epitel hicrelere tutunma 6zelligini kaybeder
(Palm et al, 2005) ve metabolik olarak durgunluga girer (Paget et al, 1998). Sonugta iki
nukleuslu trofozoitden iki nukleuslu, kalin duvarh bir kist olusur. Kist igindeki her bir nukleus
béliinerek dort nukleuslu kisti olusturur (Daldal ve Ozensoy, 1997).

Olusan kistler, digki ile disar atildiktan sonra uygun sicaklik ve nemde aylarca canl
kalabilmektedir (Bingham et al, 1979). Kistler, uygun konak tarafindan sindirim yolu ile
alindiginda; mide asidi, pankreas salgilari ve disik CO2 gibi faktoérlere bagh olarak
incebagirsakta acilir ( Baucher ve Gillin, 1990; Meyer, 1994; Gillin et al, 1996). Bu olay,
enkistasyonun tersine ¢ok hizli bir sekilde gerceklesmektedir (Buchel et al, 1987; Coggins ve
Schaefer,1984;1986).
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Sekil 2.3. G. intestinalis’in yasam déngiisii (Daldal ve Ozensoy, 1997)

Ekskistasyon sirasinda kist duvarinda agilan ilk delikten kamgilar cikmakta bunu takiben hiicre
disari cikmaktadir (Buchel et al, 1987). Kist duvarinin degrede olmasinda sistein proteazlarin rol
oynadigi bildirilmistir ( Ward et al,1997). Kistten ¢ikan trofozoit dort nukleuslu ve oval yapidadir.
Daha sonra trofozoit daha yuvarlak bir yapi alir ve hicre bolinmesi gegirir. Bdylece bir tane
kistten iki adet trofozoit olusarak ince bagirsak epiteline ulasir ve G. intestinalis’in yasam

déngusi tamamlanmis olur (Daldal ve Ozensoy, 1997; Orhan 1987) (Sekil 2.3).
2.2.2.1. G. intestinais’in Konaklari
G. intestinalis'in konagi insan olup bunun yaninda kunduz, képek, tilki, kedi, lemur,

maymun, goril, sigir, manda, at, alpaka, koyun, kegi, geyik, karaca, kanguru, gingilya, domuz,

tavsan, kobay, ev faresi, misk faresi, yunus, fok, deniz aslani gibi memeli hayvanlarin yani sira;
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drdek ve kaz gibi sucul kuslarda, bazi tath su baliklarinda klasik ve molekiler yontemler ile tire
ait érnekler saptaniimistir (Adam, 2001; Traub et al, 2005; Caccid ve Ryan, 2008; Thompson et
al, 2008; Volotao et al, 2008; Monis et al, 2009; Plutzer ve Tomor, 2009; Geurden et al, 2010).

2.2.3. Hiicre Biyolojisi
2.2.3.1. Trofozoit
2.2.3.1.1. Niikleer Yapi ve Cogalma

G.intestinalis’in  trofozoitlerinin  gérinur halde bulunan ve ayni boyutlara sahip
transkripsyonel olarak aktif iki adet nukleus bulunmaktadir (Wiesehahn et al, 1984). In situ
hibridizasyon rDNA problari kullanilarak yapilan galismalar, iki nukleusunda yaklagik olarak esit
sayida rDNA genine sahip oldugunu gostermistir (Kabnic ve Peattie, 1990). Daha sonra yapilan
c¢alismalar bu gortsu desteklemistir. G.intestinalis’in bu 6zelligi ile diger iki nikleus tasiyan,
drnegin; Tetrahymena ve Paramecium gibi tek htcreli canhlarinkinden farkli oldugu
bilinmektedir (Prescott, 1994). Bu organizmalarin sahip oldugu mikronikleus transkripsiyonel
olarak aktif degildir. Mikroniikleus, makronukleus tarafindan sekillendirilir. Giardia spp ve diger
diplomonadlarda gézlenen aktif iki nikleus 6zgln bir 6zellik olup diger gruplardan ayirt edici bir
niteliktir (Adam, 2001).

Yiksek 6karyotlarda kolayca gézlenen ve rRNA (ribozomal RNA) sentezi yapan ve ribozom
alt birimlerinin birlesmesini saglayan esas itibariyla ribonukleoproteinlerden olusan nikleolus,
Giardia turlerinde ayirt edilememektedir (Adam, 2001). Bu durum G. intestinalis’de rRNA
transkripsiyonunun  ve iglevlerinin  ndkleusun belirli  bir  bdlgesinde yapilmadigini
dastndurmektedir (Narcisi et al, 1998).

Hucresel bdlinme sirasinda ndkleuslar hicrenin kenarlarina dogru hareket eder ve bunu
takiben nikleer bélinme gergeklesmektedir. Sonugta 4 nikleuslu trofozoit olusmakta, trofozoitin
boyuna bdélinmesiyle de yavru hiicreler meydana gelmektedir (Filice, 1952; Cerva ve
Nohynkova, 1992; Kabnic ve Peattie, 1990; Daldal ve Ozensoy, 1997). Yavru hiicrelere
aktarilan nikleuslardan bir tanesi eski nukleus digeri ise yeni nikleustur (Yu et al, 2002). Diger
Okaryotlardan farkl olarak mitoz bélinmenin telofaz safhasi Giardia genusunda daha uzamis ve

hlcre bélinmesi yavaslamistir (Sagolla et al,2006).
2.2.3.1.2. Eseyli Ureme
Giardia turlerinde eseyli Ureme higbir zaman gdzlenmemis olmasina karsin eseyli

Ureyebilme potansiyeli izerine bazi kanitlar bulunmaktadir (Caccid ve Sprong, 2009; Ankarklev
et al, 2010).
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Giardia turlerinde potansiyel olarak eseyli Greme 6zelligi olup olmadigi Uzerine ilk arastirma
Ramesh ve arkadaslar tarafindan yapilmisti. Ramesh ve arkadaslari G. intestinalis
genomunda mayotik cogalmayla ilgili diger 6karyotlarda da bulunan genleri arastirmiglardir.
Genel olarak okaryotik hiicrelerde mayozla ilgili olarak 5 gen (Dmc1, Spo11, Mnd1, Hop1ve
Hop2) bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar bu genlerin Giardia tirlerinde de bulundugu
gOsterilmistir (Caccio ve Sprong, 2009).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Dcm1 geni ile homolog olan iki gen (Dcm1a ve Dcm1b)
ve Spo11 ve Hop1 genleri ile homolog bir tane genin mayozla iligkili oldugunu gdstermigstir. Bu
Uc¢ genin enkistasyon (kist olusumu) ve ekskistasyon (kistin agilmasi) sirasinda genetik materyal
aktariminda goérev alabileceg@i dusunulmuistir (Melo et al, 2008). Bu durum Giardia turlerinde
eseyli bir Gremenin gergeklesebilecegine dair kanit olarak sunulmaktadir (Ankarklev et al,
2010). Ancak birgcok mayotik boliinmede ve sureglerden sorumlu genler ve proteinler [(Muts
homolog 4 (MsH4), Mutl homolog 3 (MIH3), mayotik boélinme proteini 8 (REC8) ve kardes
kromatit uyum proteini (pDs5)] Giardia turlerinde bulunamamistir (Malik et al, 2008).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile epizomal plazmid probu kullanilarak
yapilan ¢alisma sonucunda enkistasyon sirasinda epizomun diger nukleusa transfer olabilecegi
gOsterilmis ancak nukleer bir birlesme veya nikleer bir bélinme olup olmadigi saptanamamistir
(Poxleitner et al 2008).

Eseyli Ureyen organizmalarda allelik hetrozigotluk derecesi mayoz bdlinmeden dolayi kural
olarak duslktir. Ancak bu oran eseysiz Ureyen organizmalarda oldukga yulksektir (Welch ve
Meselson, 2000). Giardia spp eseysiz Uredigi bilindigi igin allelik heterozigotluk derecesinin
yuksek oldugu dusinilmekteydi. Bunun tam tersine yapilan ¢alismalar, G. intestinalis’in digik
allelik hetrozigotluk goésterdigini ortaya koymustur. Dusuk derecedeki allelik heterozigotlugun
nedeni tam olarak anlagilamamistir. Sonug¢ olarak bu durum Giardia turlerinde tanimlanmamis

bir eseyli reme olabilecedini disundirmektedir (Adam, 2001)

2.2.3.1.3. Hiicre iskeleti ve Hareket

Giardia turlerinde iskelet yapisi mikrotubullerden yapili ventral disk; (yapisma diski), bazal
cisimler, aksonemler ve kamgi; orta cisimler; kuyruk aksonemleri ile iliskili fibriller olmak Gzere
dért organel grubundan olugsmaktadir (Daldal ve Ozensoy,1997).

Giardia, trofozoitlerinde bulunan konkav vyapili ventral disk ile diger tum kamcil
organizmalardan ayrilir. Bu organel sayesinde, konak hlcrenin ince bagirsak ylzeyine
tutunarak gerekli olan besin maddelerini alir (Daldal ve Ozensoy,1997; Adam, 2001). Ventral
disk sadece ince bagirsak duvarina tutunmayi saglamakla kalmaz ayni zamanda aksenik

kiltirde ortama tutunmasini da saglamaktadir (Adam, 2001).
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Ventral disk 0,4 ym derinlikte igblkey bir yapi olup trofozoitin ventral ylzeyinin yaklagik
2/3'nU kaplar. Esnek olan dis kisim diski ¢evreler ve kenarlara dogru daralr (Erlandsen ve
Chase,1974). Disk kontraktil proteinler; aktinin, a aktinin, miyosin ve tipomiyosin icermektedir
(Feely ve Erlandsen, 1982). ince yapi olarak ventral disk ventral membrana bagh ve 13
protofilamentten olusan mikrotlibll kiimesi igerir (Adam, 2001). Ventral diskten dorsal olarak
sitoplazmaya mikro seritler uzanmaktadir. ( Sekil: 2.4) Bunlar karsilikh képrdler ile birbirine ve
ayrica plazma membranina komsu olan mikrotibdillere ventral olarak baglanmaktadir. Diskin
disari ¢ikinti yapan kenari, fibréz yapidan olusmus ve sitoplazma mebraninin yan cgikintisina
sikica baglanmaktadir (Peattie, 1990).

Mikrotubul inhibitdrlerinin ve kontraktil proteinlerin inhibisyonu in vitro yapismayi azalttidi
bildirilmistir (Kateleris et al, 1995; Adam, 2001), ayrica lektine spesifik D- mannozil ve D- glikozil
iceren monosakkarit ve gilikoproteinlerin, yapismayi inhibe etmesi, konak reseptorlerine
baglanma fonksiyonu oldugu distnulen lektinlerin yapismada roli oldugunu gostermistir (Inge
et al, 1988; Kateleris et al, 1995). Ancak G. intestinalis trofozoitleri reseptdrlere baglanmanin
s6z konusu olamayacagi cam veya plastik gibi kultir ortami ytzeylerine tutunabilmesi, bununla
beraber iskelet fonksiyonu inhibisyonun, lektin inhibisyonuna goére tutunmayi daha fazla
etkiledigi g0Osterilmistir. Sonug olarak trofozoitlerin bagirsak duvarina tutunmasinda emici disk
ve iskelet yapi elemanlarinin, reseptére baglanmadan ¢ok daha énemli oldugu belirlenmistir
(Kateleris et al, 1995; Thompson et al,1993). Bu nedenle hiicre iskeleti ve 6zellikle ventral disk
organizmanin, konak ince bagirsaginda hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadidi
disutlmektedir (Adam, 2001).

Giardia’da en 6nemli iskelet yapi proteini tubulin oldugu, ayrica ventral disk mikro seritlerinin
giardin denilen protein igerdikleri bildiriimektedir. Tubulin proteini mikrottbullerin yapisinda
bulunurken mikro seritlerin yapisinda bulunmamaktadir. Benzer sekilde giardin proteini mikro
seritlerin yapisinda bulunurken mikrotibdillerin yapisinda bulunmamaktadir (Peattie et al, 1989;
Soltys ve Gupta, 1994). Giardia’ya 6zgi olan giardin proteinleri yalnizca ventral diskte

bulunmaktadir.
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VLK

Sekil 2.5. Trofozoitin koronal kesiti. Nukleus (N), kamgi (K), endoplazmik retkulum (ER),
vakuol (V), ventral disk (VD), lateral ¢ikinti (YC), ventro-lateral kamgi (VLK) (Adam,2001)
Giardin proteinleri alfa heliks yapida olup molekiler agirliklari 29-38 kDa arasinda oldugu

gOsterilmistir (Peattie, 1990). Yapilan ¢alismalar tubulin ve giardin proteinlerinin kemoterapétik
ajanlar igin iyi bir hedef olabilecegini gostermistir (Edlind et al,1990; Chen et al, 1992;
Thompson et al, 1993).

Trofozoitlerde dort ¢ift kamgi bulunmaktadir. Kamgilar trofozoitin anterior, posterior, kaudal
ve ventral bolgelerinden c¢ikmaktadir (Sekil: 2.2). Kamgilar diger okaryotik organizmalarda
oldugu gibi iki mikrotlbullin etrafini ¢geviren dokuz cift mikrotliibilden olusmaktadir (Sekil 2.5).
Trofozoitlerin hareketi ¢ok tipik olup sicrama ve bukilme seklindedir. Bu hareket disen bir
yapraga benzetiimektedir (Sayg1,1998). Kamgilar trofozoitlerin hareketinde &énemli rol
oynamasina karsin konagin ince bagirsak duvarina tutunmada etkili olmadiklari bildirilmistir
(Adam, 2001).

2.2.3.2. Kist

G. intestinalis’in kistleri 8-12 pm uzunlugunda, 7-10 um genisliginde oval veya eliptik
sekildedir. Kistler kalinligr 0,3- 0,5 ym olan iki tabakali bir kist duvarina sahiptirler. Bu duvar,
dista ana yapisi N- asetil galaktozamin (N-AGA) olan fibr6z protein6z bir yapidan, i¢ tarafta ise

plazma membranindan olusmaktadir (Daldal ve Ozensoy, 1997 ). Kist duvarinin dis kismi 7-20
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nm uzunlugundaki filamentler ile 6ralidir (Erlandsen et al,1989; 1990). Bu bdlgede dort temel
protein ayirt edilmigtir (Erlandsen et al,1990).

Kistlerin sitoplazmalari ince granulli yapi gostermektedir. Kist icinde orta cisimler, kamgilar,
aksonemler ve emici diskin kenarlarini destekleyen fibriller fark edilebilir. Nikleer bdlinmenin
tamamlanmasina baglh olarak 2-4 niikleus bir ugta toplanmis olarak bulunur (Unat,1995; Daldal
ve Ozensoy, 1997). (Sekil 2.2) Dért nikleuslu olgun kistler parazitin bulagsmasini saglayan
infektif formudur (Saygi,1998).

2.2.4. Biyokimyasal Yapi ve Metabolizma

Giardia’da nuklei, ribozomlar ve lizozomal vakuoller, multiple linear kromozomlar oldugu
belirtiimistir. Giardia’da mitokondri, peroksizomlar ve nukleoli noksan olup, ¢ok basit intrasellular
organizasyonlar oldugu bildirilmistir. Trofozoitlerde golginin eksikligi vardir fakat enkistasyon
sirasinda golginin gorilebilecegi ifade edilmistir (Adam, 2001; Marti et al, 2003a, 2003b ;
Thompson, 2004).

Giardia genusundaki organizmalarin anaerobik metabolizmalari olup, bunlarin substrat
dizeyinde fosforilasyon, demir-siilfiir protein ve flavoprotein kullanarak, enerji saglanmasi igin
elektron transportu icin aracilik ettikleri belirtiimistir. Giardia’da mitokondri ve mikrobodilerin
noksan oldugu fakat ferritin toplanmasi ve asit fosfataz ve aryl sulfatase ile gergekten boyanan
lizozoma benzer organeller icerdigi bildiriimistir (Garcia, 2005).

Mevcut olan fosfolipidlerin;  fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilgliserol,
fosfatidilfosfatidilinozitol, fosfatidilserin ve sfingomiyelin oldugu belirtiimistir. Mevcut nétral
lipidlerin, sterolleri, mono-, di- ve triagilgliseridleri kapsadiklari, yag asitlerinin ise fosfo ve nétral
lipidleri kapsadiklari saptanmistir. Artan doymamis yagd asidi ve depolanan lipidlerin birikimi,
parazitin kist formuna degisimi ile tutarl olup, bdylelikle konak disinda yasabildikleri belirtiimigstir.
Trofozoitlerde, nikleik asit gereksinimlerinin, pirimidin, pirin ve diger nukleoizidler ile
karsilandid bildiriimistir (Garcia, 2005).

Cogu okaryotik organizmada oldugu gibi eneriji Uretimi temel olarak aerobik metabolizmaya
dayanmaktadir. Ancak Trichomonas spp., Entamoeba spp. ve Giardia spp gibi baz
Okaryotlarda mitokondri ve sitokrom elemanlari eksiktir. Bu dzelikleri nedeniyle ortamda oksijen
olsa bile fermantatif bir metabolizma ile enerji Gretmek zorundadirlar. Bu organizmalar fosfat
dizeyinde fosforilasyon yaparak glikozu yikima ugratirlar. Bu reaksiyonlarda glikoz,
karbondioksit (CO;) ve suya (H,O) tamamiyla okside olmamakta, bunun yerine kismen asetat,
etanol, alanin, ve CO; son urln olarak olusmaktadir (Adam, 2001).

Giardia’nin glikozu sadece bir karbon kaynagi olarak kullanmadigi, Giardia trofozoitlerinin
blylimesi ve gelismesi icin mutlaka glikoza ihtiyag oldugu bildirilmistir. Glikozun respirasyonu

destekledigi, eksogenus glukozun varlijinda Giardia trofozoitlerinin, organik son trlnler olarak
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etanol ve asetat Urettigi bildiriimistir. Aerobik olarak, etanolden 6 kat daha fazla asetat ve
anaerobik olarak asetatdan iki kat fazla etanol Uretildigi belirtiimistir. Her iki durumda da sadece
karbondioksit gazi son drun olarak saptanmistir. Karbondioksit modeline dayali olarak kultar
calismalari, Giardia trofozoitlerinin preform lipidleri iceren isoprenoid yaglari yeniden sentez
etme kapasitesi oldugunu goéstermistir. Ayrica steril esterler'in enkistasyon sirasinda fazla
oldugu ve enkistasyon slresince miktarlarinin yukseldigi, bu sirada trigliseritlerin diisik oldugu
bildirilmistir (Ellis et al, 1996; Gibson et al, 1999).

Bircok calismada Giardia’nin dretilmesinde 30-50 mM glikoz iceren besi yerlerinden
yararlanildigi bildirilmistir. Glikoz konsantrasyonunun 50 mM’den 10 mM ye indirilmesinin
trofozoit gelisiminde, alanin, etanol ve asetat gibi Uriinlerin olusumunda biraz etkili oldugu
saptanmistir. Glikozun 10 mM’den daha az azaltiimasi halinde etanol miktarinda belirgin bir
azalma, alanin miktarinda ise biraz azalma gozlenmis, asetat miktarinda ise hi¢ bir degisiklik
g6zlemlenmemistir. Glikozun ilave edilmedigi besi yerinde trofozoitler blylimeye devam etse
de, 50 mM glikozun yari miktarinin mutlaka gerektigi bildirilmistir. Bu durumlarda gerekli olan
glikoz miktarinin besi yeri igerigine ve miktarina bagdh olarak 2-3 mM oldugu saptanmistir
(Schofield et al, 1991; Schofield ve Edwards, 1994). Glikoz miktarinin az oldugu besi yerinde
trofozoitlerin Uremesi ve glikozun azalmasi, glikoz metabolizmasi esnasinda karbonun degisimi
hakkinda bazi 6nemli sonuglari ortaya ¢ikarmigtir. Bu sonuglardan biriside etanol, alanin, asetat
Uretiminde piruvatin merkezi bir roliiniin oldugunun tahmin edilmesidir. Glikoz seviyesinin yok
denecek kadar az bir seviyeye dusurulmesi ile etanol Gretiminin % 95’e distigu bildiriimistir. Bu
seviyedeki glikozun ise asetat Uretimine higbir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Schofield ve
Edwards 1994).

Giardia’da katabolik asamalar oksijen miktarina da hassastir. Hizli bir sekilde anaerobik
ortamdan aerobik ortama gegisin, son Urin olusumunda blyik degisikliklere neden oldugu
belirtiimistir. Anaerobik ortamda etanol, alanin ve karbondioksit miktarlarinin yaklasik olarak esit
molar konsantrasyonda olustugu goézlemlenmistir. Aerob ortamda ise, ¢6zinen oksijen miktari 3
mM gibi dusuk bir konsantrasyon da olsa bile karbon dengesinin dnemli dlcide degistigi
bildirilmistir (Schofield ve Edwards 1994).

Enkistasyon ve ekskistasyon asamasinda gérilen ¢ok sayida metabolik degisikligin ortak
oldugu godzlemlenmistir. Enkistasyon sirasinda oksijen tiketiminin baslangigta arttiyi fakat
sonradan azaldigi saptanmistir. Glikozdan pirtvat aracilidi ile asetat, alanin ve etanol olustugu
bildirilmistir (Tamer ve digerleri, 2009).

Giardia metabolizmasinda ¢ok sayida amino asitin énemli rol oynadigi goriimdistir. En
Onemli aminoasitlerin alanin ve arginin oldugu belirtiimistir. Alanin’in Giardia metabolizmasinin
en blylk ug¢ Griini oldugu saptanmistir. Trofozoit gelisiminin ilk safhalari sirasinda, en buyulk ug

Urin olarak hem etanol hem de asetat olustugu bildiriimistir. Giardia’'ya ait alanin
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aminotransferaz saptanmig, enzimin aktivitesinin trofozoitin biylimesi sirasinda hiicre sayisi ile
orantili olarak arttidi ifade edilmistir (Schofield ve Edwards 1994).

Besi yerinde argininin ilk iki giin icinde ortamda azalmasi buna bagh olarak trofozoitlerin
blylmesinin durdugu goézlemlenmistir. Besi yerinde bu hizli kullaniimanin, argininin enerji
kaynagi olarak belli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Normal besiyerinin 2-3mM
arginin icerdigi fakat 5-10mM arginin ilavesi ile ilk 2 glinden sonra trofozoitlerin tGremesinin
hizlandigi saptanmistir. Bu yiksek konsantrasyonlarda bile butin arginin ilk 2 gin iginde
kullanildidi bildirilmigtir. Arginin metabolizmasinin son Grind olarak amonyak ve ornithinin
olustugu gézlemlenmistir. Arginin besi yerinden uzaklastiriimasi hicre Uretiminin azalmasina yol
actigi bildirilmigtir. Arginin katabolizmasindan ATP olusumunun glikozun katabolizmasindan 7-8
kat fazla oldugu saptanmistir. Boylelikle arginin ATP Uretiminin en bulylk kaynagi oldugu
gOsterilmistir (Schofield ve Edwards 1994).

Birgok okaryotik parazit gibi Giardia’nin da sinirli metabolik yapi sergiledigi bildirilmistir.
Batdn olarak tRNA sentetaz var oldugu halde amino asit metabolizmasi bile ¢ok sinirlidir. Lipid
metabolizmasi i¢in Giardia genomu icerdigi enzimler fosfolipidlerin degisiminde ve
modifikasyonunda oldugu gibi, sinirli sayida yag asitlerinin uzantisina ve sfingomiyelin
toplanmasina neden olabilecedi bildiriimistir. Her ne kadar, lipidlerin yeni bastan sentezi i¢in
yeterli degilseler de bu enzimlerin membran bilesenlerinden bicimlenmesine izin verebilecekleri
belirtiimistir (Morrison et al, 2007).

2.2.5. Genetik Yapi ve Molekiiler Biyoloji

2.2.5.1. Genom Yapisi

G. intesitnalis’in genom yapisi, diger Okaryotik organizmalarda da oldudu gibi linear
kromozomlara ve diger okaryotlara benzer telemeraz sekanslarina sahiptir (Adam, et al, 1991;
Le Blancq et al, 1991a). Okaryotlarin kromozomal DNA'lari dért adet histon proteini ile iliskilidir.
G. intestinalis’lde bulunan histonlar diger Okaryotik organizmalar ile benzer &zellikler
gOstermektedir ve Archaea uUyelerinde bulunan histon benzeri proteinler ile higbir benzerlik
gostermemektedir (Wu et al, 2000). “Pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) yontemi ile
yapilan galismalar G. intestinalis’in boyutlari 1,6 ile 3,8 Mb arasinda degisen bes kromozoma
sahip oldugu gdstermigtir. Giardia’nin tim genomu yaklasik olarak 11,7 Mb boyutlarindadir
(Adam, 2000).
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2.2.5.2. Transkripsiyon ve Translasyon

G. intestinalis transkripsiyona agik bir sekilde 6karyotik organizasyonludur. Ancak birkag
Ozelligi prokaryotik karakter tagsimaktadir. Bazi prokaryotik 6zellikler transkripsiyon sonrasi
RNA'nin olgunlastirima asamasinda kendini géstermektedir. 5' translasyona ugramayan bdlge
(UTR=untranslated region) genel olarak intron bulundurmayip tipik olarak prokaryorlara ait bir
Ozelliktir. Bununla beraber diger 6karyorlarin tersine kisa genlerin transkripsiyonu sonrasi 5'
ucuna kep eklenmemektedir. Fakat daha uzun nikleotit dizisine sahip genlerin 5" UTR ucuna
kep eklenmektedir (Adam, 2000).

Transkripsiyon sonrasi, RNA'nin 5' ucunun fosforilasyona ugradigi ancak kep eklenmedigi
cesitli calismalarda gosterilmistir. Poliadenile edilmis RNA’larda 5' ucunda 7 metil guanozin
veya baska bir kep bulunmamaktadir (Adam, 2000).

Transkripsiyon sonrasi RNA’nin 3' ucuna Adenin niikleotitlerinden olusan bir poli A kuyrugu
eklenir. Poli A kuyrugu yaklasik 10 niikleotitten olusur ve poliadenilasyon sinyalini olusturur. Bu
islemler tipik olarak 6karyotik organizmalarda gergeklesir (Peattie et al 1989;Adam, 1991).

G. intestinalis’in ribozomal RNA (rRNA) molekdill, diger okaryotlardaki rRNA’nin 18S’lik
kicik alt Gnitesinden (SS rRNA) veya 23S’lik blylk alt Gnitesinden (LS rRNA) daha kiguk
oldugu hatta Escherichia col’ye ait 16S ve 23S’lik rRNA molekilinden de kiguk oldugu
bildirilmistir (Boothroyd et al, 1987; Edlind et al, 1987). Translasyonla ilgili diger elemanlar
(uzama faktori a1, uzama faktori a2, Eukaryotik salma faktér 1 (eRF1), eRF3, RNA polimeraz
Il blydk alt tnitesi (RPB1) ve RNA polimeraz Ill) acik bir sekilde okaryotik organizmalar ile
uyumludur (Adam, 2001).

2.2.5.3. G. inteastinalis’in Molekiiler Tiplendirilmesi ve Genotipler

G. intestinalis genetik varyasyonlarinin arastirimasinda kullanilan hedef gen bdlgeleri
rRNA’nin  kiglUk sublnitesi (ssu-rRNA), beta giardin (bg), glutamat dehidrogenaz (gdh),
elongasyon (uzama) faktéri alfa 1 (ef-1), trioz fosfat izomeraz (tpi), GLORF-C4 (Giardia lamblia
open reading frame C4) genleri ve son zamanlarda genomlar arasi rRNA aralik boélgeleri ve alfa
tubulin gen bdlgeleri yapilan bir gcok ¢alismada kullaniimistir (Aydin ve digerleri, 2004; Caccio et
al, 2005; Lee et al, 2006). Bu genlerin genom Uzerindeki lokasyonlarinin birbirleri ile (A tipi sus)
baglantil olmayisi genetik ¢alismalarda istenilen bir &6zellik olarak bildirilmistir. Genlerin
lokasyonu; tpi geni 95921 ile 96694 bazlar arasinda 200,000 baz ciftlik bir parga lzerinde, bg
geni 55484 ile 56302 bazlari arasinda 90,000 baz ciftlik bir parga tzerinde, gdh geni 60579 ile
61928 bazlar arasinda 231, 000 baz ciftlik bir parca tizerinde, ef-1 geni 40230 ile 41558 bazlari
arasinda 61,000 baz ciftlik bir parca Uzerinde, ve C4 geni 68643 ile 69239 bazlari arasinda
80,000 baz ciftlik bir parga Uzerinde bulunmaktadir (Tamer ve digerleri, 2009).
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Pulse field yontemi ile yapilan kromozom hibridizasyon galismalari tpi genini 4. kromozom
Uzerinde haritalarken rRNA gen kopyalarini genellikle birinci kromozom Uzerinde haritalamistir
(Tamer ve digerleri, 2009).

Dunya capinda, gerek insan gerekse hayvan kaynakli o6rneklere uygulanan gen dizi
analizleri ve gesitli yontemler ile genlere ait polimorfizimler ortaya konmustur. Ozellikle tpi ve
gdh genlerinde polimorfizim orani ylksektir. Bu agidan en fazla korunan bdlgeler ef-1 ve ssr
RNA genleridir (Tamer ve digerleri, 2009).

Gecgmis vyillarda yapilan c¢alismalar Giardia izolatlarinda genetik bir farklilik oldugunu
distndirmustur. Bu konuda yapilan ilk ¢calisma (Bertram et al, 1983). 1983 yillinda Bertram ve
arkadaslari tarafindan Zymodeme analizi kullanarak yapilmis ve ayni enzimlerin farkli izoenzim
noktalari bulunmus ve bu durum farkh bir gen kodunun olabilecegini distindirmistir. 1985'de
Nash ve arkadaslar restriksiyon endonukleaz analizleri ile (RFLP) Giardia izolatlarini G¢ gruba
ayirmis ve grup 3’Un grup 1 ve grup 2’'den daha farkh oldugunu gdstermistir (Nash et al,1985).
1992’de Homan ve arkadaslari izoenzim elektroforezi ve DNA sekans analizleri ile Giardia
izolatlarini 2 gruba ayirmistir (Polish ve Belgian).1995'de Mayrhofer ve arkadaslari izoenzim
elektroforez yontemi ile Giardia izolatlarini 2 ana gruba ayirmigtir. (A ve B). 1996’da Monis ve
arkadaglari glutamat dehidrogenaz gen bélgesini kullanarak Giardia izolatlarini iki gruba ayirip,
A ve B grubu olarak isimlendirmigtir. Daha sonralari birgok gen bdlgesiyle yapilan g¢alismalar
onceki birgcok calisma ile paralellik gostermistir (Paul et al, 2009). Ginimuzde diger birgok
memeliden elde edilen Giardia izolatlari kullanilarak yapilan tiplendirme ¢alismalari, insanlardan
elde edilen izolatlarda saptanan, temelde 2 ana genotip grubuna ek olarak 5 genotip grubu
daha eklemistir (Adam, 2001).

Cizelge 2.2: Giardia genotipleri ve konaklari (Adam, 2001)

Genotip Nash Mayrhofer Assemlage Konaklar
Grup (grup)
insan, kunduz,
kedi, lemur,
Genotip A-1 1 A (1. grup) koyun, sigir,

kopek, gingilya,
alpaka, at, domuz

Genotip A-2 2 A (2. grup) insan ve kunduz
insan, kunduz,
Genotip B 3 B (3.ve 4. grup) kobay, kopek,
maymun
C Kbpek
D Kbpek
E Sigir, koyun, kegi,
domuz, alpaka
F Kedi
G Rat
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Yapilan ¢aligsmalar; A ve B genotipinin insan dahil bircok memelide; C ve D genotipinin
kopeklerde; E genotipinin gevis getiren hayvanlarda; F genotipinin kedilerde; G genotipinin ise
ratlarda izole edildigini géstermistir (Cizelge 2.2). insanda sadece genotip A ve B izole
edilmistir. Diger genotiplerin insan enfeksiyonu ile iliskisinin olmadigi yapilan bir¢gok ¢alismada
acik olarak gosterilmistir (Monis et al,1999; Sulaiman et al, 2003). Genotip A ve B cesitli vahsi
hayvanlarda ve evcil hayvanlarda bulunabilmektedir. Sekans analizleri ve filogenetik
aragtirmalar bunlarin zoonotik potansiyelini belirleyebilmektedir. Ozellikle gdh gen bélgesi ile
yapilan sekans analizleri A ve B genotiplerinin alt tiplerini ortaya koymustur (Tamer ve digerleri,
2009).

Son dénemlerde yapilan DNA tabanli genotiplendirmeler ile insanlar ve hayvanlardan daha
fazla subtiplerin tanimlanmasina olanak vermis ve ayni zamanda da yapilan subtiplemeleri
dogrulamistir (Lale et al, 2005; Sulaiman, 2003). Bu galismalarda subtipleri tanimlamak igin
farkli bir terminoloji kullaniimistir; 6rnegin A3, A4, A5, veya B1, B2, B3 gibi. (Lale et al, 2005;
Sulaiman et al, 2003; Caccio ve Ryan, 2008).

Cizelge 2.3. Vahsi ve evcil hayvanlarda G. intestinalis genotipleri (Caccio ve Ryan, 2008)

Konak Genotip Gen Bolgesi Metod

Vahsi Hayvanlar

Kunduz B tpi, bg Sekans
Kunduz, fare, tavsan B tpi Sekans

Geyik A1 ve A® tpi,bg Sekans
Alageyik A* tpi,bg Sekans
Gelincik A1 gdh, bg Sekans

Tilki A1, A% B3 Bg Sekans
Maymun B4 Gdh Sekans

Fare A? gdh, bg Sekans, RFLP
Manda A1 Bg Sekans

Evcil Hayvanlar

Kedi A1 Gdh Sekans

Kedi B4 Gdh Sekans, RFLP
Kopek A1l Gdh Sekans
Kopek A1,A2, B3/B4 Tpi Sekans
Kopek A1 ve A3 Bg Sekans

Sigir B ssu- RNA Sekans

Sigir A2,A3 Bg Sekans

Sigir A2, B gdh, bg Sekans

At A1, A2,B4 Tpi Sekans

Kuzu B4 Tpi Sekans
Koyun B gdh, bg Sekans
Koyun A1 Bg Sekans, RFLP

2.2.5.4. Giardia intestinalis Genotiplerinin Filogenik iligkisi

G. intestinalis genotipleri Uzerine ilk detayli arastirmayl Monis ve arkadaslari (Monis et al
1999=yesil 15) gulutamat dehidrogenaz, tiroz fosfat izomeraz, uzama faktéri a 1 ve ribozomal
RNA’nin kiglk alt Gnitesi gen bdlgelerini kullanarak yapistir. Bu ¢alisma, enzim elektroforez

yontemi ile tespit edilen genotiplerin farkli evrimsel bir yoldan geldigini kanitlar niteliktedir.
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Enzim elektroforez sonuglari ile DNA sekans sonuglari arasinda genel olarak bir parelellik s6z
konusudur. Yapilan detayl galismalar, bazi genotiplerin konak 6zgulligu oldugunu veya bazi

konaklarda kisitl etki yaptigini géstermistir (Monis et al, 2009).

G. ardece

— Genotip G
Grup I
Genotip A

Grup I

Genotip E

Genotip F

Grup I11
4[ Genotip B
Grup IV

Genotip C

Genotip D

0,1 degisun aralijp

Sekil 2.6. G. intestinalis genotiplerinin filogenetik iligkisi (Monis et al, 2009).

Genotiplerin konak o6zguligi veya belli konaklarda enfeksiyon olusturmalari yapilan
filogenik analizler ve molekiiler tiplendirme yontemleri ile gosterilmistir. Temel olarak genotip A
ve B insanlarda, genotip C ve D kopeklerde, genotip E ciftlik hayvanlarinda ve genotip F
kedilerde bulunmaktadir. Genotiplerin filogenetik olarak akrabalik dereceleri, bulunduklari
memeli konaklar arasindaki akrabalik derecesini yansitmamaktadir. Ornegin; kediler filogenik
olarak kdpeklere daha yakin olmalarina ragmen gevis getiren hayvanlarda bulunan genotip E
kedilerde bulunan genotip F ‘ye daha yakin bir akrabalik derecesine sahiptir ($ekil 2.6) Benzer
bir sekilde insanlarda bulunan iki genotipin (A ve B) filogenik soy iligkisi bakimindan ayni

evrimsel dalda yer almasi gerekirken bir birlerinden uzak iki farkli dalda yer almaktadir. Bu
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durum konak ile parazittin beraber evriminden ziyade konak 6zgullugu ile iligkili bir durumdur.

(Monis et al, 2009).

G niris Hamster
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Fare

G.ardecie Fare

Balik¢il
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Genotip D e
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Kipek

Kdpek
Kipek
Genotip C Kopek
Edpelk
Kipek
Kopelk
. Eopek
Genotip G
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A {
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BII Tnsan
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Genotip B
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BIvV Ingan
—| E Inzan
insan
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E Koyun
Koyun
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~ L, . Genotip E
G. intestinalis Dana
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r Domuz
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Genotip A 4‘
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| Kedi
|

AT Kipek

|: Insan

All Insan
- 4E Insan
0.1 Roger aralig

Insan
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Sekil 2.7. G. intestinalis genotiplerinin filogenetik iligkisi (Monis et al, 2009)
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2.2.5.5 Genotip ile Fenotip Arasindaki Baginti

Genotipler ile fenotipik iligkileri ilkez 1990’larin basalrinda gosterilmistir. A genotipinin
aksenik kultur kosullarinda B genotipine gdre daha iyi uyum sagladidi, bunun tam tersi olarak
yavru fare pasajlarinda ise B genotipinin A genotipine gore daha iyi uyum sagladigi goézlenmistir
(Andrews et al, 1992). Enfeksiyon ve klinik tablonun gelisimi genotip veya genotip ile ¢cevresel
faktorlere bagli olabilmektedir. Geurden ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada st
ineklerinde A ve E genotipinin oranlari bir birine yakin olarak bulunurken kasaplik sigirlarda E
genotipi A genotipine buylk bir oranda baskin bulunmus ve hastalik belirtileri E genotipi ile
ilskilendirmigtir (Geurden et al,2005).

Yapilan klinik calismalar genotip ile hastalik belirtileri arasinda bir iliskinin olabilecegini
gOstermigtir. Bazi arastirmalarda A genotipi ile semptomlar arasinda baginti bulunurken bir
kisminda ise B genotipi semptomlar ile iligskilendirilmistir. Bir kisminda ise A ve B arasinda bir
fark olmadigi belirtiimistir. Avustralya’da c¢ocuklarda yapilan arastirmada A genotipi ishal ile
iliskilendirilmistir. Benzer sekilde Banglades’te yapilan ¢alismada A genotipi B genotipine gore 2
kat fazla ishal sikayeti ile iliskilendirilmistir (Haque et al, 2005). Bir diger ¢alismada 5 yas alti
¢ocuklarda A semptomatik enfeksiyonla iligkilendirilirken 5 yas Ustiinde enfeksiyon ile A ve B
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi belirtilmistir (Sahagun J ve
Clavel A, 2008). Arjantin’de yapilan ¢alismada ise B genotipi ishal ile iligkilendirilmistir (Minvielle
et al, 2008). BazI arastirmalarda ise genotipler ile enfeksiyon siddeti arasinda bir iligki tespit
edilmemistir. Ancak enfeksiyon siddeti ve karakteri sadece genotipe bagl olmayip konagin yas,

cinsiyet, bagisikik sistemi gibi konak faktorlerine de baglh bir durumdur.
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2.3. EPIDEMiYOLOJI

Giardiasis insan icin en yaygin protozoon enfeksiyonlarindan biri olarak bilinmektedir.
Enfeksiyon tropikal ve subtropikal bodlgelerde diger bdlgelere oranla daha sik rastlanir.
Giardiasis, incelenen yas gruplarina, iklim sartlarina ve gevresel hijyene bagli olarak endustriyel
ulkelerde %2-5 arasinda degisen oranda, az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde ise %20-30
arasinda degisen oranlarda yayilis gostermektedir ( Budak, 1995; Marshall et al, 1997; Ortega
ve Adam, 1997; Ak ve digerleri 2007).

Giardiasis Orta Avrupa’da eriskinlerin ortalama %1-10’'unda, ¢ocuklarin ortalama % 5-
20'sinde gériiliirken (Giboda et al, 1982), italya’da % 18 -39 (Ricciardi et al 1978), Romanya'da
% 6,8 (Donescu and Panaitescu1984), Bulgaristan’da % 8,1 (Wladislawoff,1982) ve Fransa'da
% 2-6 (Roche et al, 1991) oraninda goéruldigu bildirilmektedir. Bu oranlar Finlandiya'da % 2- 25
Avustralya’da %20- 30 (Kerlin et al,1978) ve A.B.D' de % 1,5-20 arasinda degismektedir
(Budak, 1995)

1958 yilinda Unat, G. intestinalis’in Turkiye’de yayilis sikligini gdsteren ilk blayuk ¢alismayi
yapiimistir. Bu arastirmada Turkiye’nin 7 cografi bolgesine ait 10.000 ilkokul ¢ocugundan digki
Ornekleri alinmistir. Arastirmaya gére; Marmara Bolgesi'nde % 4,7, Ege Bdlgesi'nde % 8,5,
Akdeniz Bélgesi'nde % 14,7, ic Anadolu Bélgesi'nde % 15,9, Karadeniz Bélgesi'nde % 17, Dogu
Anadolu Boélgesi'nde % 11,4 ve Guney Dogu Anadolu Bdlgesi'nde % 6,2 oranlarinda G.
intestinalis saptanmistir (Budak, 1995).

1982- 1996 yillar1 arasinda yurdumuzda bagirsak parazitlerini degerlendirmeye yonelik tim
calismalar derlenerek G. intestinalis’in insidansi saptanmistir. Buna gore incelemeye alinan
toplam 301.785 digki 6rneginin 36.956’sinda (% 12,24) G. intestinalis kist ve/veya trofozoitleri
saptanmistir. Parazitlerin bélgelere gére dagiimi; i¢ Anadolu Bdlgesi'nde % 10,7, Dogu
Anadolu Bdlgesi'nde % 5,32, Karadeniz Bdlgesi'nde % 10,1, Marmara Bolgesi'nde % 2,57, Ege
Bolgesi'nde % 11,4, Gliney Dogu Anadolu Bdlgesi'nde % 28,1 ve Akdeniz Bdlgesi'nde % 9,2
oranlarinda G. intestinalis saptanmistir. Bu arastirmada G. intestinalis’in goriilme oranlari
inceleme yapilan yas gruplarina gore degerlendirildiginde ise, erigkinlerde ortalama oran % 7,5

iken cocuk yas gruplarinda % 12,8’e ¢iktigi gézlenmistir (Ozgelik ve Degerli 1997).
2.3.1. Giardiasisin Bulas Yollarn

Giardiasisin insanlar arasinda fekal-oral veya cinsel yolla yayildigi bilinmektedir. Daha
sonra yapllan calismalarda, hayvanlarda bulunan Giardia tirlerinin de insanlari enfekte
edebilecegini gosteren kuvvetli deliller elde edilmis ve zoonotik bulagin miimkin olabilecegi ileri
surtlmastir (Uner ve Ertug, 1997)



25

2.3.1.1. insandan insana Bulas

2.3.1.1.1. Fekal oral yol ile insandan insana bulas;

Fekal-oral yoldan bulas giardiasisde en sik rastlanan bulasma seklidir. Sagliksiz ve hijyen
kosullarinin bozuk oldugu ortamlarda bulunan insanlarda gelismis Ulkelerde bile ylksek
oranlarda (% 5-43) giardiasise rastlanmaktadir (Thompson et al 1994). Enfeksiyon fekal — oral
yoldan, digki ile kirlenmis yiyecek veya iceceklerle, cocuklarda oyuncak alis verigi ile ve oral —
anal seksuel iliski yoluyla insandan insana yayilmaktadir. Birka¢ gram diski icinde bulunan on
adet kistin sindirim yoluyla alinmasi ile enfeksiyon olusabilmektedir (Ak ve digerleri,2007).

Parazitin yurt, kres ve ana okulu gibi merkezlerde cocuktan ¢ocuga yayllmasi gelismekte
olan ve gelismis (Ulkelerdeki giardiasis ile ilgili en gincel sorun olarak bildiriimektedir
(Thompson,1994; Read et al,2002; Ak ve digerleri, 2007). Evlerden veya bakim merkezlerinden
atik olarak atilan ¢ocuk bezleri hastaligin yayilma hizina etki etmektedir. (Novotny et al 1990;
Thompson, 1994; Overturf,1994; Ak ve digerleri, 2007).

2.3.1.1.2. Kontamine yiyecek ve igecekler ile gevresel bulag

Giardia kistleri, insan ve hayvanlarin digkilariyla su kaynaklarina ulasmaktadir. Giardiasisin
su yoluyla bulagsmasinda akla ilk gelen, icme sularinin lagim sulariyla kontaminasyondur
(Sykora et al, 1988; Chin, 2000). igme suyunun ¢ok az bir digki ile kirlenmis olmasi
enfeksiyonun alinmasi igin yeterli olmaktadir. igme sularinin bakteriyel kontaminasyona karsi
klorlanmasi Giardia enfeksiyonuna karsi yetersiz olabilecegi c¢esitli galismalar gostermistir
(Erlandsen,1995; Payment, 1999; AAP, 2000). Giardia kistlerinin dogal sularda, cesme
sularinda ve distile suda haftalarca canl kalabildidi, suyun i1sisinin Giardia kistlerinin canli kalma
surelerini ve oranlarini etkiledigi, soguk sularda kistlerin canli kalma oranlarinin yuksek oldugu,
suyun diger Ozelliklerinin ise Giardia kistlerinin yasam suresi Uzerinde 6nemli bir etkisinin
olmadig§i saptanmistir (Uner ve Ertug, 1997).

Su kaynakli giardiasisten genellikle kanalizasyon sistemleri sorumlu tutulmaktadir. Ozellikle
yuzey sularinin (nehirlerin ve gollerin) su kaynagi olarak kullanildigi ve kanalizasyonlarin bu
sulara karistig yerlerde insanlar siirekli giardiasis riski ile birlikte yagamaktadir. icme sulari ile
atik sularinin birbirine karismasi nadiren gortimekle birlikte, bu tir kontaminasyonlar blyuk
giardiasis salginlarina neden olduklarindan énemli olarak nitelendiriimektedir (Uner ve Ertug,
1997).

Kontamine yiyecek ve sular yoluyla cevresel bulas, nifusun blylk bir kismini tek bir
kaynaktan enfekte edebildiginden giardiasisin epidemiyolojisinde en buylk tehlike olarak

gériilmektedir. ik defa 1965 yilinda ABD Colorado’da lagim sularinin igme sularina karismasi
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sonucu giardiasis salgini meydana gelmistir. Kuzey Amerika’da farkli bdlgelerde yapilan
¢alismalar sonucunda, su érneklerinin %80 inde Giardia kistleri saptanmistir. Yalnizca A.B.D’de
1971-1986 vyillar1 arasinda yuze yakin su kaynakl giardiasise salgin meydana gelmis ve

binlerce kisi etkilenmis milyonlarcasi da risk altinda kalmistir (Thompson et al,1994).

2.3.1.2. Zoonotik Bulasg

Hayvanlarin, insanlara giardiasisin bulagsmasindaki epidemiyolojik rolini saptamak, Giardia
turlerinin konak 6zgulligundn bulunup bulunmadigini veya insanlardan hayvanlara bulasin
gerceklesip gerceklesmedigi arastirmak icin yapilan calismalardan elde edilen deneysel
bulgular Giardia'larin hayvanlardan insanlara zoonotik transferini destekler niteliktedir (Uner ve
Ertug,1997). insanlardan elde edilen Giardia izolatlari mongolian gerbillere gapraz bulagimi
deneysel olarak gosterilmistir (Belosevic et al, 1983; Visvesvara et al,1988). Ayrica neonatal
fareler ve neonatal siganlar Uzerinde yapilan g¢alismalarda da c¢apraz bulasimin mimkin
olabilecegi gosterilmistir (Craft,1982; hill et al, 1983). Bazi hayvanlardan elde edilen Giardia
izolatlar ile 151k mikroskobunda G. intestinalisten ayirt edilememektedir. Yapilan molekuler
tiplendirme c¢alismalari G. intestinalisten yedi farkli genotipinin bulundugunun insanlarda
bulunan iki genotipin diger bircok evcil ve vahsi hayvanlarda da bulundugu yapilan bir¢ok
calisma ile gosterilmigtir. Bazi genotiplerin konak 6zgulligu oldugu ortaya konmus ve insanlarda

herhangi bir enfeksiyona yol agmadigi bildirilmistir (Caccio ve Ryan, 2008).

ZOONOTIK GENOTIPLER Ave B

Ciftlilc Hayvanlan
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-
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-
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Sekil 2.8. A ve B genotiplerinin potansiyel bulasma yollari (Monis et al, 2009).
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Zoonotik yolla Giardia’nin bulagip bulasmadigini belilemek icin slpheli giardiasis
salginlarinin oldudu bodlgelerde Giardia kistlerinin enfekte insanlardan, bulagsmada roltu oldugu
digunulen supheli hayvanlardan ve cevredeki ylzey sulari, yiyecek gibi érneklerden izole
edilmesi gerekmektedir (Thompson et al, 1994). Bu tarz bir calisma Isaac-Renton ve
arkadaslari (Isaac-Renton et al, 1993) tarafindan pulse field jel elektroforez yontemi kullanilarak
yapilmis, calismaya gore, Kanada’'da belirli bir bélgede kunduzlardan insanlara su yoluyla bir
gecisin oldugunu gdstermistir. Benzeri bazi ¢alismalarda; PZR tabanlh molekiler yontemler,
ayni bdlgede yasayan insanlar ve koépekler arasinda bir bulasma olabilecegini gostermistir
(Traub, 2003).

Son yillarda yapilan molekdler tiplendirme ¢alismalari giordiosisin molekdiler epidemiyoloijisi
ve zoonotik potansiyeli hakkinda yeni deliller sunmustur (Cizelge 2.3)

G. intestinalis’in insanlardan izole edilen A ve B genotiplerinin alt tipleri (A1,A2 B3,B4)
oldugu c¢esitli molekiler yontemler ve degisik gen bolgeleri kullanilarak goésterilmistir.
insanlardan izole edilen A ve B genotipi birgok hayvanda bulunabilmektedir. A1 genotipi
genellikle hayvanlarda, A2 genotipi ise temel olarak insanlarda bulunurken hayvanlarda da
bulunabilmektedir (Fayer et al,2006; Castro-Hermida, 2007 ).

B genotipi blyulk oranla insanlarda bulundugu dustnulirken son yapilan ¢alismalar kunduz,
sigir, koépek, at, maymun, misk faresi, tavsan ve koyunlarda B genotipinin bulundugu
gosterilmistir (Cizelge 2.3). B genotipinin 30-90 glnlik koyunlarda enfeksiyona yol acgtigi ve
beslenme bozuklugu, kilo kaybi ve kéti kokulu diskilama gibi klinik belirtilere neden oldugu
belirtiimistir(Aloisio et al, 2006)

Macaristan’da sucul kuslar Gzerinde yapilan ¢alismada go¢ eden kaz ve 6rdeklerde genotip
A ve B tespit edilmistir (Plutzer ve Tomor, 2009). Avustralya’da keseliler Gzerinde yapilan
c¢alismalar genotip A, BlIl ve BIV bulunmus. Sekans analizleri insanlardan elde edilen sekanslar
ile baydk benzerlik gdsterdigi bildirilmistir (Thompson J. et al, 2008). Atlarda yapilan galismada
Al ve All genotipleri elde edilmistir (Troub et al, 2005). Brezilya’'da kahverengi Howler
maymunlarinda yapilan galismada tiim izolatlarda genotip Al bulunmustur (Volotao, 2008).

Baliklar ile yapilan arastirmada Giardia prevelansi % 3,8 bulunmus ve izolatlarin genotipi
A,B.E ve Giardia microti oldugu tespit edilmistir. Deniz memelilerinde yapilan diger ¢alismalarda
A ve B genotipleri yunus, fok ve deniz aslaninda, C ve D genotipi liman fokunda tespit edilmistir.
Ren geyikleri ve karacalar ile yapilan galismalarda tim izolatlar genotip A bulunmustur. Yapilan
filogenetik calismalar bu izolatlarin insan izolatlari ile ayni soydan gelmedigini belirtilmistir.
(Robertson et al, 2007 ).

insanda enfeksiyona yol agan A ve B genotipleri vahsi hayvanlarin yani sira yilksek bir
oranda evcil ve ciftik hayvanlarinda bulunmaktadir. Yapilan c¢esitli ¢alismalar ciftlik
hayvanlarinda 6zellikle sigirlarda genotip A yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu durum giftlik

hayvanlarinin rezervuar olma potansiyelini ortaya koymaktadir (Geurdenet et al, 2008)
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Ciftliklerin ve kesim hanelerin atik sularinda yapilan ¢alismalarda izole edilen G. intestinalis
kistlerinin A ve E genotipi oldugu gdsterilmigtir (Bertrand ve Schwartzbrod, 2004).

Gerek ylizey sulari gerekse atik sularda yapilan galismalar giardiasisin yayllmasinda suyun
Onemli bir vektor olabilecegini vurgularken enfeksiyon kaynaginin belirlenmesindeki guglikler
nedeniyle enfeksiyonun, hayvanlar tarafindan kontemine edilen sularin kullanimiyla bir bulagin

gergeklesip gergceklesmedi konusu tam anlamiyla netlige kavusmamistir.

2.3.2. Giardia Kistlerinin Sulardaki Canliliklari

Giardia kistleri gol, nehir gibi dogal sularda, gesme suyunda ve distile suda haftalarca canl
kalabildigi su sicakhdinin bu sireci etkiledigi saptanmistir (Regnier et al,1989)

G. intestinalis kistleri 8°C’de klorlanmis suda 77 giin, G. muris kistleri 20-28 °C’de
klorlanmis ¢esme suyunda 7-14, sicakhdi 5-7°C olan distile suda 56 gun, sicakhdi 3,3°C olan
dogal sularda 56-84 gin canh kalabildikleri goérilmuastir. Her iki tirinde sulardaki sulardaki
yasam sureleri olduk¢a uzun olmasina karsin bu sureler sonunda ¢ok az kistin canli kalabildigi
ve dusuk dereceli sicakliklarda kistlerin bozuldugu gézlemlenmistir. ( Regnier et al,1989;
Thompson et al, 1994).
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2.4. PATOGENEZ VE KLINIK

Bir zamanlar kommensal oldugu disinilen G. intestinalis, enfekte kisilerde diyare,
malabsorbsiyon gibi bulgularin tanimlanmasinin ardindan patojen olarak degerlendiriimeye
baslanmistir. Bu bulgular parazitin susu, sayisi, konagin bagisikhik durumu gibi birgok faktore
bagh olarak olusmaktadir (Aklan, 1997 )

Enfeksiyonun kistlerin agiz yolu ile alinmasinin ardindan olustugu ve on tane kistin bile
enfeksiyona neden olabilecedi bildiriimektedir. Ekskistasyonun ardindan trofozoitler ince
bagirsagin Ust bdlgelerinde ¢odalmaya baslar ve diskleri ile ince bagirsakta enterositlere
yapisirlar. Siddetli enfeksiyonlarda her hiicrenin serbest ylizeyi parazitle kaplanabilir (Sekil 2.9).
Parazit nadir olarak da safra kesesi ve safra yollarinin epitel ylizeylerine yerlesmektedir (Ak ve
digerleri, 2007). Giardiasisin neden oldugu patolojik degisiklikler arasinda, ince bagirsaklarda
Ulserasyonlar, limende kismi daralma ve Ulser zemini Uzerine gelismis akut yangi bildirilmistir
(Hill, 1995; Ak ve digerleri, 2007).

Elektron mikroskobik c¢alismalarda fokal akut yangiya bagli epitelial hicre yikimina ek
olarak, 6zellikle kriptalarda epitel hasarina ait bulgular ve villuslardaki epitel hiicrelerinden bir
kisminda tamamlanmamis olgunlagmay! dusundiren degisiklikler gdzlendigi bildirilmistir.
Giardiasisli gocuklarda baslangigta tim mukozanin yapiskan bir mukusla kaplandigi, ¢cogalan
parazitlerin bu mukuslu ylzeye yapisarak mukusun arasindan uzattiklari emici diskleri ile
enterositlere tutunduklari gézlenmistir. Enfeksiyon kroniklestikge villus yapisinin kitlesmeye ve
genislemeye basladigi, tim ylzeyi kaplayan bu mukusun sertleserek bir kabuk veya pseudo-
membran goérintisine blrindigl, bu mukoid membran yapisinda mukus disinda doku

artiklari, enterositler ve 6l trofozoitlerin bulunabildigi bildirilmistir (Taneli, 1996).
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Sekil 2.9. Trofozoitlerin ince bagirsak hicrelerinin ylzeyine tutunmasi

Giardiasisde goérulen diyarenin ve digkida asiri miktarda yag bulunmasinin nedeni tam
olarak aciklanamamakla birlikte bunu aciklayabilmek icin c¢esitli gorusler bildirilmigtir. Bu

gorusler; mukoza ve mukozal epiteldeki kanallarin ¢ok fazla sayida parazit tarafindan mekanik
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olarak tikanmasi; firca epiteli ve mikrovili yapisinda bozulma; yag emilimi igin gerekli bagdirsak
ici bilesenlerinin bozulmasi; parazitin ve konagin besin igin rekabette girmesi; artan mukus
sekresyonu; parazit tarafindan salgilanan toksinin bagirsak Uzerine etkisi olarak
sayilabilmektedir (Alkan, 1997; Ak ve digerleri, 2007).

Gunimuizde G. intestinalis’'in ince bagirsak mukozasinda hasara yol agti§i goértsu agirhk
kazanmaktadir. ince bagirsak biyopsilerinin 1sik mikroskobunda yapilan incelemelerinde
villuslarinda kismen veya tamamen kigulme goérilmektedir. Ayrica mikrovillus membran
disakkaridaz aktivitesinde ve glikoz aktif transportunda azalmada belirlenmistir /Alkan, 1997).

Giardiasisde parazitin salgiladigi hyaluronidaz, proteaz ve mukopolisakkaridaz gibi
enzimlerle parazitin kolon mukozasina invaze olmasini kolaylastirdidi bildiriimektedir (Ak ve
digerleri, 2007). G. intestinalis’in salgiladidi sisteince zengin bir protein ekzotoksin olarak goérev
yaptigi ve bagirsak epitel hiicrelerinde harabiyete yol acgtigi gosterilmistir (Chen et al, 1995).

G. intestinalis konagin tripsini tarafindan aktive edilen mannoz baglayici yizey lektinin
enterositler Uzerine dogrudan zarar verici etkisi olabilecegdi gdsterilmistir. Bagirsak mukozasinda
artan lektin veya anti -CD4 antikorlarinin T hicresi aktivitesinin artirmasi, villuslarda kugulmeye
yol agmaktadir (Ak ve digerleri, 2007).

Cesitli konaklarda Giardia enfeksiyonu sonucu olustugu bildirilen villus kiigiimesinin, epitel
yluzeyde besin ve su emiliminde azalmaya neden olmasi ile diyare olusabilecegi, ancak diyareli
bazi konaklarda villus atrofisi gdézlenmemesinin bu patolojik degisikligin diyareden tek basina
sorumlu olamayacagi gortsinu destekledigi bildirilmistir (Farthing, 1994).

Giardiasisli hastalarda maltaz, sukraz, laktaz, sakkaraz ve alkalen fosfataz gibi mukozal ve
tripsin, kemotripsin, lipaz ve amilaz gibi luminal enzimlerde yetmezlik goéruldigu cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Taneli, 1996). ince barsaklarda olusan mukozal
degisikliginin sekretin ve kolesistokinin gibi enterik hormonlarin salinimini azalttigi, bu
hormonlarin eksikliginin ise pankreatik ekzokrin yetmezligine, ardindan amilaz, proteaz ve lipaz
yetmezligine ve dolayisiyla karbonhidrat, yag ve protein malabsorbsiyonuna yol actigi
bildiriimektedir(Markel, 1982)

Giardiasisde diyareyi ve sindirim bozukluklarini etkileyen bagka faktérlerde bulunmaktadir.
Bazi hastalarda intestinal bakteri artisi safra tuzlarinin bakteriler tarafindan kullaniimasi yag
emiliminde azalma olabilecegini gostermistir (Ak ve digerleri, 2007).

Sonug olarak giardiasisin fizyopatolojisinde villus atrofisi, kript hiperplazisi ve enterositlerde
yenileme hizindaki artigin énemli olmadigi, disakkaridaz ve luminal enzim yetmezliklerinin ise
onemli rol oynadigi ileri surilmus, bagirsak yuzey alaninin azalmasi ve mikrovilluslarda
kutlesme ile, elektrolit, eriyik besin ve su malabsorbsiyonunun ise temel mekanizmalari

olusturdugu ginimuizde yaygin olarak kabul edilmektedir (Aklan, 1997).
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2.4.1. Lokal ve Klinik Belirtiler

Yetiskinler ve biylk c¢ocuklar genellikle G. intestinalis enfeksiyonunu higbir belirti
gostermeden tasimaktadir. Olusan enfeksiyonlarda asemptomatik kist ¢ikaricilara, genellikle
kendiliginden iyilesen akut diyare tablolarina veya kronik diyare, malabsorbsiyon ve kilo
kaybiyla kendini gosteren belirtilere rastlanabilmektedir (Girtz, 1997; Ak ve digerleri, 2007).

Diyare giardiasisde en sik gorilen belirti olup bunu diginda ézellikle gocuklarda blyime ve
gelisme geriligi, karin agrisi sik gdézlenen belirtilerdir. Bunlarin disinda karinda siskinlik,
istahsizlik, bulanti, kusma, ates k6t kokulu yagh digki gibi belirtiler gdézlenmektedir. (Unat 1995;
Ak ve digerleri, 2007).

Sindirim yoluyla alinan kistler, alinmasini takiben 1- 2 haftalik inkiibasyon déneminin
sonunda bulgular goérilmeye baslar. Diskida kistlerin goérilmesine kadar gegen dénemin
inkiibasyondan daha uzun sirebilecegi, yani enfeksiyon baslangicinda diski bakisinin negatif
olma olasiliginin yiksek oldugu bildirilmistir. Bu stregte ortalama kilo kaybinin 3-4 kg civarinda
gerceklesmektedir (Ak ve digerleri, 2007).

Giardiasisde klinik; asemptomatik tasiyicilik, akut ve kronik olmak Uzere U¢ baslik altinda

incelenmektedir.

2.4.1.1. Asemptomatik Tasiyicilik

Hastaligin en yaygin sekli olup araliklarla diyare dénemleri olmaktadir. Enfeksiyonun
hastalik seklinde ortaya ¢cikmayisinin nedeni tam olarak agiklanamamistir. Bu durumun konagin
bagisikhk siteminin durumu ve savunma mekanizmalarinin gucunlin etkili olabilecegi
disunulmektedir (Ak ve digerleri, 2007).

2.4.1.2. Akut Tablo

Akut tabloda semptomlar ortalam bir hafta icinde ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle hastalik 2-4
haftalik periyot icinde sirmekte ve kendiliginden ge¢gme egilimi géstermektedir. Ancak hastaliga
yakalananlarin %25’inde belirtiler 7 hafta kadar surmektedir. Semptomlar sulu diyare seklinde
baslayip, yagli ve koéti kokulu digkilama, bulanti, karin agrisi, kilo kaybi seklinde devam
etmektedir (Unat, 1995; Gurlz, 1997; Ak ve digerleri, 2007).

2.4.1.3. Kronik Tablo

Saglkli bireylerin cogunda enfeksiyon kendi kendine gegcme egiliminde olsa bile bazen

%30-50’ye varan oranlarda kronik diyare, bununla birlikte yagh ve kokulu digkilama, kilo kaybi,
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yag emiliminde bozulma, yagda eriyen vitaminin emiliminde bozulma, bunlari takiben
karbonhidrat ve protein emiliminde bozulma gibi belirtiler devam edebilmektedir. Hastaligin bu
asamasinda kronik giardiasisden bahsedilmektedir (Thompson et al, 1993). Baska bir degisle
besin maddelerinin emiliminin bozulmasina bagli olarak besin yetersizligi ve bir dizi problem
olusmaktadir. Bu durum Ozellikle az gelismis ve gelismekte olan (lkelerde ¢ocuklarda gelisme
ve zeka geriligi, siskin karin ve uzun ince ekstremiteler gézlenmektedir. Bozulmus yag ve ksiloz
emilimine ek olarak A ve B12 vitamini ve laktoz emlimi de bozulmaktadir. Ayrica demir emilim

deki bozulmaya bagl olarak anemi gorulebilmektedir (Ak ve diderleri 2007)

2.4.2. Giardiasiste immiinite

Giardia enfeksiyonun insanlarda oldukga farkh belirtilere neden oldugu bilinmektedir. Bazi
kisilerde diyare, karin agrisi, kilo kaybi, halsizlik gibi klinik belirtiler gérilmesine karsin
bazilarinda hicbir belirti rastlanmadigi bilinmektedir. Ayrica enfeksiyon bazi kisilerde birkag
hafta icinde kendiliginden iyilesme go6zlenirken bazi kisilerde ise kroniklesmektedir. Klinik
belirtilerin bu kadar dedisken olmasi farkli Giardia suslara hatta farkli genotiplere
baglanabilecedi, bazisinin patojen bazisinin da apotejen olabilecedi dusunutlmektedir.
Semptomlarin agirigi farkh Giardia genotiplerine baglayan cesitli ¢alismalar bulunmaktadir
(Altintas ve Korkmaz, 1997; Shagun et al, 2008; Marta et al, 2008; ; Geurden et al, 2010).

G. intestinalis’e karsi kisilerin direnci yasa ve bagisiklik sistemine bagh olarak farklilik
gOstermektedir. Bazi arastirmacilar giardiasise karsi koruyucu bagisikhgin enfeksiyonun
gegcirilmesinden sonra gelistigini ileri sirmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda enfeksiyon gegiren
hayvan modellerinin tekrar enfeksiyona karsi bir direng gelistirdikleri belirlenmistir. Edinsel
bagisikligi dusindiren bu goézlemler insan giordiosis c¢alismalarinda da desteklenmigtir.
Aragtirmaya gbére endemik bir bélgede uzun sire yasayanlarda semptomatik enfeksiyon orani
ziyaretgilere oranla daha disuk bulundugu gézlemlenmistir (Hill,1995). Ancak bu gin koruyucu
bagisikhgin tam olarak mimkiin olmadigi da bildiriimektedir. Clnkl G. intestinalis’in birbirinden
oldukga farkh cok sayida antijenik yapi ve antijenik yapida birbirini izleyen degisimler
gOsterilmektedir (Smith et al, 1982; Nash et al,1983; Nash ve Keister,1985). Koruyucu
bagisikhgin gelisimi icin en énemli bilesen ince bagirsak Iimenindeki G. intestinalis’e 6zgu
anti — Giardia sekretuar IgA’sI olarak gérulmektedir. Bununla birlikte Giardia antijenlerine karg!
IgM tardG antikor yaniti da saptanmistir ( Altintas ve Korkmaz, 1997).

Farelerde denen bir Giardia asi calismalari oral yoldan kismen basariya ulasmistir.
Kullanillan asi1 parazitin bagirsak lumenindeki kolonizasyonunu engellemenin yani sira
uygulamanin ardinda (9-11 glin) trofozoitlerin de ortadan kalktigi bildirilmistir. Son vyillarda

A.B.D’'de kediler ve kopekler lizerinde uygulanan ticari asilar satilmaktadir. Asilarin kdpek ve
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kedilerde klinik bulgularini engellemek ve digki ile kist atiminin azathd: bildirilmigtir (Ak ve
digerleri, 2007).
Bazi in vitro galismalar insan sitiinin Giardia enfeksiyonlarina karsi koruyucu rol

oynadigini ve Giardia trofozoitlerini 6ldirdiguni gostermistir (Ak ve digerleri, 2007).
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2.5. GIARDIASIS TANISI

Rutin digki incelemeleri, butlin bagirsak protoozonlarinda oldugu gibi giardiasisin teshisinde
de yaygin olarak kullaniimaktadir. Giardia intestinalis trofozoitleri, emici diskleri ile bagirsak
mukozasina ¢ok siki tutunmasindan dolayl arka arkaya alinan seri digki incelemelerinde bile
organizmanin gérilememesine neden olmaktadir (Ozbel ve Dagci, 1997). Hastaligin belirtileri
go6zlenen kigilerde ilk diski incelemesinde G. intestinalis kist veya trofozoitleri saptanabildigi
halde hastalik belirtisi géstermeyen kisilerde ve stipheli durumlarda 3 kez seri digki incelemesi
tavsiye edilmektedir (Hiatt 1995).

Diskinin makroskobik olarak incelenmesi mikroskobik incelemeyi yapacak kisilere énemli
derecede fikir verebilir. Bu nedenle gelen diskilar mutlaka makroskobik olarak
degerlendirilmelidir (Ozbel ve Dagci, 1997).

Rutinde kullanilacak digki 6érnekleri, eger hemen incelenemeyecekse veya daha sonra

boyama veya konsantrasyon yéntemlerine gereksinim duyulursa gesitli ydntemlerle saklanabilir.

2.5.1. Saklama Solusyonlar::

Digki drnekleri genelikle 3 kisim fiksatife 1 kisim digki olacak sekilde saklanir.

2.5.1.1. %10 Formaldehit Soliisyonu

Formolde korunan digkiya kolaylikla standart formol-etil asetat ¢oktirme ydntemi

uygulanabilmesine ragmen, kalici boya yaymalari uygulanamaz (Ash ve Oribel, 1987).

2.5.1.2. %5 Formaldehit - Tuz ( %0.85 Serum Fizyolojik ) Sollisyonu

Kolay hazirlanan ve uzun sire saklamak igin uygun olan formolde saklanmis materyallere
konsantrasyon yontemlerinin uygulanmasi kolay olmasina karsin, daha sonra uygulanan kalici
boyamalardan istenilen sonu¢ alinamamaktadir (Ok ve digerleri, 1997).

2.5.1.3. Mertiolat - iyot - Formaldehit (MIF) Soliisyonu

MIF icinde saklanmis materyallere konsantrasyon yontemleri rahatlikla uygulanmakta,

ancak kalici boyalarin gergeklestiriimesi glic olmaktadir (Ok ve digerleri, 1997).
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2.5.1.4. Polivinil Alkol (PVA) Soliisyonu

Digki alindiktan hemen sonra iyi fikse edilirse ¢ok uzun sire saklanabilmektedir. PVA,
Ozellikle intestinal protozoonlarin trofozoit evreleri igin iyi bir fiksatiftir. PVA'da saklanmis
digkilardan yapilan kalici preparatlarda organizmalarin boyanma kalitesinin ylksek oldugu
gorulmastir. PVA fiksatifinin en 6nemli avantajlarindan biri, yapilan yaymalarin hemen veya
aylar sonra boyanabilmesidir. PVA'da saklanan o&rneklerde konsantrasyon ydntemleri de
uygulanabilmektedir (Ok ve digerleri, 1997).

2.5.1.5. Sodyum asetat - Asetik asit - Formaldehit (SAF) Soliisyonu

Yumusak fiksatif olarak isimlendirilen sivi haldeki SAF icinde saklanmis materyal, hem
konsantrasyon tekniklerinde hem de kalici boyali yaymalarda kullanilabilmektedir. Toksik civa
bilesikleri icermemesi nedeniyle bazi merkezlerde tercih sebebi olmaktadir (Ozbel ve
Dagc1,1997). Kalici yayma hazirlamak i¢in ¢okeltiden preparat yapilabilir.

Giardiasisin tani yontemleri ¢ ana grupta incelenebilmektedir. Kullanilacak metodun
seciminde sadece duyarhlik ve 6zgulligin degil, testin kolayligi, maliyeti, ¢calisacak personel
sayisi ve kac¢ adet testin yapilacaginin da g6z énunde bulundurulmasi gerektigi bildirilmistir
(Garcia et al, 2003).

2.5.2. Etyolojik Tani

2.5.2.1. Digkida etkensel tani

Giardia intestinalis’ in kist veya trofozoitlerinin mikroskopta gorerek tani konulmasidir.

2.5.2.1.1. Direkt Baki (Nativ- Lugol ) Yontemi;

Laboratuar yontemleriyle taniyr koymanin en kolay yolu i1sik mikroskobu ile direkt diski
incelemesi yapmaktir. Ozellikle sivi gérinimli ve beklememis digski érneginden hazirlanan
preparatlarda hareketli trofozoit gérmek muimkunddr. (Ok ve digerleri,1997; Ak ve digerleri
2007). Bagirsak hareketleri parazit organizmalarin digskida neredeyse esit olarak dagiimasina
yol acar, bununla birlikte eger organizma sayisi az ise direkt taze baki icin kullanilan az
miktarda digki 6rnegi organizmanin varligini ¢cikarmada yetersiz kalabilir. Bu nedenle direkt
inceleme yontemleri paraziter enfeksiyonlarin bir gogunun kesin tanisinda tek basina yetersiz
olmaktadir (Estevez ve Levine, 1985; Ozbel ve Dagcl, 1997).
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Nativ inceleme; diskinin serum fizyolojik i¢cinde incelenmesi ile gergeklestirilen basit, etkili ve
maliyeti dislk bir ydntemdir. Bu ydntemde temiz bir lam Uzerine bir damla serum fizyolojik
damlatilir ve Gzerine digkinin c¢esitli yerlerinden alinan 6rnek konarak karistirilir. Lamelle
kapatilan preparat x 40 blyUtmeli objektifle fazla vakit kaybedilmeden incelenir (Ozbel ve Dagcl,
1997).

Nativ inceleme ile 6zellikle diyareli digki 6rneklerinde hareketli trofozoitleri gormek mimkiin
olmaktadir. Taze olmayan sulu digki drneklerinde ise trofozoitlere pek rastlanmamaktadir.
Hareketli trofozoitlerin saptanmasi agisindan nativ baki dnem tagimaktadir (Ok ve digerleri,
1997).

Lugol yonteminde ise fizyolojik su yerine lugol eriyigi kullaniimaktadir. Gegici boyalar,
Ozellikle protozoonlarin saptanmasi ve ayrimina yardimci olmak tzere genellikle nativ yontem
ile birlikte kullaniimaktadir. Iyot trofozoitleri 6ldirdiigii ve tahrip ettigi icin daha cok parazitlerin
kist evrelerini tanisi i¢in kullanilir. Bununla beraber kistlerin nikleus ve morfolojik gértiniimlerini
daha belirgin halle getirmektedir (Ozbel ve Dagci, 1997; Ak ve digerleri, 2007).

Nativ- Lugol baki tim taze digki érneklerinden hazirlanabilmesine karsin preparatlari
degerlendirebilecek deneyimli personel ve hazirlanma sekli ve zamani énemlidir (Ozbel ve
Dagci, 1997).

2.5.2.1.2. Goklagtirma (Konsantrasyon) Yontemleri

Bu yontemlerin amaci diskidaki Giardia intestinalis kistleri ¢oktirerek veya yltzdirerek bir
araya toplanmasini saglayarak tani koyma sansini arttirmaktir . Yéntemler santrifiij yardimiyla
parazitleri digki artiklarindan 6zgil agirliklarindaki farkhihgi kullanarak ayrilmasini saglamaktadir
( Ozbel ve Dagci, 1997).

Konsantrasyon iglemleri sedimantasyon (¢oktirme) ylizdurme (flotasyon) yontemleri olmak

Uzere iki ana baslik altinda incelenir.

2.5.2.1.3. Sedimantasyon (Goktiirme) Yontemleri

Santrif(j kullanilarak yapilan bir yéntemdir. Sediment diskida gorilen tim parazitleri
icermektedir. En blylk dezavantaji diski artiklarinin fazla olamsidir. En ¢ok kullanilan yéntem
formol-etil asetat ¢oktirme ydntemidir. Yontemde bir miktar digki formol ile fiske edilir ve
sUzUlur. Suzilen sivi santrifij tiplne konur ve Uzerine iki G¢ damla etil asetat eklenerek
calkalanir, solisyon 400-500 X g’de santrifljj edilir. Santrif(ij sonrasi Ust sivi atilir ve sediment

lam Gzerinde lugol ile boyanarak incelenir.
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2.5.2.1.4. Flotasyon (Yiizdiirme) Yontemi

Flotasyon yontemi, yiksel 6zgul agirhdindaki sollisyonlarin parazitleri digki artiklarindan
badimsiz olarak yuzdurmesi prensibine dayanmaktadir. Yontem ile parazitler digki artiklarindan
arindiriimis olarak mikroskopta rahatlikla gorilmektedir. Bu yontemde protoozon kistleri ve ¢ogu
nematod yumurtalari kolaylikla ylizmektedir. Daha agir olan trematod ve cestod yumurtalari
dibe ¢okebilmektedir (Ok ve digerleri, 1997).

Flotasyon yontemleri iginde en yaygin olarak kullanilani ginko- sulfat ydontemidir. Bunun yani

sira doymus tuzlu su ve doymus sekerli su eriyikleri kullaniimaktadir.

2.5.2.1.5. Boyama Yontemleri

Boyama yoOntemlerinin ana prensibi parazit ile dig ortam arasinda renk kontrast
saglamaktir. Boylece parazitlerin morfolojik yapilari daha ayrintili olarak goérilmekte, tlrler
arasindaki ayrimi saglanabilmekte ve sirekli preparat elde edilmesi saglanmaktadir (Giardiasis
kitabr). Bunlar arasinda Giemsa, demir hemotoksilen ve trikrom boya ydntemleri Giardia

intestinalis tanisinda sik kullanilan boya yéntemleridir (Ak ve digerleri, 2007).

2.5.2.1.5.1. Giemsa Boyama Yontemi

Trofozoitlerin boyanmasinda etkili bir ydntemdir. Ozellikle trofozoitlerin kamgilari bu ydntem
ile kolaylikla ayirt edilebilir. Yontemin dezavantaji ortamda iyi kontrast saglamamasi ve

beklemis digki drnekleriyle iyi sonug vermemesidir ( Hill, 1995).

2.5.2.1.5.2. Trikrom Boyama Yoéntemi

Bu boyama yoOntemi, fekal yaymalarin hazirlanmasi icin gabuk ve kolay bir yéntemdir.
Boyama igleminin ¢abuk ve kolay olmasi, boyanin uzun sire dayanmasi ve dekolarize edici
ajan olarak kullanilan asit alkollin organizmanin morfolojik detaylarini belirginlestirmesi bu
yéntemin en dnemli avantajlaridir (Ozbel ve Dagcl, 1997).

lyi tespit edilmis digki yaymalarinda organizmalarin boyanma &zellikleri oldukga sabittir.
Protoozonlarin sitoplazmasi genellikle mavi —yegilden morumsu bir renge boyanirken, nukleus,
nukleer kromatin, kromatoid cisimcikler ve diger inklizyon cisimcikleri kirmizi-kirmizimsi mor,
sindiriimeyen besinler, maya ve mantarlari iceren arka zemin ise genellikle yesil boyanir (Ok ve
digerleri, 1997)
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2.5.2.1.5.3. Demir Hematoksilen Boyama Yoéntemi

lyi boyanmis diski yaymasi elde etmede uzun siire Heidenhain’in demir hemotoksilen boya
yontemi Onerilmistir. Ancak bu ydntem karmasik ve zaman alici oldugundan daha kisa ve basit
modifiye sekilleri gelistiriimistir. Yontem trikrom yontemine gére daha fazla zaman alicidir (Ok ve
digerleri, 1997).

Yayma ve boyama dogru sekilde yapildiginda gerek zemin gerekse organizmalar mavi-gri
boyanirken kistleri ise daha koyu mavi renk alir. Cekirdek yapilari, kromatoid cisimler ve diger

inklizyonlar sitoplazmaya oranla daha koyu bir renk alir (Ok ve digerleri, 1997).
2.5.2.2. Duodenal Sivida Etkensel Tani
2.5.2.2.1. Duodenal Aspirasyon

G. intestinalis trofozoitleri duodenumdan alinan sivi drneklerinde de goérulebildiginden seri
digkl incelemelerinde devamli negatif sonu¢ elde edildidi halde giardiasisten slphelenildigi
durumlarda duodenal sivi gesitli ydontemlerle elde edilerek incelenebilir. Bir sonda yardimiyla
burun ve mide yolundan, ince badirsaklarin Ust kisimlarina ulasilarak duodenal sivi
toplanabilir.(Ozbel ve Dagc1,1997; Ak ve digerleri, 2007).

ince bagirsagin Ust kismindan alinan 0,5-3 ml duodenal sivi direkt olarak veya kalici
boyama yontemleri uygulanarak incelenir. Direkt bakida G. intestinalis trofozoitleri mukusa
saplandid icin spesifik hareketleri nadir olarak goriilmektedir (Ozbel ve Dagci,1997).

Giadiosis’in teshisinde seri digki incelemeleri ile duodenal aspirasyon incelemeleri
karsilastinldiginda ¢ kez digki incelemesiyle %85 oraninda giardiasis saplanirken duodenal
aspiratlarin sadece %44 de pozitif sonu¢ alindigi ve bu iki yontemin birbirini tamamladigi
gosterilmistir (Ozbel ve Dagc1,1997; Ok ve digerleri, 1997).

2.5.2.2.2. Duodenal Kapsiil Teknigi (Entero - test)

Entero —test 1970’li yillarda Beal ve arkadaslari tarafindan duodenal igeriklerin incelenmesi
amaciyla gelistiriimis bir yéntemdir.

Cocuklar ve yetiskinler icin farkh entero test kitleri bulunmaktadir. Test kitinde yaklagik 140
cm uzunlugunda naylon ip, bir kapsiil igine yerlestiriimistir. ipin ucu hasta agzina tespit edilerek
kapsul hastaya yutturulur. 3- 4 saat sonra test kiti ¢ekilir ve alt ucu bir lama surilerek direkt
olarak veya boyali preperat hazirlanarak mikroskopta G. intestinalis kist veya trofozoitleri
arastirilir (Ozbel ve Dagc1,1997 Budak ve digerleri 1997).
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Sekil 2.10*. G. intestinalis trofozoiti lugol ile boyanmig(solda), G. intestinalis kisti.(ok)

3 N

Sekil 2.11*. G. intestinalis kisti (solda) ve trofozoiti (sagda)

Sekil 2.12". G. intestinalis trofozoiti (Demir hemotoksilen boya).

* Fotograflar, C.B.U Tip Fakiiltesi Parazitoloji A.D. arsivinden alinmistir.
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2.5.2.2.3. Duodenal Biyopsi

Bu yontemde endoskopi yapilarak ince bagirsagin mukoza epitelinin ugtadigi morfolojik
degisiklikler ve protozoonun kendisi dogrudan gosterilebilmektedir. Duodenal biyopsi 6rnegi

cesitli boylar ile boyanip mikroskopta G. intestinalis trfozoitleri arastirilir (Ak ve digerleri, 2007).

2.5.2.3. Kiiltiir Yontemleri

in vitro kdltdr yontemleri ve in vivo hayvan inokulasyon yodntemleri, direkt mikroskobik
yontemlerin yetersiz kaldigi veya kesin taniya gidilemedigi durumlarda kullaniimaktadir. Ayrica
biyokimyasal, immunolojik ve serolojik calismalarda kullanilan antijenlerin hazirlanmasinda, ilag
denemelerinde, parazitlerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin arastiriimasi ¢alismalarinda
kultir yontemleri kullaniimaktadir ( Daldal ve digerleri, 1997).

Hastalardan Giardia suslari serolojik testlerde, genetik, biyokimyasal ve immunolojik
¢alismalarda kullanmak amaciyla izole edilmektedir. Giardia trofozoitlerinin kaltird ilk kez
Karapetyan tarafindan yapilmis olup monoksenik olarak mantar ile birlikte davam ettirilmigstir
Giardia’ nin ilk aksenik kiltlrt ise Meyer tarafindan yapilmistir (Daldal ve digerleri 1997).

Giardia’ nin besiyerine ekim yapilabilmesi icin oncelikle kistlerin saf olarak elde edilmesi
gerekmektedir. Bu iglem temel olarak dort basamaktan olusmaktadir (Daldal ve digerleri 1997);

- Kistlerin sukroz gradient santrifiij yontemi ile diski artiklarindan ayrilmasi ve konsantre

edilmesi

- Asidik soltisyon igersinde ekskistasyonun saglanmasi

- Uygun besi yerine ekim yapiimasi

- Aksenizasyonun saglanmasi amaciyla besi yerine antibiyotik ve antimikotik

solUsyonlarin eklenmesi

G. intestinalis’in kiltiri kolay olmadigindan rutin tanida pratik degeri fazla degildir (Ozbilgin

ve Sermet, 1987). Son 20 yilda yapilan arastirmalar sonucunda Giardia intestinalis

genotiplerinin aksenik kiltirde (reme basarisi arasinda farklar oldugu da gosterilmistir

(Moniset al 2008).

2.5.3. Dolayl (indirekt) Tani Yéntemleri

Digskida veya duodenal sivida parazit organizmayi direkt mikroskopta goérerek tani
konulmasinin yani sira hastalarin kaninda Giardia’ ya karsl olmus antikorlari gostererek veya
digki 6rneginde Giardia antijenlerinin gosteriimesi ile giardiasis tanisi konulmasini saglayan

yontemler de bulunmaktadir (Ak ve digerleri, 2007). Giardiasisin tanisinda immunfloresans



41

yéntemi, ELISA, Western Blot gibi serolojik ve imminolojik yéntemler kullaniimaktadir (Ozbel ve
Dagci, 1997 ).

2.5.3.1. Digkida Antijen Aranmasi

Giardiasis tanisinda bazi durumlarda diski incelemelerinden sonu¢ alinamamasi,
duodenum aspirasyonu ve ince barsak biyopsi yontemlerinin invaziv olusu, kilttr yéntemlerinin
pratik olmayigi sebebiyle digkida antijen saplamaya ydnelik hassasiyetleri ve &6zgullikleri

yuksek olan gesitli ydntemler gelistiriimistir(Nash et al, 1987; Stibbs, 1989).

2.5.3.2. ELISA (Enzym-Linked immunosorbent assay)

Giardiasis tanisi eger serumunda antikor arastirilarak yapilacak ise tanisal degeri yoktur.
Cunku, serolojik yontemlerin geciriimis ve yeni gegirilen enfeksiyon arasinda ayrim yapmadigi
gosterilmistir. Buna kargin spesifik anti - Giardia IgM duzeyleri akut enfeksiyonlarda hizl bir
sekilde yiikselmekte ve hastali§in tedavi ile birlikte distigu bildirilmektedir (Ozbel ve Dagcl,
1997). Diskida Giardia’'ya 6zgul molekiller ELISA ile aranmaktadir. Parazitte karsi gelistiriimis
olan monoklonal antikorlar veya poliklonal antikorlar kullanilarak Giardia stool antijeni (GSA 65)
aranmaktadir ( Ak,1997; Smith ve Paget, 2007).

Yapilan galigmalar ELISA’'nin tekrarlanan mikroskobik incelemeler kadar duyarl oldugu
bildirilmistir (Tamer ve digerleri, 2009).

immiinoassay kitleri ile yapilan calismalar; testlerin duyarliliginin %94-100 arasinda,

O6zgulligunidn ise % 100 oldugunu gdstermistir (Smith ve Paget, 2007; Tamer ve digerleri,2009).

2.5.3.3. Monoklon Antikorlar

Ticari olarak satilan monoklon antikor testleri, aseton ile fiske edilmis orneklerin direk
boyamasinda kullaniimaktadir. Fluoresan isaretli monoklon antikorlari G. intestinalis Kkist
duvarina spesifik olarak baglanmaktadir. Ornekler fluoresan mikroskobunda incelenerek

giardiasis tanisi konulmaktadir (Ozbel ve Dagci, 1997).
2.5.3.4. immundiffiizyon ve immunelektroforez
immundifizyon ve immunelektroforez analizleri temel olarak antijen ve ona ézgii antikor

arasindaki reaksiyona dayanir. Glnimizde birgok immundifizyon ve immunelektroforez

yontemi gelistirilmistir (Altintas ve Korkmaz, 1997).
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immundifizyon yoénteminin amaci prespitasyon reaksiyonu ile antijen ve antikor
saptanmasina ydneliktir. Bu reaksiyonlar da g¢okelti olusturan antikorlara prespitimler olarak
adlandirihr. Reaksiyonun baslarinda antijen ve antikorlar kompleks olusturarak ¢6zinmez
cOkeltiler olustururlar. Agar igine oyulmus gukurlara konan antijen ve antikor agar iginde diflize
olur ve karsilastiklari noktada antijen antikor kompleksi olusur. Reaktanlarin denge bdlgesine
yakin bolgede presipitasyon (yay) cizgileri olusur ve ¢esitli ydontemler ile bu ¢izgiler gérintilenir.
(Altintas ve Korkmaz, 1997).

Bir solisyonda birden fazla ilgilenilen antijen oldugu zamanlarda immunelektroforez
yontemi ile bunlari birbirlerinden ayrilabilir. Proteinler elektroforetik hareketliligine gore ayrilirlar.
Yontemde destek ortami olarak genellikle agar bazen de seluloz asetat kullanilir. Kullanilan
tamponlar serum veya plazma proteinlerine negatif yik kazandirir. Elektrik akimi sayesinde
molekiiller elektriksel dzelliklerine bagh olarak jel icinde gé¢ ederler. Orneklerin konuldugu
¢ukurlara paralel olarak agilan gukurlara anti-serum konur. Protein fagmanlari ve antikorlar jel
icinde difiize olup presitasyon gizgisi olustururlar. Her bir proteine spesifik sekil ve pozisyonda
cizgiler olusur (Altintas ve Korkmaz, 1997).

immunelektroforez yéntemi giardiasis tanisi igin digkida antijen arastirmalarinda
kullanilmigtir. Yéntemin duyarligi %70-95 arasinda, 6zgulligu ise %80-95arasinda oldugu cesitli

calismalar gostermistir (Altintas ve Korkmaz, 1997).

2.5.3.5. Western Blot (Immunoblotting)

Western blotting veya immunoblotting adi verilen immunokimyasal yéntemler bir membran
Uzerine sabitlestiriimis proteinleri tanimlamada kullaniimaktadir. Bu yéntem elektroforez ile
aynistirilmig proteinlere spesifik antikorlarin baglanmasi ve gesitli ydntemler ile gértuntilenmesi
temeline dayanmaktadir (Altintas ve Korkmaz, 1997).

Cesitli arastirmalar yontemin giardiasis tanisinda kullanilan G. intesitnalis spesifik digki

antijeni (GSA 65) izole ederek tani koyulabilecegini gostermistir (Altintas ve Yazar, 1997).

2.5.4. Genetik Esasli Tani Yontemleri

Diski drneklerinde G. intestinalis kist ve trofozoitlerinin nikleik asit tabanh ydntemlerle
saptanmasi temeline dayanan bu yontemde; kistlerin zor erimesi, klinik érnekte inhibitor
maddelerin ve yabanci DNA'nin fazla miktarda olmasi gibi gig¢liklerin asilmasi gerekmektedir
(Aklan ve digerleri, 1997)

Yoéntem G. intestinalis kist ve trofozoitlerinin bulundugu digki, duodenum sivisi ve dodenal
biyopsi o6rneklerinden elde edilen parazit genomunun belirli bdélgelerinin polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) ile in vitro olarak g¢ogaltilip jel elektroforez gibi yontemler ile gérintilenmesi
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esasina dayanmaktadir. Bu ydntemle, G. intestinalis'nin genotipleri arasindaki farklihgi ve
genetik degisiklikleri ortaya koymak olasidir ( Tamer ve digerleri, 2009).

Diski, duodenum aspirasyon sivisi, duodenal biyopsi 6rneklerine geleneksel PZR ve gercek
zamanh PZR ile hedef G.intestinalis amplifikasyonun yapilmasi ve tanimlanmasi yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak primerlerin baglama bdlgelerindeki yanlis baz eslesmelerinin molekiler
tekniklerdeki basarisizligin nedeni olabilecegi vurgulanmaktadir (Tamer ve digerleri, 2009).

Molekiler tani yontemleri, ylksek 6zgullige ve duyarliga sahip bir yéntem olup parazitolojik
incelemelerde insan hatasini en aza indirmesi, parazit yogunlugunun az oldugu érneklerde dahi
tani konulmasina yardimci olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle dnemli bir tani yontemidir. Bununla
beraber suslarin molekiler olarak tiplendiriimesi, onlarin enfeksiyon karakterlerini daha iyi
tanimamiza olanak vermektedir. Ayrica enfeksiyon kaynaginin belirlenmesini saglamaktadir ve
bdylece doJada rezervuar olabilecek turleri belirlememize olanak vererek gerekli 6nlemlerin

gelistirimesine katki saglamaktadir.
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2.6. TEDAVI VE KORUNMA

2.6.1. Tedavi

G. intestinalis dunyanin her bdlgesinde endemik olarak bulunmaktadir. Cocuklarda
enfeksiyonun cok fazla yinelemesi ve buna bagli olarak tedavide kullanilan ilaglarin tekrar
edilmesi ilag toksisite olasiligini arttirmaktadir. Giardiasis sagdaltiminda degisik suslarin ortaya
¢cikmasiyla ilaglarin etkinliginde sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Reynoldson,1995).

Giardiasis tedavisinde modern ilag tedavisi deneysel olarak hayvanlarda ve insanda ilk kez
Paul Ehrlich’'in 1949'da calismalariyla baglamistir. ilk olarak denenen ilaglar sitma tedavisinde
de kullanilan kinakrin ve sentetik bir nitroimidazol olan azomisindir. Cosar 1959'da 5-
nitroimidazol tlrevi metronidazoli gelistirmis, 1961 yilinda da metronidazoliin giardiasis
tedavisinde etkinligi gosterilmistir. Tinidazol, ornidazol, satranidazol ve seknidazol giardiasis
tedavisinde basari ile yararlanilan yeni 5-nitroimidazollerdendir. Yararlanilan diger ilaglar

arasinda sentetik nitrofuran, furazolidon ve paromomisin sayilmaktadir (Boreham 1995).

2.6.2. Korunma

Giardiaosisde hastalik kaynagi enfeksiyon gegiren insanlar olup hastalik kistlerin gesitli
kaynaklardan sindirim yoluyla alinmasi ile bulasmaktadir. insandan insana bulasin yaninda su
kaynakl bulasmada Giardia enfeksiyonlarinda sik goézlenen bir durumdur.

G. intestinalis’in prevelansi, fazla kalabalik ve sanitasyonun yetersiz olmasi nedeniyle akil
hastanelerinde, cezaevlerinde, gocuk bakim merkezlerinde, yurtlarda, ayni bdlgedeki genel
populasyona gore daha yuksek olmaktadir (Budak ve Atay, 1997).

Hastaligin kontroli, sehirlerin alt yapisinin iyilestirmek ile, topragin ve suyun insan digkisi
ile kirletiimedigi, temiz yiyecek ve suyun saglanmasi ile mimkundar.

Sularin hijyenik olmasi giardiasis enfeksiyonun kontroli igin énemlidir. Standart klorlama
teknikleri Giardia’larin elemine etmede yetersiz kalabilmektedir. Sulara eklenen klor (0,25-
0,50mg/It) enterik bakterileri 6ldirdligu halde parazitleri cok fazla etkilememektedir. Suyun s,
berrakligi, pH’'1 ve suyla temas siresi gibi faktérler klorun etkisini degistirebilmektedir. Genel su
kaynaklari igin kum filtrasyonlari, koagulasyon filtreleri gibi filtrasyon ve sedimentasyon
islemlerine gerek duyulmaktadir (Budak ve Atay, 1997).

Alt yapisi yetersiz, gelismekte olan veya kirsal bolgelerdeki sularin potansiyel olarak insan
ve hayvan digkilar ile kontamine oldugu dusunulerek sularin 10dk veya daha uzun sure
kaynatiimasi Giardia kistlerini 6ldirmek icin yeterlidir. Kaynatmanin mimkin olmadigi
durumlarda baz klor ile halojenizasyon (Halozene her bir litreye 5 tablet/30dk,klorlu

gamasirsuyu %5.25'likten galon basina 5ml) veya baz iyot (bir litreye 1 tablet/30dk.),ya da
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satlre kristal iyot (12,5ml/It 30dk ) etkili olmaktadir. Giardia kistleri 70°C’de 10 dakikada kistlerin
%95'i inaktive olabilirken 50-60°C’de kistlerin %98'i inaktive olabilmektedir (Budak ve Atay,
1997).

Tuvalet kullanma aliskanliginin ve tuvalet sonrasi tam gelismemis olmasi, bazi yerlerde
insan diskisinin giibre olarak kullaniimasi toprak ve suyun kirlenmesine yol agmaktadir. insan
digkisinin gubre olarak kullanildigi yerlerde, giardiasis ¢i§ olarak yenen iyi yilkanmamis sebze
ve meyveler ile bulasabilecegi bildiriimektedir (Ak ve digerleri,2007)

Giardiaosisde kisi hijyeni, aile hijyeni ve grup hijyeni énemli oldugundan tim korunma
tedbirlerinin gerek okullarda gerekse halk egitim programlari ile birlikte uygulanmasi

gerekmektedir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Parazitoloji Laboratuvar’'na basvuran ve
rutin tani iglemleri sonrasi digki 6rneklerinde G. intestinalis kist ve/veya trofozoitleri saptanan
22’si kadin, 23’0 erkek toplam 45 hastadan alinan gaita érnekleri galismamiza dahil edilmistir.

Calismaya alinan hastalara ait kisisel bilgiler ile hastalik yakinmalari kaydedilmigtir.

3.1.1. Hastalara Parazitoloji laboratuarinda tani konulmasi i¢in uygulanan yontemler
Diski Orneginin Temini ve Saklanmasi
Hastalara digki 6rnegdi vermeleri igcin genis agizli, kapakli, plastik birer kap verilmistir.
Hastalardan diski 6rneklerini mimkinse evden getirmemeleri istenmis, aksi halde olusacak
zaman kaybi sonucu, 6zellikle trofozoit formlarinin bozulabilecedi ve incelemenin yanlis negatif
sonuglar verebilecegi anlatilmigtir. Ayrica, hastalara getirilecek diski drneklerinin en az bir ceviz
blyuklagunde (20-25 gr) ya da ishalli érnekler igin 5 - 6 ¢orba kasigi hacminde olmasi gerektigi
bildirilmistir.
Poliklinige teslim edilen tim digki kaplarina hastanin adi ve protokol numarasi yazilmig ve
bekletiimeden nativ-Lugol, formol-etil asetat ve trikrom boyama yontemleri ile kiltir igin
besiyerlerine ekim iglemleri gergeklestirilmistir.
Nativ Yontemi
Digkinin % 0,9 NaCl (serum fizyolojik) icinde incelenmesi ile gerceklestirilen basit ve etkili bir
yontemdir. Nativ inceleme ile, dzellikle ishalli digki érneklerinde hareketli trofozoitleri gérmek
mamkanddr. Nativ preparatlarinin hazirlanma ve incelenme zamani ile incelemeyi yapacak
personelin deneyimi 6nemlidir.
Calismada, bir lam Uzerine hastanin protokol numarasi yazildiktan sonra, 1 damla nativ (% 0,9
NaCl) solisyonu ile yaklasik 2 mg digki, lif ve partikil kalmayacak sekilde dikkatlice
karistirilmig, Uzerine 22x22 mm’lik lamel kapatilarak homojen bir preparat hazirlanmistir.
Preparat zaman kaybetmeden x40 buyltmeli objektif ile disik 1sik yogunlugunda ayrintili bir
sekilde incelenmistir.
Lugol Yontemi
Lugol boyama ydntemiyle, kistlerin i¢ yapilarinin ayrintili olarak gortlmesi ve birbirlerinden ayirt
edilmesi saglanir.
Lugol soliisyonunun hazirlanmasi

1. 10 gr potasyum iyodur (KI) 100 ml distile su iginde ¢oziinmustir.

2. Doymus soliisyon elde edilinceye kadar 5 gr iyot kristali eklenmis, bir miktar iyot kristali

¢6ziinmeden kalmistir.
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3. Stok sollsyon koyu renkli ve cam kapakli bir siseye suzilerek aktariimistir.

4. Kullanim 6ncesi stok sollisyonu distile su ile 1:5 oraninda sulandirilarak c¢alisma
solisyonu hazirlanmigtir. Calisma solisyonu, demli ¢ay renginde olup rengi agilana
dek, yaklasik 2 hafta, kullaniimigtir.

Yontem
Yaklasik 2 mg digki ile 1 damla Lugol soliisyonu, temiz bir lam Uzerinde, lif ve partikil
kalmayacak sekilde dikkatlice karigtirilip, Uzeri 22x22 mm’lik lamelle kapatilarak homojen bir
preparat hazirlanmigtir. Preparat zaman kaybetmeden x40 buydtmeli objektif ile dusuk isik
yogunlugunda ayrintili bir sekilde incelenmistir.
Formol-Etil asetat Coklagtirma Yoéntemi
Digkida parazitlerin ¢oktlrulerek bir araya toplanmasi ve bodylece tani koyma sansinin
arttinimasi amaci ile kullanilr.
%10’luk formoliin hazirlanmasi

1. 100 ml formaldehit soltisyonu 900 ml distile su ile karistiriimistir.
Yoéntem

1. 1-2 gr taze digki 10 ml %10’luk formol ile temiz bir diski kabinda iyice karigtirilmigtir.
ishalli digkilarda ise 5-6 ml érnek kullaniimistir.

2. Karigim, Uzerine iki kat gazli bez konulmus plastik bir sizge¢ yardimiyla temiz bir kaba
stiztlmis, 10 ml kadar sivi santriflj tiptne aktariimistir.

3. Tupteki bu sispansiyonun Uzerine 3 ml etil asetat eklenmis, lateks eldiven giyilerek
tlpln agzi bas parmak ile kapatilip yaklasik 1 dakika hizla karistinimistir. Tp igindeki
basinci azaltmak igin ara sira bas parmak kaldirilarak gaz ¢ikisi saglanmistir.

4. Sispansiyon, 400-500 g'de 2-3 dakika santrifij edilmis, santriflj sonrasi tlpte
yukaridan asagi dogru sirasiyla su 4 tabaka tespit edilmistir:

a) Etil-asetat tabakasi

b) Duvara yapisan digki artiklarinin olusturdugu tabaka
c) Formol tabakasi

d) Cokelti

5. Digki artiklarinin neden oldugu tikaci ortadan kaldirmak igin gubuk ile karistiriimis ve
Ustteki U¢ tabakanin dokilmesi saglanmistir. Kenarlarda kalan sivinin az miktarinin
¢cOkelti Uzerine aktigr gérulmustar.

6. Cam Pastor pipeti ile bu sivi ve ¢okelti karistinimis, karisimdan bir damla alinarak bir
lam Uzerine ayri ayri damlatiimis nativ ve Lugol solusyonlari ile karigtiriimigtir.

7. Her iki karisim 22x22 mm’lik lamellerle kapatilarak 1sik mikroskobunda x10 buyutmeli
objektifle helmint yumurtalari acisindan, x40 bulyitmeli objektifle ise protozoon kistleri

agisindan incelenmistir.
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Trikrom Boyama Ydéntemi
Schaudinn Fiksatifi

Fiksatifin Hazirlanmasi

1.

85 gr civa klorir (HgCl,) 1000 mi distile su iginde isitilarak eritilmigtir.

2. Sogumaya birakilan doymus civa klorir solisyonu cam kapakh bir siseye suzilerek
saklanmistir.

3. 600 ml doymus civa klorur solisyonu, 300 ml %95 etil alkol ve 15 ml gliserin ile
karistirilarak “Stok Schaudinn Solisyonu” elde edilmistir.

4. Kullanim dncesi, 95 ml stok sollisyona 5 ml glasiyel asetik asit eklenmigtir.

Yoéntem

1. Rodajli bir lam alinarak hastanin protokol numarasi kurgun kalemle yaziimistir.

2. Temiz bir suluboya firgasi ile alinan diski érneginden lamin 1/3’Gnl kaplayacak sekilde
ince bir yayma hazirlanmistir.

3. Kati digkilar yayma oncesi birkag damla serum fizyolojik ile yumusatiimis, ishalli
diskilarin lama daha iyi yapisabilmesi i¢in lama énceden bir damla distile su ile %20’lik
sigir serum albumini ince bir tabaka halinde surtiimustur.

4. Boyama sonunda iyi bir preparat elde edebilmek i¢in yaymanin ince olmasina énem

verilmig, arkasindaki gazete yazisi okunabilen yaymalar, kurumalari beklenmeden hizla

Schaudinn fiksatifine daldiriimistir.

Trikrom Boyasi
Hazir trikrom boyasi (SIGMA HT 3-10-16) kullaniimigtir.
D’Antoni’nin Modifiye iyot Soliisyonu

1.
2.

1 gr potasyum iyodur (KI) 100 ml distile suda eritilmistir.

Solusyona 1,5 gr iyot kristalleri eklenmis, kirmizi-kahverengi arasi bir renk olusana ve
doymus solisyon elde edilene dek calkalanmistir.

Bir miktar iyot kristali cozinmemis olarak kalmigtir.

Sollisyon cam kapakli ve koyu renkli bir siseye stzilip saklanmig, her 15 gliinde bir

yeni sollisyon hazirlanmistir.

%90 Asit Alkol
995,5 ml % 90 etil alkole 4,5 ml glasiyel asetik asit eklenerek elde edilmistir.

Karbol-Ksilen Soliisyonu

1.
2.

Bir dlgek karbolik asit (sivi fenol kristalleri) ile G¢ dlgek ksilen karigtiriimistir.

Sollisyon cam kapakli sisede 1 yil veya daha fazla saklanabilir.

Trikrom Boyama Ydénteminin Uygulanmasi

Trikrom boyama yontemi igin her biri 9 lam alabilen kapakli, derin, cam saleler kullaniimistir.

Her salenin kapagina sira numarasi, sollisyonun igerigi ve yaymanin bu salede kalma siresi
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yazilmigtir. Yaymalar bir saleden digerine aktarilirken kurutma kagitlarina degdirilerek fazla sivi
alinmis ve bu sekilde sollsyonlarin karigmasi engellenmigtir.
1. Diskilardan hazirlanan yaymalar kurumadan Schaudinn fiksatifine daldiriimis ve en az
30 dakika, en cok bir gece birakilmistir.
2. Fikse edilmis yaymalar, % 70’lik etil alkole demli ¢cay rengi olusuncaya dek D’Antoni’'nin
iyot sollisyonu eklenmesiyle elde edilen soliisyonda 4 dakika tutulmustur.
Yaymalar iki ayri % 70 alkol solisyonundan ilkinde 3, ikincisinde 4 dakika tutulmustur.
Yaymalar hazir trikrom boyasi iceren salede 7 dakika tutulmustur.
Fazla boyasi kurutma kagitlarinda sizilen lamlar daha sonra dekolorizasyon igin 2-3
saniye % 90 asit-alkol sollisyonuna daldiriimis, iki ayri % 95’lik alkol solisyonlarinda
calkalanmig ve karbol-ksilen solisyonuna aktariimigtir.
Yaymalar iki ayri karbol-ksilen solliisyonundan ilkinde 3, ikincisinde 4 dakika tutulmustur.
Yaymalar iki ayri ksilen iceren salede sirasiyla 3 ve 4 dakika tutulmustur.
8. Yaymalar kurumadan Entellan® soliisyonu damlatilarak 22x22 mm’lik lamelle kapatiimis

ve 181k mikroskobunda x100’lik buyuUtmeli immersiyon objektifinde incelenmistir.
3.2. DNA izolasyonu

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji A.D. Parazitoloji Laboratuvari’nda
mikroskobik incelemeler ile G. intestinalis agisindan pozitif bulunan hastalara ait giata érnekleri
DNA izolasyonlari yapilincaya kadar birka¢ gin +4°C’de tutulmustur. G. intestinalis kistlerinin
kist duvarlarinin gig¢lu olmasi nedeniyle DNA izolasyonunda zorluk gikmaktadir. Bu nedenle
izolasyon igleminden 6nce kistlerin parcalanmasi amaciyla Roche Manga-Lyser® ile muamele
edilmistir. iginde 1,4 mm gapinda seramik boncuk bulunan (Manga Lyser Green Beads) 2ml’lik
Ozel plastik tiplere 500 pl tamponlu bir tuz ¢ozeltisi olan sogutuimus 1 M PBS (Phosphate
Buffered Saline) eklenir. Uzerine yaklasik 1,5 mg gaita drnegi eklenir ve yiiksek hizda vorteks
yardimiyla 30 sn kadar karistirilir. islemin sonunda érnekler Magnalyser cihazinda 6500 devirde
1 dk karnistirma islemi uygulanir. islem sonunda tiip icerisindeki siispanse halindeki érnekten
200 yl ahnir ve 2 ml mikrosantrifiij tipine konur. DNA izolasyon islemi bu agsamadan itibaren
DNA izolasyon kitinin gaita izolasyon protokoliine uygun olarak Qiagen® digki izolasyon kitiyle
(QIAmp DNA Stool Mini Kit, Cat. No. 51504) yapilmistir. Elde edilen izolatlar PZR islemi
yapilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

Herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ da dizisi bilinen herhangi bir bélgenin enzimatik

olarak ¢ogalmasina (amplifikasyon) olanak veren in vitro DNA sentez yontemidir. PZR, cift iplikli
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bir DNA molekulinde hedef dizilere uygun oligonukleotid primerlerin baglanmasi ve uzamasi

esasina dayanmaktadir. PZR, tekrarlanan 3 basamaktan olusmaktadir;

1) Cogaltiimak istenen DNA’ nin ylUksek sicaklikta denatire edilerek tek zincirli
hale getirilmesi (denatlirasyon) (90 - 95 °C)

2) Ozgll hibridizasyonun gergeklesmesini saglayacak sicaklikta (Tm degerinin 3 —
5 °C altindaki sicaklik), primerlerin hedef boélgeye baglanmasi (annealing ) (37 - 65 °C)

3) Taq DNA polimeraz enziminin en yuksek aktivite gosterdigi 72 °C de zincirin

primerlerden itibaren uzamasi (elongation) (70 -75°C).

3.4. Gergek- Zamanl PZR (Real-Time-PCR)

LightCycler cihazi kullanilarak yapilan gercek-zamanli PZR reaksiyonu, molekuler genetikte
bir reaksiyonda polimorfik DNA bdlgelerinin kantifikasyonunun ve tek nukleotid polimorfizm
(SNP) genotiplendiriimelerinin yapilabildigi yeni bir tekniktir (Reuter et al, 2005). Bu teknik
kullanilarak nikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans sinyalinin
Olgulmesiyle kisa surede kantitatif degerler elde edilebilmektedir. Hedefe 6zgul problar
kullanilarak yapilan PZR igsleminde problarin birinde 3' ucundan floresans boya ile isaretli (donér
boya) digeri 5' ucunda alici boya (acceptor dye=akseptdr boya) ile isaretlenmistir. Problar hedef
amplikonlar Gzerinde bir birine yakin (1-5 nikleotit uzakhkta) bir yere baglanmakta ve isaretli
uclar yan yana gelmesiyle aciga cikan enerji ikinci prob Uzerindeki alici boyayi etkileyerek
floresans olusumuna yol agmaktadir. Floresans rezonans enerji transferi (FRET) olarak
adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine bagka bir ifade ile PZR déngul siresince olusan amplikonlarin miktarina bagl olarak
artmaktadir (Durmaz, 2001)

LightCycler cihazi ile genotipleme ¢alismalarinda &6zgin primerlerin yaninda testin
O6zgulliguna arttirmak amaciyla hedefe &6zgl hibridizasyon problari kullaniimaktadir. Bu
hibridizasyon problari, Floresans boyalarla isaretlenen diziye 6zgi oligonukleotid problaridir. LC
cihazinin 1sik kaynagindan (LED= Light Emitting Diode) yayilan 470 nm’ deki mavi isik,
fluorescein ile isaretlenmis olan sensor probunu uyararak daha uzun dalga boyundaki (530 nm)
yesil floresans 1s13in yayllmasina neden olmaktadir. LC cihazinin optik Gnitesi, 3 farklh kanal ile
ayni zamanda floresans 6lgimu yapabilmektedir. 530 nm’ de Kanal 1 (F1) SYBR Green | ve
flourescein boyalarini kullanilarak, 640 nm’ de LC Red 640 boyasini kullanilarak Kanal 2’ de
(F2), 705 nm’ de LC Red 705 boyasi kullanilarak Kanal 3’ de (F3) sinyalleri 6lgmektedir.
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3.5. Erime Egrisi Analizi

Amplifikasyon metodunun gergek zamanh olarak gorintilenmesine ek olarak
amplifikasyondan sonra erime egrisi analizi asamasinda diziye 6zgu hibridizasyon problarinin
tek iplikli DNA’ ya hibridizyonu ile mutasyonlarin, tek nikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesini
ve gercek zamanl olarak goériintilenmesi gergceklesmektedir.

Bu asamada sicaklik yavas yavas 40° den 75°C’ ye yulkselir. Hibridizasyon problarinin
DNA zincirine hibridizasyonunu saglayan kritik sicaklik (Tm), mutasyon veya SNP’ nin var olup
olmadiginin belirleyicisidir (Reuter et al, 2005).

Herhangi bir baz degisikliginin olusmadigi bir durumda, hibridizasyon probu DNA kalibi ile
tam olarak eglesir. Baz degisikliginin s6z konusu oldugu durumlarda ise hibridizasyon probu
DNA kalibi ile tam olarak eslesemez. iki eslesme karsilastirildiginda baz degisikligini icermeyen
DNA kalibi, baz degisikligini iceren DNA kalibina gére daha yiiksek erime sicakli§i derecesine
sahip olmaktadir. iki Tm derecesi arasindaki fark ile DNA zincirinde mutasyon olup olmadigi
belirlenebilmektedir. Bu erime egrisi analizi sonucunda, floresan siddetinin dislstine neden
olan sicaklik derecesine gore degerledirilerek hastanin o gen icin genotiplendiriimesi
yapiimaktadir. Buna gére homozigot wild type genotipler yiksek sicaklikta tek pik, homozigot
mutant genotipler duguk sicaklikta tek pik, ve heterozigot genotipler ise dusuk ve yuksek
sicaklikta 2 pik olusturmasina gore 3 farkl genotip belirlenebilmektedir.

Hizh isitma ve sogutma 6zelligine sahip olan LightCycler cihazi, 20-30 dakika iginde 30-40
PCR dongu gergeklestirdiginden calismalarda olduk¢a avantaj saglamaktadir (Lohmann et al,
2000; Reuter et al, 2005). Gergek zamanlh-PZR cihazi yiksek hizi yaninda, kontaminasyon
riskini de minimuma indirmektedir. Ayrica, amplifikasyon islemi es zamanl olarak bilgisayarda
gOruntulenebildigi icin PZR doéngusl basarisiz oldugunda, reaksiyon ¢ok gecmeden
sonlandirilabilmekte veya dongu artigi yapilabilmektedir (Reuter et al, 2005). Elektroforeze
gerek kalmadan amplifikasyon urinlerinin gézlenmesi en blylk kolaylidi saglamaktadir. LC
cihazi ile ginde yaklasik 200 6rnek calisilabilirken, RFLP ile gliinde maksimum 20 &rnek
calisilabilmektedir.

3.6. Gergek Zamanli PZR islemi

izole edilen DNA &rneklerinde genotipik farkliliklarinin  belirlenmesi, LightCycler™
Instrument (Roche Applied Science; Mannheim, Germany) cihazi kullanilarak gergek-zamanli
PZR metodu ile analiz edilmistir. Giardia intestinalis'in tpi gen bdlgesindeki genotipik
farklihklarin belirlenmesi icin termal profil olusturulmustur. Termal profil; denatirasyon,

amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sodutma programlarindan olugmaktadir. Analiz igin
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uygulanmasi planlanan termal profil gizelgele 3.2 ve 3.6’da verilmistir. Bu veriler LightCycler
cihazinin hafizasina ¢alisma protokolU olarak kaydedilecektir.

Her bir hasta 6rnegi, Giardia intestinalis’in tpi gen bdlgesindeki genotipik farkliliklarin
belirlenmesi icin iki asamali bir PZR planlanmistir. Ayri ayri hazirlanan reaksiyonlar, farkh
zamanlarda LightCycler cihazina ait 6zel camdan yapiimis 20 ul’ lik kapiller tip igerisine
konmustur. Kapiller tiipler 4.000 rpm’ de 10 saniye santriflij edilerek reaksiyon karigiminin her
bir kapiller tipin dibine ¢okmesi saglanmistir. TUpler reaksiyon tepsisine dizilmis ve sonra tepsi
ile birlikte LightCycler cihazina yerlestiriimistir. Sonuglar hem kantitatif olarak degerlendirilmis,
hem de erime egrisi analizi ile 6zgunligdl saptanmistir. Genotipik farkliliklarin belirlenmesi,

kanal 1’ den floresan 6lgimi yapilarak gerceklestiriimistir.

3.7. tpi Genini Amplifikasyonu

Elde edilmis tim izolatlarin tpi geni amplifiye edilmistir. Forward primer olarak 5'
TGGACCGGCGAGACAAG-3, reverse primer olarak 5’GCTTCCCTCAAGCCGGA-3 primerleri
kullanilmigtir. Reaksiyon 10 ul hacimde Light Cycler cihazi kullanilarak gercgeklestirilmistir.

Reaksiyon karigimi ve termel profil gizelge 3.1 ve 3.2 de gosterilmigtir.

Cizelge 3.1. tpi gen bdlgesinin 1. asama amplifikasyonu igin hazirlanan Reaksiyon

karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
H20 3,7 ul
MgCl, 0,8 pl
Forward primer 1ul
Reverse primer 1ul
Taq polimeraz ve dNTP karigimi 1ul
Genomik DNA 2,5l
Total Hacim 10 pl

Cizelge 3.2. 1. PZR i¢in Termal profil

Hedef sicaklik inkiibasyon zamani Dongui Sayisi
(°C) dk veya sn
Denatiirasyon 95 (°C) 10 dk 1
95 (°C) 10 sn
Amplifikasyon 53 (°C) 10 sn 45
72 (°C) 15sn
Sogutma Analizi 40 (°C) 30 sn 1
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3.8. ikinci Agsama Gergek Zamanh PZR iglemi

Amplifiye edilmis tpi bolgesi icinde sekans analizleri neticesinde nispeten daha kiigik bir
bdlge secilerek bu bdlgelere 6zgu primer ve problar dizayn edilerek genotipik ayrimlarin
yapilabilmesi saglanmistir. Gen bdlgesindeki genotipik farklihklar, A genotipi icin Forward:
5'CTGCGTCGGAGAGACCCTTGG-3, reverse:5-CGTAAGCAATGACAACCTCCTTCC-3
primerleri B genotipi i¢cin forward: 5'-CAGAGTGCTAAAGAAGGCGAAG-3, reverse: 5'
CGTTCTCCCATAAACTTCTTTGATTC-3 primerleri kullaniimigtir. A genotipi sekans 6rnek
analiz sonugclarindan elde edilen veriler kullanilarak dizayn edilen
5'GCCTCAAGCTGGGCGATGTTCACC-FL ve 5'-LCB640-CATGGTGCGGTTGGCCTTGCG-PH
DNA problari kullanilacaktir. Ayni sekilde B genotipi sekans 6rnek analiz sonuglarindan elde
edilen veriler kullanilarak dizayn edilen 5'- AAGAGCCTCGAGCTGAGCAATATTCACC-FL ve
5'-LCB640-CATAGTGTTTATTGGCCTTGCGTTCATCC-PH problar kullaniimistir (Sekil 3.3 ve
3.4).

Kullanilan primerler elimize liyofilize (toz) halde gelmis olup 251ul distile su ile
sulandirilarak 20 ulM’hk derisim  saglanmigtir. Reaksiyon; toplam 20 pul hacimde
gerceklestiriimistir. Tpi gen bdlgesindeki genotipik farkhliklar, analiz sonucunda elde edilen

spesifik erime egrisi pik derecelerine gore belirlenmistir.

Cizelge 3.3. A genotipini belirlenmesi icin amplifiye edilen 131 bp’lik gen bdlgesi. Alti ¢izili
diziler kullandigimiz primerler, yesil ve kirmizi diziler problar.

CTGCGTCGGAGAGACCTTGGATGAGCGCAAGGCCAACCGCACCATG
GAGGTGAACATCGCCCAGCTTGAGGCGCTTGGCAAGGAGCTCGGAGA
GTCCAAGATGCTCTGGAAGGAGGTTGTCATTGCTTACG

Cizelge 3.4. B genotipini belirlenmesi icin amplifiye edilen 169 bp’lik gen bolgesi. Alti gizili
diziler kullandigimiz primerler, yesil ve kirmizi diziler problar

CAGAGTGCTAAGAAGGCGAAGCGTGCTCTGGACAAAGGTATGACTGTTA
TCTTCTGCACCGGAGAGACCCTGGATGAACGCAAGGCCAATAACACTATG
GAGGTGAATATTGCTCAGCTCGAGGCTCTTAAGAAGGAGATTGGAGAA
TCAAAGAAGTTATGGGAGAACG

Tam o6rneklerin 1. asama PZR sonucu olusan drinleri kalip olarak kullanilarak 2.
asamada A ve B genotipine 6zgun primer ve problar kullanilarak tim o6rnekler ayri ayri
reaksiyona sokulmustur. Reakasiyonlar 10 pl reaksiyon hacminde gerceklestirilip erime egrisi
anailzi yapilmistir. A genotipi i¢in reaksiyon karigimi her bir 6érnek igin 1,7 ul distile su, 0,8 ul- 25

MIM'hk Magnezyum iyonu, forward primer 1 pl, reverse primer 1 pl, prob 1(donér) 1 pl, prob 2
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(akseptdr) 1 yl Taq polimeraz enzimi 1 pl ve son olarak 1. PZR Grtni olan kalip DNA’dan 2,5 pl
sirastyla 20 pl'lik kapiller reaksiyon tiplerine konmustur.Kapiller tipe kondukdan sonra tupler 10
sn 4000 devrirde kisa sireligine santrif(ij edilerek reaksiyon karisiminin tipin dibine ¢okmesi
saglanmistir. Ayni islemler tim 6rneklere B genotipine ait primer ve problar kullanilarak tekrar
ayni hacimde ve ayni iglemleri tekrarliyarak yapilmistir (Cizelge 3.5) Tupler LightCycler™
cihazina yerlestiriimis ve 6rnek numaralari ve termel profil bilgisayara girilerek reaksiyon
baslatiimistir. A ve B genotipine ait termel profil Cizelge 3.6 da verilmistir. A ve B genotipleri
PZR isleminden sonra erime egrisi analizleri LightCycler™ cihazinin bilgisayar yazilimi ile
yapilmistir.

Cizelge 3.5; A ve B genotip hazirlanan reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
H,0 1,7 ul
MgCl, 0,8 pl
Forward primer 1l
Reverse primer 1ul
Prob 1 (donor) 1ul
Prob 2 (akseptor) 1ul
Taq polimeraz enzimi 1ul
1.Asama PZR urinG(DNA kalibr) 2,5 ul
Total Hacim 10 ul

Cizelge 3.6; A ve B genotipi igin termel profil ve erime egrisi profili

Hedef i1si Inkiibasyon Zamani Doéngii Sayisi
(°C) dk-sn
Pre- inkiibasyon 95 10dk
95 10sn
Amplifikasyon 58 10sn 45
54 10sn
72 15sn
Aligin 90 0
Erime Egrisi Analizi 40 10sn 1
80 0
90 0
B igin Erime Egrisi 50 10sn 1
Analizi 40 10sn
80 0
Sogutma Analizi 40 30sn 1
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4. BULGULAR

Calismada toplam 45 hastanin digki 6érneg@i Giardia intestinalis kist ve/veya trofozoitlerinin
gercek zamanli PZR cihazinda diziye 6zgu DNA problar kullanilarak yapilan analizler ile
genotipleri belirlenmigtir. Hastalarin buyuk bir kismini %71,1’ni 10 yas alti hastalar olustururken
genel hasta yas ortalamasi 10,7'dir (yas araligi1-48). Analizi yapilan érneklerin %51,1 erkek,
%49,9 kadin hastalara aittir ( Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. G.intestinalis genotiplerinin yas ve cinsiyete gore dagilimlari

G. intestinalis gruplari Toplam
Genel Ozellikler (Genotip) n(%)
A n% B n% A+B n% |
0-5 14 736 1 5,3 4 21 19 (%42,2)
6-10 8 615 3 23 2 154 13 (%28,9)
Grﬁ:?a" 11415 6 100 0 0 0 0 6 (%13,3)
16-20 0 0 0 0 1 100 1(%2,2)
>21 5 833 1 167 0 0 6 (%13,3)
Toplam 33 733 5 111 7 155  45(%100)
Kadin 16 727 1 455 5 228  22(%49,9)
Cinsiyet  Erkek 17 739 4 174 2 8,7 23(%51,1)
Toplam 33 733 5 111 7 155 45 (%100)

4.1. Gergek zamanl PZR Bulgulari

Toplam 45 izolatin hepsi 1. asama PZR ile basarili bir sekilde amplifiye olmuslardir. ikinci
asama PZR'de A ve B genotiplerine 6zgi primer ve prob kullanilarak 45 6rnek basarili
birsekilde amplifiye edilmis ve erime egrisi analizleri ile genotipik ayrimlari yapiimigtir. A genotipi
icin erime sicakliginin pik degeri olarak (Tm) 72,15°C (+2,5°C), B igin Tm degeri ise 69,64°C
(£¥2,5°C ) olarak hesaplanmistir. Bazi 6rnekler Tm degeri olarak yaklasik 69°C ve 72°C’de iki
adet pik verdikleri gdzlemlenmistir. Bu drnekler, ¢cok lokuslu gene sahip olduklarindan karigik
enfeksiyon (A+B) olarak bulunmustir. Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6'da A ve B genotiplerine
ait amplikasyon egrileri ve erime egrileri analizlerini géstermektedir.

Erime egrisi analizleri sonrasinda 45 6érnegin 33U (%73,3) A genotipi, 5 6érnek (% 11,1) B
genotipi, 7 6rnegin ise (%15,5) karisik enfeksiyon A ve B genotipi olarak belirlenmistir (Cizelge
4.2).
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Cizelge 4.2. Semptomlarin, genotipler ve toplam érnek sayisi icindeki dagilimi

Giardia Genotip
TOPLAM
SEMPTOMLAR A B A+B n (%)
n (%) n (%) n(%)
Karin agrisi 12 (26,6) 24,4) 3 (6,6) 17 (37,7)
ishal 8(17,7) 1(2,2) 2(4,4) 11 (24,4)
Karin agrisi ve ishal 0 1(2,2) 0 1(2,2)
ishal ve ates 1(2,2) 0 0 1(2,2)
Alerji 3(6,6) 0 0 3(6,6)
ishal ve alerji 1(2,2) 0 0 1(2,2)
Geligme geriligi 1(2,2) 0 0 1(2,2)
Gaz ve siskinlik 2(4,4) 0 1(2,2) 3(6,6)
Kilo kaybi 0 0 1(2,2) 1(2,2)
Mide bulantisi 1(2,2) 0 0 1(2,2)
ishal ve mide bulantisi 2 (4,4) 0 0 2 (4,4)
Makat agrisi 0 1(2,2) 0 1(2,2)
Semptom yok 2(4,4) 0 0 2(4,4)
TOPLAM 33 (73,3) 5(11,1) 7 (15,5) 45(100)
n(%)
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Sekil 4.1. A genotipi primer ve problari kullanilarak gergeklestirilen drneklerin amplifikasyon
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Amplification Curves
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Sekil 4.2. Tek bir A genotipine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 4.3. B genotipi primer ve problari kullanilarak gergeklestirilen érneklerin amplifikasyon
egrileri. Dénglye girmeyen 6rnekeler B genotipine ait olmayan izolatlaridir.
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Sekil 4.4. Tek bir B genotipine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 4.5. A genotipi erime egrisi analizi. Tm degeri 72,32°C
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Sekil 4.6. B genotipi igin erime egrisi analizi Tm degeri 69,06°C

4.2 Genotip, Semptom ve Yas iligkisi

Hastalarin codunda 43/45 (%95,5) Giardia enfeksiyonu ile iliskili bir ya da birden fazla
semptoma rastlanirken sadece 2 hastada herhangi bir semptom bildirilmemistir. Hastalar
tarafindan en sik bildirilen semptomlarin karin agrisi 17/45 (%37,7) ve ishal 11/45 (%24,4)
oldugu gorulmistir (Cizelge 4.2). Karin agrisi belirtilerini gosteren toplam 17 hastanin 12
(%70,6) A genotipi, 2'si (%11,78) B genotipi ve 3'l (17,6) A+B genotipi bulunmusur. ishal
belirtileri gosteren toplam 11 hastanin 8'i (%72,8) A genotipi, 1'i(%9) B genotipi, 2'si (%18,2)
A+B genotipi oldugu gosterilmisitir (Sekil: 4.7).

Semptomlarin genotiplere gdre dagiliminda A genotipi diger genotiplerden daha fazla
saylda semptomla iliskili oldugu dikkat cekmistir. A genotipi olarak saptanan 33 6rnegin 12/33’u
(%37) karin agrisi, 8/33°0 (%24) ishal, 3/33'G (%9) alerji semtoplari gdsterdigi saptanmistir
(Sekil 4.8).

B genotipi olarak saptana 5 6rnegin 2/5'i(%40) karin agrisi belirtileri gosterirken geri kalan 3
ornegin biri isahal, biri karin agrisi ve ishal ve digeri ise makat agrisi belirtileri gosterdigi
bulunmustur (Sekil 4.9).

Calismada karisik enfeksiyon olarak saptanan 7 izolata, karin agrisi ve ishal belirtilerinin
baskin oldugu dikkat ¢ekici olarak bulunmustur (Sekil 4.10)

Bes yas altt 19 hastanin 14/19'u (%73,7) A genotipi bulunurken 4/19u (%21,1) A+B
genotipi bulunmustur. Sadece 1/19 (%5,2) hastanin B genotipi oldugu goésterilmistir (Sekil 4.11).
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Alti — on yas arasl 13 hastanin 8/13'li(%61,5) A genotipi, 3/13’0 (%23,1) B genotipi olarak
bulunurken 2/13’G (15,4) karisik enfeksiyon olarak bulunmustur (Sekil 4.12) Onbir- onbes yas
arasi toplam 6 hastanin hepsi A genotipi oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Yirmi bir yas Ustl toplam 6 hastaya ait izolatin 5/6'i (%83,3) A genotipi, 1/5i (%16,7) B

genotipi oldugu gosterilirken karisik enfeksiyona rastlanmamistir. (Sekil:4.13)

mKarinagns  mishal

A B A+B

Sekil 4.7. Karin agrisi ve ishal semptomlarinin genotiplere gére dagilimi

A Genotipi

HKarinagnisi
mishal

H ishal ve ates

B Gelisme geriligi
M Gaz ve siskinlik
= Alerji
mishal ve alerji
 Mide Bulantisi

ishal ve mide bulantisi

m Semptomsuz

Sekil 4.8. A genotipi ile iliskili semptomlar
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B Genotipi

m Kaninagnsi
W ishal
B Karinagnsi ve ishal

W Makat agrisi

Sekil 4.9. B genotipi ile iligkili semptomlar

A+B

H Karinagrisi
Wishzl
m Gazve siskinlik

m Kilokaybi

Sekil 4.10. Karisik enfeksiyon ile iligkili semptomlar

0-5 yas arasi genotip dagilhimi

Genotipler

mA
B

WA+B

Sekil 4.11. 0-5 yas arasi hasta izolatlarinin genotiplere gére dagilimi
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6-10 yas arasi genotip dagilimi

Genotipler
mA
mB

HA+B

Sekil 4.12. 6-10 yas arasi hasta izolatlarinin genotiplere gére dagilimi

2 21 yas arasi genotip dagilimi

Genotipler
mA
mB

WA+B

Sekil 4.13. 21 yas Ustl hasta izolatlarinin genotiplere gére dagilimi
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5. TARTISMA

Farkli konaklara sahip 6 Giardia tirli bulunmasina karsin G. intestinalis insanda hastalik
yapan tek turdir. Bununla beraber G. intestinalis, evcil hayvanlarda, ciftlik hayvanlarinda ve
genis bir Olglide vahsi hayvanlarda bulunabilmektedir. Molekiler biyolojik tekniklerin
gelismesiyle birlikte insan ve memelilerden elde edilen izolatlarin, molekiler yapilarinin
heterojeniteye sahip oldugu saptanmistir. Molekiler biyolojik ve enzim analizi ¢alismalar G.
intestinalis’in 7 farkli genotipten (grup) olugan bir tir kompleks oldugunu gdsterilmistir.

Calismalarda kullanilan hayvan cesitliligi artikga ve buna paralel olarak kullanilan yéntemler
gelistikce bu 7 genotipin alt tipleri belirlenmis ve yeni genotiplerin bulunmasida olasi hale
gelmistir. Son zamanlarda deniz memelilerinden elde edilen G. intestinalis suslarindan yapilan
sekans analizleri diger 7 genotipten farkh bir genotipin varligi gésterilmistir (Lasek et al, 2010).

Yedi farkli genotipi bulunmasina karsin insanda hastalia neden olan ve izole edilen G.
intestinalis genotipleri ¢ok buylk bir orani A ve B genotipidir. Bir grup ¢alismada intermittan
diyare ile Giardia’nin A grubu, 1srarci tip diyare ile ise B grubu arasinda anlamli iligki bulundugu
bildirilirken (Homan ve Mank, 2001), diger ¢alismalarda B grubunun semptomsuz gocuklarda
daha sik géruldugu bildiriimektedir (Read et al,2001).

Giardia, Cryptosproridium, Entamoeba histoliytica gibi bagirsak protozoonlarini tanisinda
genellikle gaita orneklerinin mikroskobik incelemer sonucunda tani konulmaktadir. Ancak
mikroskobik incelemelerin; deneyimli mikroskobiste ihtiyag duymasi, tek gaita incelemelerinin
dislk duyarhlaga sahip olmasi ve protozoonlarin gaitada giin asiri olarak bulunmasi veya az
sayida bulunmasi ayni hastanin farkh giinlerde alinmis gaita érneklerinin incelenmesi gerekliligi,
patojen olan E. histoliytica ile patojen olmayan E. dispar arasinda morfolojik bir fark
olmadigindan mikroskobik olarak ayirt edilememesi, uzun zaman almasi gibi bircok dezavantaiji
bulunmaktadir (ten Hove et al,2007). Molekuler teknikler, 6zellikle PZR’ye dayali ydntemler, tek
gaita incelemerinde mikroskobiye ve antijen testlerine gére ayni oranda veya daha yuksek
oranda duyarlilaga ve 6zgillige sahiptir. Ayrica Gergak Zamanli PZR kisa surede givenilir
sonuglar verebilmekte, genis epidemiyolojik calismalarda zaman ve maliyet agisindan diger
yontemlerden daha verimli oldugu bir ¢ok ¢alismada gdsterilmistir. Molekdler yontemler ile G.
intestinalis genotipleri ayirt edilerek enfeksiyon kaynaklarinin belirlenmesi saglanabilmektedir.
(Verweij et al 2003; Bruijnesteijn van Coppenraet et al, 2009; Almedia et al, 2010; Caldero et
al,2010). Hollanda ‘da yapilan bir ¢alismada gergcek zamanh PZR ile yapilan analizde 152
ornegin 44U G.intestinalis agisindan pozitif bulunurken, mikroskobik incelemeler ile 29 6rnek
pozitif bulunmustur (Bruijnesteijn van Coppenraet et al, 2009). Benzer bir calismada
mikroskobik olarak negatif bulunan 21 6rnek B giardin gen bdlgesi hedef alinarak uygulanan
gercek zamanl PZR analizleri ile 13’UG pozitif bulunmustur. Konveksiyonel yontemlere gore

gercek zamanli PZR analizi %100 duyarlihda ve 6zgullige sahip oldugu goésterilmistir. Ayrica
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incelenen 53 6rnek A genotipi bulunurken, 59 érnek B genotipi bulunmustur (Caldero et al,2010)
G. intestinalis’in tpi, gdh ve GLORFC4 gen bdlgelerini hedefliyen ger¢gek zamanli PZR analizleri
tek bir G. intestinalis kistini saptayabilecek duyarlilia sahip oldugunu goéstermistir. Yontemin su
ve gida kaynakalrinin parazitolojik a¢idan analizlerinde kulanilabilecek etkili bir ydntem oldugu
distnulmustir (Almedia et al, 2010).

Bu calismada, hastalardan alinan digki érneklerinden elde edilen DNA &rnekleri gergek
zamanh PZR teknigiyle incelenerek Manisa bdlgesinde bulunan G. intestinalis suslarinin alt
gruplarinin  farkhhgint ve yayginhdini ortaya koymak, molekiler c¢alismalar sonucunda
insanlardaki Giardia enfeksiyonlari i¢cin hangi bulas yolunun bdélgemiz igin etkin oldugunu
saptayarak halk saghgi agisindan korunma yollari belirlenmesine katki saglamak, enfeksiyon
karakterini ortaya konulmasi amaclanmigtir.

Calismamizda insana ait 45 G. intestinalis agisindan pozitif gaita 6érneginden izole edilen
DNA'lar gercek zamanh PZR islemi ile tpi gen bolgesi amplifiye edilmis diziye 6zgi problar
kullanilarak erime egrisi analizleri sonucu genotipik ayrimlari yapilmistir. Analizler sonucunda
45 izolatin 33’0 (%73,3) A genotipi, 5'i (%11,1) B genotipi olarak tespit edilmis olup 7’sinin
(%15,5) ise A+B karisik enfeksiyon oldugu bulunmustur.

Universitemiz Tip Fakiltesi Parazitoloji A.D.’nda daha ©nce gerceklestirilen ve Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) departmaninca desteklenen (TIP 2005-015) calismada, geleneksel
PZR ve “Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP” yéntemleri kullanilarak yine Manisa
bdlgesinden toplam 52 giardiasisli hastadaki G. intestinalis’lerin genotipleri diski érneklerinde
arastinlmistir. Calismada 52 6rnegin 37’sinin (%71,2) A Grubu (Assemblage A), 15 6rnegin ise
(%28,8) B Grubu (Assemblage B) oldugu belirlenmistir.

Tarkiye’de G. intestinalis genotiplerinin molekiler yontemlerle arastirildidi literatirde yer
alan ilk ¢alisma, Ankara’da gergeklestiriimistir (Aydin et al, 2004). Bu ¢alismada, mikroskobik
olarak G. intestinalis saptanan 20 semptomatik ve 24 asemptomatik toplam 44 hastaya ait gaita
ornekleri ile 6 semptomatik, 6 asemptomatik 12 hastaya ait duodenal aspirasyon drneklerinden
izole edilen G. intestinalis genomlarinin tpi gen bdlgesi PZR-RFLP yontemi ile arastiriimistir.
Semptom belirten hastalarin digki izolatlarinin 17’si (%85) A genotipi bulunurken, semptom
belirtmeyen hastalarin diski izolatlarinin 22’si (%92) B genotipi bulunmustur. Calisma sonucu A
genotipi ishal ile iligkilendirilirken B genotipi semptomsuz hastalar ile iliskilendirilmistir (Aydin et
al, 2004). Bizim g¢alismamizda yuksek oranda (%73,3) A genotipi bulunmus olup semptom
gosteren hastalardan izole edilen 43 izolatin 31’i (%72,1) A genotipi, 5'i (%11,6) B genotipi ve
7’si (%16,3) A+B karisik genotip olarak bulunmustur. Semptom gdstermeyen 2 hastadan izole
edilen drnekler ise A genotipi olarak bulunmustur.

Etiyopya'’da hem kirsal hem de kentsel farkli bolgelerden elde edilmis G. duodenalis insan
izolalatlarinin PZR-RFLP ydntemi ile yapilan arastirmada 59 izolatin 31’inde (52%) A genotipi
ve 13'Unde (22%) B genotipi saptandidi bildirilirken geri kalan 15 izolatin karisik enfeksiyon
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oldugu gdsterilmistir. Bunlarin 7’si A ve F genotipi, 8'i A ve B genotipi olarak saptandigi
bildirilmistir (Gelanew et al, 2007).

Volotao ve arkadaslarinin Brezilya’da yaptiklari bir galismada da, hedef gen bdlgesi olarak
B-giardin genini kulanmislar ve 62 G. intestinalis pozitif 6rnege yapilan molekiler analizle B
genotipine ait higbir olguya rastlanmamistir (Volotao et al, 2007). Ayni sekilde Meksika'da
yapilan baska bir calismada B-giardin gen bélgesi kullaniimis ve RFLP analizleri sonucunda tim
Orneklerde A genotipi saptandigi bildirilmistir (Eligio et al, 2008 ) Portekiz’de yapilan benzer bir
¢alismada, G.intestinalis ile enfekte 38 diski érnegdinin tiplendiriimesi sonucunda tim &érneklerin
A grubunda oldugu, B grubundan hicbir olguya rastlanmadigi bildirilmistir. (Sousa et al,2006).
Tek bir genotipin baskin oldugu c¢alismalarda bu durumun enfeksiyon kaynagi ile dogrudan
iligkili oldugu ve tek bir kaynaktan enfeksiyonun yayildigi distiniimektedir. Malezya’'da yerel bir
kominite (Aborjinler) Gzerinde yapilan galismada 42 izolatin 41’i B genotipi bulunurken sadece 1
izolatin A genotipi olarak bulunmustur. Bu durum enfeksiyonun bu yerel toplulukta blylk bir
olasilikla insandan insana bulagsmasinin bir sonucu oldugu diistnulmistir (Mahdy et al, 2009).
Tayland’da kirsal kesimde bir ilk 6gretim okulunda giardiasis igin risk faktorlerinin arastirildigi bir
¢alismada yapilan anket galismasi, gaita incelemeleri ve o&rneklerin PZR-RFLP analizleri
sonucu bdlgedeki G. intestinalis All genotipinin su kaynakli olarak insanlara bulastigi
saptanmistir (Ratanapo et al,2008). Cizelge 5.1’de de gorildigi Uzere salgin veya topluluk
halinde yasanilan ortamlarda (askeri kigla, kres, okul vb.) gérinen enfeksiyonlarin molekiler
karakteri genellikle tek bir G. intestinalis genotipine ait oldugu gézlemlenmistir.

Nablus’da yapilan ¢alismada pozitif olarak bulunan 8 6rneg@in 6’si A genotipi 2’sinin ise B
genotipi oldugu belirtiimistir (Hussein et al, 2009).

Helmy ve arkadaslarinin Misir'da yaptiklari ¢alismada 41 6rnegin 31'i (%75,6) A genotipi
(Alve All), 8 (%19,5) B genotipi ve 2’si (%4,9) karisik enfeksiyon olarak bulunmustur (Helmy et
al, 2009)

Buguine dek yapilan ¢alismalarin cogunda B grubunun daha baskin oldugu goésterildiyse de
(Cizelge 5.1) son zamanlarda dinyanin gesitli bolgelerinde bu konuda yapilan g¢alismalarin
sayisinin artmasiyla birlikte Giardia tlrlerinin elde edilen izolatlardaki genotip prevalansi
Ulkeden Ulkeye hatta ayni Ulkedeki farkli galismalarda ¢ok farliliklar gdstermektedir. Genotipler
arasi farkhliklarda cografi dagiimin  énemli olmadigi distnilmektedir. G. intestinalis
genotiplerinin diinya uzerinde belirli bolgelerde belirli genotiplerin yaygin olduguna dair tutarl bir
kanit bulunmamaktadir (Cizelge 5.1).

Nikaragua’dan bildirilen bir ¢alismada ise insan izolatlarinin 94’inde (% 79) grup B ve
2'sinde (%21) ise grup A saptandidi bildiriimistir (Lebbad et al,2008).

Brezilya’da ¢ocuk hastalardan toplanan 108 diski 6rneginin tiplendiriimesi sonucunda
olgularin %74,1’'inde B genotipi %15,5’inde A grubu G. intestinalis’ler saptanirken, geriye kalan

%10,3'de her iki grup bir arada saptanmistir (Kohli et al, 2008). Bu veriler Haque ve
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arkadaslarinin Banglades’te yaptigi yakin tarihli calisma ile ayni yéndedir. Haque ve arkadaslari
amplifiye edebildikleri 263 G.intestinalis izolatinin 231’sinde B genotip, 20’sinde A genotip ve
16’sinda A/B genotipi miks olarak saptandidi bildiriimistir (Haque et al, 2005) .

Calismamizda ayrica saptamis oldugumuz gruplarla semptomlar arasindaki iligki
irdelenmis ve hastalarin gogunda (%95,5) Giardia enfeksiyonu ile iligkili bir ya da birden fazla
semptoma rastlanirken hastalar tarafindan en sik bildirilen semptomlarin karin agrisi ve ishal
oldugu goérilmustir. A genotipinin tim semptomlarda genellikle baskin oldugu dikkat cekici
olarak bulunmustur.

Benzer sekilde Haque ve arkadaslarinin Banglades’te yaptidi calismada da hastalardaki
semptomlar ile saptanan Giardia grubu arasinda anlamli bir iligki gOsterilemedigi rapor
edilmistir. Yine de bugline dek insanlardaki Giardia enfeksiyonlarini gruplara gore ayirarak
degerlendiren genis capli bir c¢alisma yapilmadigindan insanlardaki Giardia’lar arasinda
enfeksiyon olusturanlarin orani heniiz bilinmemektedir (Caccio ve Ryan, 2008).

Avustralya’da bir anaokulunda yapilan ¢alismada, A grubu Giardia tasiyan ¢ocuklarin B
grubu tasiyanlara goére 2 kat daha fazla ishale yakalandigi goésterilmisti. Bu durumda ishal
olmadiklari igin Giardia’nin B grubunu tagiyan gocuklarin anaokuluna devam edecekleri g6z
Ondne alindiginda, bu durumun anaokulundaki tim cocuklar i¢in yaratacagi saglik sorunlar
arastirilmaya degerdir (Caccia ve Ryan,2008).

Molekdler galismalar sonucunda insanlardaki Giardia enfeksiyonlari igin zoonotik gegisin
son derece o6nemli oldugu, s6z konusu zoonotik gegisin engellenememesi durumunda
insanlardaki enfeksiyonlari kontrol altina almanin gii¢ olacagi vurgulanmistir. Ayrica insan
atiklarinin yer alti ve yuzey sularina karismasi, bu sularin gerek tarim gerekse normal olarak
kullaniimasi enfeksiyonun bulasmasina neden olmaktadir. Bu ¢ergevede enfeksiyonlarin kontrol

altina alinmasi igin sularin temizliginin dnemi vurgulanmigtir.
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Cizelge 5.1: insanda Giardia duodenalis’in genotip A ve B prevalansi ile ilgili galismalar (Caccia
ve Ryan,2008).

ULKE Ornekler Kullanilan Genotip A (%) GenotipB (%) A +B (%)
(Ornek sayisi) gen bolgesi (Assemblage) (Assemblage )

Italya Sporadik (20) ssu-RNA, bg (54%)39 (32.5%)16 (13.5%)

ingiltere Salgin (21) tpi 21 (100%)

Hollanda Normal pop (18) gdh 9 (50%) 9 (50%)

Hollanda Sporadik (98) ssu-rRNA gdh 34 (35%) 64 (%)

Fransa Sporadik (25) tpi 9(36%) 16 (64%)

ispanya Olgu galisma (108) tpi 43 (39.8%) 61 (56.5%) 4 (3.7%)

Norveg Su Salgini (21) bg, gdh 21 (100%)

Norveg Sporadik (63) bg, gdh, tpi 3 (5%) 60 (95%)

Arnavutluk  Sporadik (22) ssu-rRNA 10 (45%) 12 (55%)

Uganda Sporadik (3) ssu-rRNA 3 (100%)

Fildisi Askerler (14) tpi 14 (100%)

Etopya Sporadik (59) bg, gdh 31 (52%) 13 (22%) 15 (25%)

Peru Sporadik (25) tpi 6 (24%) 19 (76%)

Brezilya Sporadik (37) gdh 29 (78%) 8 (22%)

Brezilya Sporadik (62) bg 62 (100%)

USA Sporadik (14) ssu-rRNA 14 (100%)

USA Sporadik (2) tpi 2(100%)

Meksika Sporadik, (9) bg 9 (100%)

Kanada Su Salgini(6) ssu-rRNA 6 (100%)

Avustralya Sporadik (8) ssu-rRNA, gdh 2 (25%) 6 (75%)

Avustralya Normal pop. (23) ssu-rRNA 7 (30%) 16 (70%)

Avustralya Sporadik (12) ssu-rRNA 11 (92%) 1(8%)

Turkiye Sporadik (44) tpi 19 (43%) 25 (57%)

Banglades Olgu galisma (267) tpi 20 (7.5%) 231 (86.5%) 16 (6%)

Hindistan Sporadik (10) tpi 10 (100%)

Hindistan Sporadik (19) tpi, EF1-a 6 (32%) 9 (47%) 4 (21%)

Hindistan Sporadik (12) gdh 5 (42%) 7 (58%)

Laos Sporadik (5) ORF-C4 5 (100%)

Cin Sporadik (8) ssu-rRNA 4 (50%) 4 (50%)

Kore Sporadik (5) ssu-rRNA 5 (100%)

Toplam 391 (35%) 671 (60%) 56 (5%)
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SONUG ve ONERILER

Calismada oncelikle parazitolojik tani segcenegdi olarak G. intestinalis tanisinda Gergek
zamanlh PZR yoéntemi i¢in uygun olarak kullanilabilecek test kosullari belirlenmis, bunun
yaninda Manisa bdlgesinden toplam 45 hastanin diski 6érneklerinde saptanan G. intestinalis kist
velveya trofozoitlerinin genotip ayrimi gergeklestiriimisti. Gergcek zamanli PZR yéntemi
uygulandiktan sonra, erime egrisi analizleri neticesinde 45 6rnegin 33'U (%73,3) A, 5 6érnegin (%
11,1) B genotipi oldugu, 7 drnegin ise (%15,5) hem A hem B genotipi icerdigi (“mixed infection”)
belirlenmistir. Hastalarin codunda (%95,5) Giardia enfeksiyonu ile iligkili bir ya da birden fazla
semptoma rastlanirken hastalar tarafindan en sik bildirilen semptomlarin karin agrisi ve ishal
oldugu gorulmustar.

Sonug olarak, daha 6nce geleneksel PZR yontemi ile gerceklestirilen calismada oldugu
gibi, Manisa bolgesinden elde edilen G. intestinalis izolatlarinda A genotipine B genotipinden
daha sik rastlandigi goériimastir. Yapilan galismalarda hayvanlarda A genotipinin ylksek
oranda bulunabilecegi vurgulanmistir. Bu konuda yapilacak sonraki ¢alismalarda istatistiksel
analizlere olanak vermesi igin cok daha fazla sayida 6rnek ile ¢caligiimasi ve hayvan izolatlarinin
da galismaya danhil edilmesiyle giardiasisli olgulardaki zoonotik potansiyel hakkinda daha somut
veriler elde edilmesi saglanmalidir. Benzer galismalarda degerlendirilen zoonotik gecisin son
derece 6nemli oldugu g6z 6nune alindiginda, insanlardaki enfeksiyonlari kontrol altina almanin
glc olacagi saniimaktadir.

Bunun vyaninda, klinikk c¢alismalarda hasta o&rneklerindeki  protozoonlarin
tanimlanmasinda duyarliik ve 6zgullik agisindan %100’e varan oranlarda glvenli oldugu
bildirilen Gergek Zamanli PZR ydnteminin rutin parazitolojik tani i¢in kullaniimasi henliz uygun
olmasa da, supheli olgularin aydinlatiimasinda, hizli ve guvenilir bir ydntem olarak kullaniimasi
yararli olacaktir. Ayrica yapilan bir ¢ok calisma, molekuler yontemlerin tek bir kisti dahi
saptayabildigi, bu nedenle de su ve gida kaynaklarinin parazitolojik ydénden analizlerinde
kullanilabilecek etkili bir ydntem olabilecedi digtunilmektedir.

ileri asamalarda tir ayrimi yapilan &rneklerin gruplarin alt gruplarina yénelik
¢alismalarla, hem semptomlarla sus farklihdi arasindaki korelasyonun arastiriimasi hem de bu
sekilde molekuler duzeyde bdlgesel epidemiyolojik bilgi tabaninin temellerinin atiimasi ve Ulke

ici yayilis bigimleri hakkinda bilgi edinilebilmesi i¢in alt yapi olusturulmasi dnerilmektedir.
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