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Amag: Giardia bircok omurgali konadi enfekte edebi-
len kamcili bir bagirsak parazitidir. Giardiasis insan icin
en yaygin protozoon enfeksiyonu olarak bilinmektedir.
Mutlaka tedavi edilmesi gereken bir enfeksiyondur.Farkl
cografik bolgelerde yasayan insanlardan izole edilen bin-
den fazla diski 6rneginden PCR ile elde edilen DNA'nin
incelenmesi sonucunda G. intestinalis'in A ve B tiplerinin
insan enfeksiyonlari ile iliskili oldugu gosterilmistir. Calis-
mamizin amaci giardiasis tanili hastalarda TPl gen lokusu
hedeflenerek PCR ve RFLP yontemi ile G. intestinalis'in
molekiler olarak grup A ve grup B olarak genotiplendiril-
mesi ve bu genotiplerin hastaligin klinik olarak sempto-
matik ve asemptomatik tablolarla iliskisi ve genotiplerin
dagiliminin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem: 2008-2011 yillari arasinda Harran Uni-
versitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda gi-
ardiasis tanisi almis olan 75 hasta diski numunesi incelen-
mistir. Kist tanisi icin lugol ile mikroskopik inceleme, DNA
amplifikasyonu icin PCR ve genotip tayini icin restriksiyon
analizi (RFLP) kullaniimistir.

Bulgular: Calismamizda 75 hastanin 69'u semptomatik 6
'si asemptomatik olgulardan olusmaktaydi. Semptoma-
tik 69 olgunun 67'si genotip A olarak bulunmus iken, 2'si
genotip B olarak bulunmustur. Asemptomatik 6 olgunun
tamami genotip B olarak gozlemlenmistir.

Sonug: Semptomatik olgular ile G. intestinalis genotip A
arasinda anlamli bir iliski oldugu (p<0.05) gdzlemlenmis-
tir. Giardiasis tanisi alan olgularda tip A genotipinin sayica
tip B genotipine gore anlamli olarak (p<0.05) daha fazla
oldugunu gozlemlenmistir.
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SUMMARY

Aim: Giardia is an intestinal parasit that infects various
vertebrates. Giardiasis is known to be the most common
protozoa infection in humans. It is an infection which
must be treated. Results of the investigations on DNA
excreations with PCR from more than a thousand of
samples of the feces revealed that G. intestinalis, type A
and B are related with human infections. The aim of this
study was genotyping G.intestinalis as group A and B by
molecular techniques such as PCR and RFLP with targe-
ting TPI gen locus in patients diagnosed as giardiasis and
investigating the relation of these genotype groups with
clinical status of the disease as symptomatic or asymp-
tomatic and also examining of the distrubution of these
genotypes.

Materials and Methods: The stool specimens of 75 pa-
tients diagnosed as giardiasis in Harran University Medi-
cal Faculty, Department of Microbiology between 2008
and 2011 were investigated. Microscopic examination
with iodine for cyst, PCR for DNA amplification and RFLP
for genotype analysis were used.

Results: In our study, 69 of 75 patients were sympto-
matic and 6 of them were asymptomatic. While 67 of 69
symptomatic cases had genotype A, two of them had
genotype B and all of the asymptomatic patients had ge-
notype B.

Conclusion: We observed the significiant relation betwe-
en symptomatic patients and genotype A (p< 0.05). We
determined the predominance of genotype A according
to genotype B numerically (p< 0.05).
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GIRiS

Giardia bircok omurgali konagi enfekte edebi-
len kamcili bir bagirsak paraziti olup insanlarda
duodenum ve jejunumda bulunan tek patojen
protozoondur. G. intestinalis’in (G. lamblia) ne-
den oldugu hastaliga giardiasis denir. G. intes-
tinalis insanlar icin zayif patojendir. Bu parazi-
tin yasam dongusiinde trofozoit ve kist formu
bulunur. Trofozoit sekli ince barsak mukozasi-
na emici diskleri ile tutunur ve ikiye boliinerek
¢ogalir, dokulara gecemez. Trofozoitler kolona
gectiklerinde tipik olarak kistlesir. Bu hastalikta;
asemptomatik tasiyicilik, akut ve kronik olmak
uzere Ug tip klinik tablo gorilebilmektedir.
Kistler, asemptomatik kisilerde diskida fazla sa-
yida bulunur. Dis ortamda trofozoitler yasamla-
rintyitirirken kistler uzun siire canli kalmaktadir.
Enfeksiyon, parazitin dort ¢ekirdekli olgun kist-
lerinin agiz yoluyla alinmasiyla olusmakta ve on
kadar kist bile enfeksiyona neden olabilmekte-
dir. Bulasik yiyecek ve iceceklerle veya bulagh
parmaklarla agizdan alinan giardia kistleri mide
ve bagirsak 6z sularinin etkisi ile acilirlar ve icle-
rinden acida ¢ikan trofozoitler 6zellikle duedo-
num olmak lzere ince barsak ¢eperine yapisir-
lar (1-6).

Farkli cografik bolgelerde yasayan insanlardan
izole edilen binden fazla diski 6rneginden PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu) ile elde edilen
DNA'nin incelenmesi sonucunda G. intestinalis’
in A ve B tiplerinin insan enfeksiyonlari ile iliski-
li oldugu gosterilmistir. A tipi ile enfekte olmus
hastalarin B tipi ile enfekte olmus hastalara gore
iki kat fazla ishal sikayeti oldugu ve B tipinin
asemptomatik giardiasis ile istatistiksel olarak
iliskilendirildigi rapor edilmistir Molekuler ¢alis-
malarla insanlarda giardiasisin farkh klinik tab-
lolar seklinde gortlmesi, G. intestinalis genotip
gruplarnnin farkli patojenitelere sahip olabilece-
gini distindirmektedir.

Bizim calismamizin amaci ise giardiasis tanili
hastalarda TPl gen lokusu hedeflenerek PCR-RF-
LP (restriction fragment length polymorphism)
yontemi ile G.intestinalisin molekdler olarak
grup A ve grup B olarak genotiplendirilmesi ve
bu genotiplerin hastaligin klinik olarak sempto-
matik ve asemptomatik tablolarla iliskisi ve ge-
notip dagilimlarinin arastiriimasidir.

GEREC ve YONTEM

Harran Universitesi Arastirma Hastanesi Parazi-
toloji Laboratuvar’ina 2008-2011 yillari arasinda
giardiasis on tanisi ile basvuran hastalarin gaita
numuneleri Nativ-Lugol ve c¢oklastirma (Modi-
fiye Ritchie) yontemleri kullanilarak mikroskop
altnda  x10 ve x40’k blyitme ile
incelenmistir. Nativ yonteminde bir lam
uzerine diskinin cesitli yerlerinden alinan az
miktardaki materyal konulmus, Uzerine bir
damla fizyolojik tuzlu su eklenerek karistirilip,
bir lamelle kapatilarak kisa zamanda
incelenmistir. ~ Bu  yOontemle  hareketli
trofozoitler ve boyanmamis kistler gorilebil-
mistir. Lugol ydnteminde ise fizyolojik tuzlu su
yerine Lugol eriyigi kullanilmistir. Bu yontemle
2 nukleuslu trofozoitler hareketsiz, tipik armut
seklinde gozlenmis, nuikleuslari zor goériinen
ancak sitoplazmadan ayrilmis kist duvarn ve
sitoplazma icindeki fibrillerle kolayca taninan
kistler gorilmustir. Bu yontemler ile giardia
kisti pozitif bulunan 75 hastanin diski 6rnegi
herhangi bir ek materyal eklenmeden -20 C° de
DNA ekstraksiyon islemi yapilana kadar saklan-
mistir.

Bu calisma icin Harran Universitesi Tip Fakdiltesi
Etik Kurulundan 2011/53 numarasi ile onay alin-
mistir.

a. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin QIAamp DNA Mini Stool
Kit (QIAGEN GmbH 40724 Hilden) kullanilmistir.
Bu islem icin protokol su sekilde uygulanmistir.

1. 180 -220 mg kiitleye sahip diskiyr 2 ml'lik
ependorf tlplerine alinip, tlipler buz lizerinde
muhafaza edilmistir (Sivi digki 6rneklerinden ise
200pI miktarinda alinmistir).

2, Herbir 6rnek Gzerine 1.4 ml Buffer ASL ekle-
nip, diski drnedi tamamen homojenize olunca-
ya kadar yaklasik 1 dakika vortekslenmistir.

3. Elde edilen karisim 5 dakika 70 °C'de inkiibas-
yona birakilmistir.

4. Ornekler 15 saniye vortekslenip, en yiiksek
devirde (13000 rpm) 1 dakika digki ¢ozeltisi elde
edilinceye kadar santrifrijlenmistir.



5. Ust sividan 1.2 ml alinip, yeni 2 ml'lik epen-
dorf tlpleri icerisine pipetlenmis ve ¢okelti ki-
simlari atilmistir.

6. Herbir 6rnek icerisine 1'er adet InhibitEX tab-
let eklenip, sonrasinda 1 dakika tablet tamamen
eriyene kadar vortekslenmistir. inhibitérlerin
InhibitEX matrixine yapismasini saglamak igin
ornekler 1dakika oda sicakhiginda inkiibasyona
birakilmistir.

7. inhibitérlerin ¢cokmesini saglamak icin 6rnek-
ler en yuksek devirde 3 dk santrifijlenmistir.

8. Ustte kalan sividan 200 pl'si 1.5ml'lik yeni
ependorf tupleri icine alinip ¢okelti kisimlari
atilmistir. Ardindan 6rnekler 3 dakika en yuksek
devirde santriflijlenmistir.

9. Tim oOrneklerin lGzerine 15%er pl proteinase K
eklenmistir.

10. 200°er pl Buffer AL eklenip, 15 saniye vor-
tekslenmistir.

11. 70 °C'de 10 dakika inkiibe edilmistir.

12. Lizatlarin Gzerlerine 200°er ul ethanol (%96)
eklenip, vortekslenerek karismalari saglanmis-
tir.

13. Herbir 6rnek icin QIAamp spin kolon ¢ikari-
hp, 12. adimda elde edilen tiim lizat bu spin ko-
lonlara aktarilip, en ylksek devirde (13000 rpm)
1 dakika santrifjlenmistir. Alttaki sivi kisim ati-
hp filtre kisim yeni bos 2 ml'lik kolleksiyon tup-
lerine aktariimistir.

14. QlAamp kolonlarin kapaklari dikkatlice aci-
hp iclerine 500°er pl AW1 eklenmis. Daha sonra
kapaklar kapatilip, en ylksek devirde 1 dakika
santrifuj edilip, alttaki sivi atilip, filtre kisim yeni
bos kolleksiyon tiiplerine aktariimistir.

15. QlAamp kolonlarinin kapaklarn dikkatlice
acilip iclerine 500°er ul AW2 eklenip, daha sonra
kapaklari kapatilip en yiiksek devirde 3 dk sant-
rifGjlenmistir.

16. Alttaki sivi kisim atilip filtre kisim yeni bos 2
ml'lik kolleksiyon tuplerine aktarilip, en yiiksek
devirde 1 dakika santriftij edilmistir.

111

17. Alttaki sivi kisim atilip, filtre kisimlar yeni
bos 1.5 ml'lik tiplere aktarilmistir. 14. adimda-
ki QlAamp kolonlarin kapaklar dikkatlice acihp
iclerine 200%er ul Buffer AE eklenip, kapaklari
kapatilip 1 dakika oda isisinda inkiibe edilip,
ardindan en yuksek devirde 1 dakika santrifij
edilmis olup, filtre kisim atilmis ve elimizdeki
1.5 ml'lik ttiplerde 200er ul DNA elde edilmis
ve ekstraksiyon islemi tamamlanmistir.

b. DNA Amplifikasyonu

Bu islem icin Tag PCR Core Kit (Qiagen-Ger-
many) kullanilmistir. Kit iceriginde Ureticinin
sagladigi Taq polimeraz enzimi, 10X Corallo-
ad PCR Buffer, 25 mMol MgCl, dNTP, distile su
mevcuttu. Primer olarak G. intestinalis TPl gene
PCR: (forward) 5 -TGGACTGGCGAGACAAG-3 ve
(reverse) 5 -TCCGGCTTGAGGGAA GC-3 kulla-
nilmistir. Toplam volim 50ul olacak sekilde her
bir PCR tlpu icin; 5 pl 10x buffer, 6ul MgCl, 2ul
dNTP, her bir primer den 2ul, 0.3ul tag DNA po-
limeraz enzimi ve son olarak 3ul DNA templa-
te konularak 10 saniye vortekslenip, 15 saniye
santrifij (disuk hizda) edilerek amplifikasyon
asamasina gecilmistir.

Amplifikasyon isleminde GeneAmp 9700 PCR
System (PE Applied Biosystem Inc., US) kulla-
nilmistir. PCR sartlan 94 °C 3 dakika (baslangi¢
sicakligi), 94 °C de 45 saniye (denaturasyon), 57
°C de 45 saniye (anneling) 72 °C de 45 saniye
(ekstansiyon) olmak Uzere toplam 35 siklus ve
son olarak 72 °C de 10 dakika olarak uygulan-
mistir. Elde edilen PCR Grlnd, restriksiyon isle-
mi icin +4 °C de saklanmustir.

c. RFLP

Restriksiyon islemi icin Xhol (Fermantas, Ther-
mo Fischer Scientific Inc.,, US) enzimi kulla-
nilmistir. Enzimin etki gosterdigi gen bdlgesi
5.CJTCGAG...3)3...GAGCT? C...5idi.
Kit icerigi 10u/pl Xhol enzimi, 2x1ml 10X Buffer
R, Tml 10X Buffer Tango mevcuttu. PCR amplifi-
kasyonu sonrasi PCR uriiniin restriksiyon islemi
su sekilde yapilmistir. Her bir eppendorf tlipline
PCR amplifiye DNA 10ul, 18ul distile su, 2ul 10X
Buffer R, 2ul Xhol miktarlarinda konulup ve 37
°C de 16 saat inkiibe edilmistir ve Grlin goriin-
tileme islemine gecilmistir.

d. Uriin Gériintiileme
Gorlntileme isleminde kapiller jel elektroforez
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kit (QlAxcel DNA Screening KIT, Qiagen Ger-
many) kullaniimistir. Restriksiyon islemine tabi
tutulmus DNA 6rnekleri tek tek kapillerlere ytk-
lenip ve elektrik akimina tabi tutulmustur. Mo-
leklllerin hareketi florasan dedektorler tarafin-
dan tespit edilmistir. Coklu dedektoérler yayim
sinyallerini elektronik sinyallere cevirip softwa-
re esliginde veri gortintisd, jel gorintisi almak
Uzere bilgisayara aktariimistir.

e. istatistiksel Analizler

Veriler SPSS for Windows (version 11.0) paket
programi kullanilarak bilgisayar ortamina akta-
rilmistir. Ortalama degerler “aritmetik ortalama
+ standart sapma” olarak gosterilmistir. P degeri
Pearson Chi-square yontemiyle degerlendiril-
mis olup, (p<0.05) anlamli olarak kabul edilmis-
tir.

BULGULAR

Calismamizda degerlendirmeye aldigimiz 75
hastanin 46 tanesi erkek (% 61.3), 29 tanesi ka-
din (% 38.7) olarak bulunmustur. Olgular 2-50
yaslari arasinda olup yas ortalamasi 13. 8 olarak
bulunmustur.

Olgular mikroskopik olarak incelendiginde 75
olgunun 75’inde de giardia kist formu izlenmis,
trofozoit formuna rastlanmamistir. Cahsmadaki
75 hastanin 69 (%92)" unda semptom mevcut
olup, 6 (%2) ‘sinda herhangi bir semptom be-
lirtilmemistir. Semptomatik hastalarin hemen
hemen tamaminda semptom olarak ishal ve ka-
rin agnsi bulunmakta olup bu semptomlara ek
olarak bazi hastalarda anemi, ates ve allerjik re-
aksiyonlar da eslik ettigi belirtilmistir (Tablo.1).

Tablo 1. Giardia kist pozitif bull h da p ve bulg

Semptom Say1 Genotip A Genotip B
Karin agrisi 35 33 2
Diare 34 34

Anemi+Diare 14 14

Allerjik reaksiyon 7 7

Ates +karin agrisi 2 2

Giardiasis tanisi almis 75 hastaya ait diski 6rnek-
lerinin TPI gen lokusu hedef alinmis ve ilgili gen
bolgesi tum Orneklerde 692 bp buyukliginde
goruntilenmistir (Sekil.1).

RFLP basamaginda tim ornekler Xhol enzimiiile

Size Marker

73 74 75 NK NK PK PK

m
«HAHEY

Sekil 1. Kapiller jel elektroforez PCR amplifikasyon goriintiisii

muamele edilmis ve 8 drnekte 440 bp ve 252 bp
lik iki fragman elde edilmistir (Tip B genotipi).
67 ornekte ise Xhol enzimine direng gorilmus
ve ayrilma izlenmemistir. Ayrilmayan 6rnekler
692 bp'de kalmistir (Tip A genotipi) (Sekil.2).

) BioCalculator [yalcin-C] =l8lx|
=18) x|

220

Sekil 2. Kapiller jel elektroforez RFLP goriintiisii

PCR-RFLP ile yapilan molekuler ¢alismada 75
olgunun 67 tanesinde tip A, 8 tanesinde tip B
genotipi bulunmustur (Tablo.2). Olgularin ge-
notiplerine gore dagilminda ise istatistiksel
olarak Tip A orani anlamli olarak (p<0.05) daha
fazla bulunmustur.

PCR RFLP ile yapilan molekuler calismada 69
adet semptomatik hastanin 67 tanesinde tip
A genotipi izlenmistir. Asemptomatik 6 hasta-
nin tamaminda ve semptomatik 69 hastanin
2’sinde ise tip B genotipi izlenmistir (Tablo.2).
Semptomatik olgularla Tip A genotipi arasinda
ve asemptomatik olgularla Tip B genotipi ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulun-
mustur.



Tablo 2. Olgularin PCR-RFLP c¢ahsmasinda elde edilen genotiplerine, semptomatik ve

tik h

lara gore dagil

ik

n=69 (%92)

n=6 (%8)

Toplam

n=75 (%100)

Genotip A

67 (%89.3)

67 (%89.3)

Genotip B

2(%2.7)

6(%8)

8 (%10.7)

TARTISMA

Bir protozoon olan G. intestinalis'in neden oldu-
gu hastaliga giardiasis denir. Giardiasisin diinya
capindaki dagihmina bakildiginda insan i¢in en
yaygin protozoon enfeksiyonu gibi durmakta-
dir. Ihman boélgelerden tropikal kusaga kadar,
endustriyel Ulkelerde %2-5 arasinda degisen
oranda, gelismekte olan Ulkelerde %20-30a va-
ran oranlarda yayilis gdstermektedir. Ozellikle
cocuklarda yuksek oranda gorildugi dikkati
cekmektedir. Yasa 0zglin prevalans cocukluk-
tan infantil doneme dogru gidildikce artmakta,
Ozellikle adolesan cagda olmak Uzere eriskinli-
ge dogru ise azalmaktadir (7,8). Ulkemizdeki
dagilimina bakildiginda yapilan ¢alismalar ara-
sinda en yiiksek seviyede olan sonug, istanbul
gibi cevre kosullarinin ve alt yapi sorunlarinin
diger bazi sehirler ile kiyaslandiginda ¢ok iyi
oldugu bilinen ve beklenen bu ilde %54.8 gibi
yuksek oranlarda parazite rastlanmasi lokal ola-
rak ciddi dlizeylerde alt yapi sorunlarinin oldu-
gunu gostermektedir. Yapilan bu calismalarin
ortak sonucu olarak, rastlanma sikligini etkile-
yen en Onemli faktoriin sosyo ekonomik ko-
sullar oldugu sonucuna varilmistir (9,10,11,12).
Farkli cografik bolgelerde yasayan insanlardan
izole edilen binden fazla diski 6rneginden PCR
ile elde edilen DNA'nin incelenmesi sonucun-
da G. intestinalis’ in A ve B tiplerinin insan en-
feksiyonlari ile iliskili oldugu gosterilmistir. G.
intestinalis morfolojik olarak ¢ok az farkliliklar
goOsteren ancak genetik analizleri sonucu yedi
farkli alt tire ayiran veriler de bildirilmektedir.
Hastaligin ciddiyeti parazitin virtilansi ile enfek-
te ettigi bireyin yasi, beslenmesi ve immiinolo-
jik durumu ile ilgilidir. A tipi ile enfekte olmus
hastalarin B tipi ile enfekte olmus hastalara
gore iki kat fazla ishal sikayeti oldugu ve B tipi-
nin asemptomatik giardia ile istatistiksel olarak
iliskilendirildigi rapor edilmistir. Molekdiler calis-
malarla insanlarda giardiasisin farkh klinik tab-
lolar seklinde goriilmesi, G. intestinalis genotip
gruplarinin farkli patojenitelere sahip olabile-
cegini diisiindiirmektedir. G. intestinalis'in ge-
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notiplendirilmesi gerceklestirilmis, sonuclarin
semptomlarla iliskisi arastirimis ve saptanan A
ve B gruplarindan birer drnegin DNA dizisi belir-
lenmistir (13,14,15).

M. C. Sousa ve arkadaslarinin PCR-RFLP ve
Sequencing yontemiyle yaptiklari ¢alismada
giardia kist pozitif 25 hasta diski 6rnegini calis-
maya dahil etmis, 12 tanesinde ¢alisma basarili
olmustur. Amplifiye DNA Urunlerini jel elektro-
forezinde 682 bp de goruntilemisler, amplifiye
edilen DNA larin restriksiyonu icin Xhol enzimini
kullanmislardir. Olgularin 12’sinde da Xho | en-
zim kesimine diren¢ gostermis ve tip A genotipi
olarak belirtmislerdir. Tip B genotipine hicbir 6r-
nekte rastlamamislardir. Tip A'nin semptomatik
enfeksiyonla iliskili oldugu gorusine varmislar-
dir (16). Calismamizda da semptomatik 69 olgu-
nun 67 sinde Tip A genotipi tespit edilmis olup
Tip A genotipinin sayica fazla olmasi ve semp-
tomlarla iliskili bulunmasi bu ¢alismayla uyum-
lu olarak degerlendirilmistir.

Anjana Sighn ve arkadaslari Nepal de yaptiklari
bir calismada ise giardia pozitif diski 6rneklerin-
de G.intestinalis'in iki genotipinin semptomlar-
la iliskisini arastirmayi hedeflemislerdir. Bunun
icin 35 6rnek SYBR Green gPCR ile amplifiye
edilmis BsrBl ile restriksiyon islemine tabi tutul-
mustur. Orneklerin 26’ sinda Tip B, 7 tanesinin
tip A oldugunu belirtmislerdir (17). Bizim calis-
mamizda ise 75 6rnegin 67 tanesi Tip A, 8 tane-
si Tip B olarak tespit edilmistir. Bu ¢calismadan
farkli olarak bizim calismada genotip A istatis-
tiksel olarak daha fazla bulunmustur.

Moshira ve arkadaslarinin Misir'da yaptigi bir ca-
hsmada giardia kist pozitif 30 6rnege ve 11 nega-
tif ornege TPI gen lokusu hedeflenerek RT-PCR
ve RFLP yontemleri uygulanmis. RFLP isleminde
enzim olarak Rsal kullandiklarini belirtmislerdir.
Tdm orneklerin 31 tanesinde Tip A (24 TipA1, 7
TipA2), 8 tanesinde Tip B, 2 tanesinde miks tip
tespit edilmistir. Tip A olgularinin aralikli diare,
Tip B olgularinin israrci diare ile iliskili oldugu-
nu ve Misir'da daha ¢ok aralikli diare goraldi-
gunu belirtmislerdir (18). Calismamizda tespit
edilen Tip A olgularinin tamami semptomatik,
Tip B olgularinin ise sadece %25'i semptomatik
oldugu tespit edilmistir. Tip B olgularinin tama-
minin semptomatik olmasi, bizim ¢alismamizda
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ise Tip B’ lerin % 75’ inin asemptomatik olmasi
nedeniyle uyumsuzluk oldugu goézlemlenmis-
tir. Bu uyumsuzlugun Secilen hasta gruplarinin
farkh olmasindan kaynaklanabilecegi dusinl-
mustir. Ancak toplam olgu sayisina bakildigin-
da Misir'da goriilen giardia 6rneklerindeki Tip A
olgu sayisi bizim calismamizdaki giardia 6rnek-
lerindeki Tip A olgu sayisiyla uyumlu olarak bu-
lunmustur.

Samuelson ve arkadaslarn Hindistan da yaptigi
bir calismada gencg eriskinlerde giardianin tip-
lendirilmesi icin PCR-RFLP yontemiyle TPl gen
lokusunu arastirmayi hedeflemis ve restriksiyon
enzimi olarak Xhol kullaniimislardir. Toplam 12
hastadan 6 tanesinde siddetli diare izlenirken,
6 tanesinde semptoma rastlanmamislardir. Ya-
pilan calismada 6 tane semptomatik olgunun 4
tanesinde Tip A, 2 tanesinde Tip B bulunmuslar-
dir. Asemptomatik olan 6 olgunun 5 tanesinde
Tip B, 1 tanesinde Tip A genotipi bulmuslardir.
Yapilan calismadaki 6rnek sayisinin az olmasi
nedeniyle semptomla grup iliskilendirilmesinin
anlamli sonug vermedigi kanaatine varmislardir
(19). Bu calismada, ¢alismamizla uyumlu olarak
semptomatik olgularda daha cok Tip A tespit
edilmistir. Ancak toplam olgu sayisina bakildi-
ginda tespit edilen Tip A sayisinin orani bizim
calismamizdaki Tip A sayisinin oraniyla uyum-
suz bulunmustur.

Ratanapo ve arkadaslarinin Tayland'in kirsal ke-
simlerinde yaptig1 bir ¢alismada giardia tanih
33 6rnek incelenmis ve PCR-RFLP ¢alismasinda
GDH gen lokusu hedeflenerek seminested PCR
uygulamistir. Orneklerden 12 tanesi amplifiye
edilebilmis ve 5 tanesinin genotip A (sub2) 7
tanesinin genotip B (sub4) oldugu belirtilmistir.
Bu calismadaki toplam olgu sayisina bakildigin-
da tespit edilen Tip A sayisinin orani ¢alisma-
mizdaki Tip A sayisinin oraniyla, uyumsuz bu-
lunmustur (20).

Bertrand ve arkadaslarinin Fransa'da yaptigi bir
calismada iki farkh gen bolgesi hedeflenerek
26 giardia kist pozitif diski drnegi incelenmis-
tir. TPI gen lokusu hedeflendiginde 26 6rnegin
25'i, GDH gen lokusu hedeflendiginde 21 ta-
nesinin amplifiye oldugunu gozlemlemislerdir.
RFLP isleminde enzim olarak Rsal vede NlalV

kullanmislar ve bu islemlerin sonucunda 9 tane
genotip A, 16 tane genotip B bulmuslardir. Gen
lokusu olarak TPl gen lokusunun hedeflendigi
calismanin daha verimli oldugunu belirtmisler-
dir (21).

Ahmet F.Aydin ve arkadaslarinin Turkiyede
yaptigi bir calismada 20’si semptomatik 24'u
asemptomatik, giardia kist pozitif toplam 44
diski 6rnegini PCR-RFLP yontemleri ile incelen-
mistir. TPl gen lokusu hedeflenen calismada
Xhol restriksiyon enzimi kullandiklarini belirt-
mislerdir. 20 semptomatik olgunun 17’sinde
(%85) Tip A, 24 asemptomatik olgunun 2'sinde
Tip A bulunmustur. Asemptomatik 24 olgunun
22" sinde (%91.6) Tip B, 20 semptomatik olgu-
nun 3’lUnde Tip B bulunmus ve semptomlarla
grup A'nin iliskili oldugu kanaatine varmislar-
dir (22). Gergeklestirdigimiz calismamizda da
bu calismayla benzer olarak 69 semptomatik
olgunun 67'sinde (%97.1) Tip A, asemptomatik
olgularin ise tamami Tip B olarak tespit edilmis
ve semptomlarla genotip A arasinda, asempto-
matik olgularla genotip B arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski bulunmustur. Boylece
bu calismayla bizim calismamizdaki olgularin
semptomlarina gére genotip oranlari benzerlik
gostermektedir. Ancak ¢alismaya alinan toplam
olgu sayisi dikkate alindiginda bu calismada bu-
lunan Tip A sayisinin orani % 43.2, Tip B sayisinin
orani %56.8 bulunmus bizim calismamizda ise
Tip A orani % 89.3, Tip B orani % 10.7 olarak bu-
lunmustur ve toplam olgu sayisinin genotiplere
gore dagihmlari agisindan bizim ¢alismamizla
uyumsuz bulunmus bunun nedeni olarak seci-
len hasta grubundaki farkhlik oldugu kanaatine
variimistir.

Esmaeel Fallah ve arkadaslarinin iran'da, top-
lam 34 giardia pozitif 6rnekten yaptiklari PCR
calismasinda TPl gen lokusu hedeflenmis ve
34 6rnegin 31 tanesi amplifiye edilmistir. Bun-
lardan 17 tanesi genotip A, 13 tanesi genotip B
olarak bulunmustur (23). Bu ¢calismada bulunan
genotiplerin toplam olgu sayisina oranina ba-
kildiginda Tip A % 54.8, Tip B ise % 45.2 olarak
bulunmustur. Calismamizda Tip A orani istatis-
tiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla bu-
lunmus ve bu ¢alismayla uyumlu olarak deger-
lendirilmistir.



J.A.D.L.Yason ve arkadaslarinin Filipinlerde yap-
t1g1 bir calismada 133 giardia kist pozitif diski or-
negi incelenmistir. TPl gen lokusu hedeflenerek
nested PCR-RFLP yontemiile 133 olgunun 115'i
(%86.47) genotip B olarak bulunmus ve genotip
B bulunan olgularin tamaminin asemptomatik
oldugunu belirtmislerdir (24). Calismamizda da
asemptomatik olgularin tamami genotip B ola-
rak bulunmus, istatistiksel olarak asemptomatik
olgularla Tip B arasinda anlaml bir iliski tespit
edilmis ve bu calismayla uyumlu olarak deger-
lendirilmistir. Ancak calismaya alinan toplam
olgu sayisi dikkate alindiginda bu c¢alismada
bulunanTip A sayisinin orani % 6, Tip B sayisinin
orani % 94 bulunmus bizim calismamizda ise
Tip A orani % 89.3, Tip B orani % 10.7 olarak bu-
lunmustur ve toplam olgu sayisinin genotiplere
gore dagihmlari agisindan bu calisma bizim ca-
hsmamizla uyumsuz olarak degerlendirilmistir.
Bu uyumsuzlugun etnik koken ve ¢evresel fak-
torlerin farkh olmasindan kaynaklanabilecegi
dustintlmustir.

Gelanew ve arkadaslan Etyopya'da 59 giardia
pozitif ornege B giardin gen lokusunu hedef-
leyerek nested PCR yapmis olup, RFLP yonte-
minde Haelll restriksiyon enzimi kullandiklarini
belirtmislerdir. 59 6rnegin 31'i genotip A, 13l
genotip B olarak bulunmus, geri kalan numu-
lerin mix tip oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
semptomatik olgularin kuvvetle genotip B ilis-
kili oldugunu belirtmislerdir (25). Bu calismada
bulunan genotiplerin toplam olgu sayisina ora-
nina bakildiginda Tip A % 52.5, Tip B ise % 47.5
olarak bulunmus ve bizim ¢alismamizla uyumlu
olarak degerlendirilmistir. Ancak bu calismada
semptomlarin Tip B ile bizim ¢alismamizda ise
semptomlarin Tip A ile iliskili olarak bulunmasi
uyumsuz ¢ikmistir.

Tungtrongchitr ve arkadaslarinin Tayland'da 61
giardia kist pozitif diski rneginde TPI gen loku-
sunu hedefleyerek PCR-RFLP ile yaptiklari bir ¢a-
hsmada % 8 oraninda genotip A, % 51 oraninda
genotip B ve kalan numulerin mix olduklarini
belirtip semptomlarin genotip B ile iliskili oldu-
gunu bildirmislerdir (26). Bizim calismamizda
ise Tip A orani % 89.3, Tip B orani % 10.7 olarak,
semptomlar ise Tip A ile iliskili olarak bulunmus
ve bu calismayla uyumluluk gostermemistir.
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Ajjampur ve arkadaslar Giney Hindistan'da
yaptiklari bir calismada 50 diare semptomlu ve
51 asemptomatik olmak tizere toplam 101 giar-
dia pozitif 6rnedi TPl gen lokusu hedefleyerek
PCR-RFLP yontemleri ile incelemisler ve grup
A'nin gruplandiriimasi icin RFLP de Rsal enzi-
mini se¢mislerdir. Calismanin sonucunda diare
semptomlu 50 hastanin % 80'inde Tip B, asemp-
tomatik 51 hastanin ise % 94'Uinde genotip A
tespit etmislerdir (27). Calismamizda sempto-
matik olgularin % 97.1'i Tip A olarak bulunmus
ve bu sonug ¢alismayla uyumsuzdur. Ancak bi-
zim ¢alismamizda bu calismayla uyumlu olarak
asemptomatik olgularin %100’ G Tip B olarak
bulunmustur.

Boontanom ve arkadaslarinin Tayland'da yap-
tiklari bir calismada okul ¢cagi cocuklarinda mik-
roskopik olarak giardia pozitif 11 adet 6rnegi
calismaya dahil etmislerdir. 10 adet 6rnek amp-
lifiye edilmistir. Cahsmada PCR icin GDH ve SSU
gen lokuslar hedef alinmis, RFLP icin Nla IV ve
Bsrl enzimleri kullanmis olup, 7 6rnek Genotip B
(BIll, BIV), 3 6rnek Genotip A (All) olarak bulun-
mustur (28). Bu ¢calismada Tip A orani % 30, Tip
B orani % 70 olarak bulunmus, calismamizda ise
Tip A orani % 89.3, Tip B orani % 10.7 olarak bu-
lunmustur ve toplam olgu sayisinin genotiplere
gore dagihmlari agisindan bu ¢alisma bizim ca-
lismamizla uyumsuzdur.

Sahagun ve arkadaslar Ispanya'da giardiasis
tanili 108 hasta o6rneginden genotiplendirme
yapmis, semptomlarla giardia genotipleri ara-
sinda bir korelasyon oldugunu bulmuslardir. 5
yas alti olgularda semptomatiklerde genotip A,
asemptomatiklerde genotip B arasinda anlamli
bir iliski tespit etmislerdir (29). Bizim calisma-
mizda da bu ¢alismayla uyumlu olarak sempto-
matik olgularla Tip A, asemptomatik olgularla
Tip B arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

Perez Cordon ve arkadaslarinin Peru’lu giardia
kist pozitif cocuklar tizerinde yaptiklari PCR-RF-
LP ve Sequencing calismasinda GDH gen lo-
kusu kullanmis ve semptom veren (diare) tiim
orneklerin genotip Aile iliskili oldugunu, semp-
tom vermeyen olgularin ise genotip B ile iliskili
oldugunu belirtmislerdir (30). Yaptigmiz cals-
mada da bu ¢alismayla uyumlu olarak sempto-
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matik olgularla Tip A, asemptomatik olgularla
Tip B arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

SONUC

Calismamiz da tip A’ nin toplam incelenen olgu
sayisinda anlamli olarak fazla oldugu, sempto-
matik hastalikla kuvvetle beraberlik gosterdigi,
tip B'nin ise asemptomatik hastalikla iliskili ol-
dugu tespit edilmistir.

Calismamizda buldugumuz sonuclar cesitli Ul-
kelerde yapilan calismalarin bir kismi ile uyum-
lu bir kismi ile uyumsuz olarak bulunmustur.
Bizce, giardia genotiplendirilmesinde calismaya
alinan olgularin yasadiklari cografik konumlar,
sosyoekonomik duzeyler, yas gruplari gibi fak-
torler farkh sonucglarin elde edilmesindeki se-
bepler gibi durmaktadir.

KAYNAKLAR

1. Ozcel MA, Uner A. “Giardiasis”; Daldal N, Ozensoy S. Giardia
intestlnalis'in morfolojisi ve evrimi. Tlrkiye Parazitoloji Dernegi
1997;14:1-16.

2, Sheffield HG, Bjorvatn B. Ultrastructure of the cyst of Giardia
lamblia. Am J Trop Med Hyg. 1976; 26(1):23-30.

3. Meyer EA. Giardia as an organism. Ch, 1. Eds: Thompson RAC.
Reynoldson JA, Lymbery AJ. Giardia from molecules to disease.
CAB. International Wallingford. Oxan OX 10 8DE. UK. 1994; ISBN:
0851988407, 3-13.

4. Binz N, Thompson RCA, Lymbery AJ, tlobbs RP. Comparative
studies on the growth dynamics of two genetically distinc
isolates of Giardia duodenalis in vitro, Int J Parasitol,
1992;22(2):195-202.

5. Hoque ME, Hope VT, Scragg R, Kjellstrom T, Lay-Yee K. Nappy
handling and risk of giardiasis. Lancet. 2001;31(3):1017-8.

6. Smith JM, Wolfe MS. Giardiasis. Ann Rev Med, 1980;31:373-
383.

7. Farthing MJ. Giardiasis. Gastrointestinal Clin North Am,
1996;25(3);493-515.

8. Buret A, Hardin J A, Olson HE, Gall DG. Pathophysiology of
small intestinal malabsorption in gerbils infected with Giardia
latnblia. Gastroenterology, 1992;103(2):506-513.

9. Kocazeybek B. Ozel bir hastanede akut gastrointestinal
enfeksiyon  etkeni  mikroorganizmalarin  prevaiansinin
arastirilmasi. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, 2001;31(1-
2):69-72.

10. Gurer U. S., Adalati, K., Giirbiiz, B. Bagirsak parazitlerinin
direkt ve ¢oktliirme yontemleri ile karsilastirmali incelenmesi.
Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, 2001;31(3-4):280-284.

11. Kuglkates E, Kocazeybek B, Cakan H, Mutlu H. Diski
orneklerinin parazitolojik inceleme sonuglari, Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi, 2002;32(3-4):250-252.

12. Kuglkates E, Kocazeybek B, Cakan H, Mutlu H. Diski
orneklerinin parazitolojik inceleme sonuglari, Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti Dergisi, 2002;32(3-4):250-252.

13. Amar CF, Dear P. H, Pedraza-Diaz S, Looker N, Linnane
E, MclLauchlin J. Sensitive PCR-restriction fragment length
polymorphism assay for detection and genotyping of Giardia
duodenalis in human feces. J Clin Microbiol 2002;40,446-452.

14. Monis PT, Andrews RH, Mayrhofer G, Ey PL. Molecular
systematics of the parasitic protozoan Giardia intestinalis.
Molecular Biology and Evolution 1999;16:1135-1144.

15. Monis PT, Andrews RH, Mayrhofer G, Ey PL. Genetic diversity
within the morphological species Giardia intestinalis and its
relationship to host origin. Infection, Genetics and Evolution
2003;3:29-38.

16. M.C. Sousa. Genotyping of Giardia lamblia Human isolates
from Portugal by PCR-RFLP and Sequencig, J. Eukaryot.
Microbio. 2006;53(51):174-176

17. Anjana Singh. Giardia intestinalis Assemblages A and B
Infections in Nepal Am.J.Trop.Med.Hyg., 2009;81(3):538-539

18. Moshira M.F. Real-Time PCR/RFLP assay to detect Giardia
intestinalis genotypes in human isolates with diarrhea in Egypt
J.Parasitol. 2009;95(4):1-5.

19. Samuelson. Giardia lamblia Groups A and B Among Young
Adults in India Clinical Infectious Diseases 1998;26(1):190-191

20. Supawat Ratanapo. Multiple Modess of Transmission of
Gardiasis in Primary Schoolchildren of aRural Community,
Thailand Am. J. Trop. Med. Hyg. 2008;78(4):611-615

21. Isabelle Bertrand. Comparison of Two Target Genes for
Detection and Genotyping of Giardia lamblia in Human Feces
by PCR and PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism.
Journal Of Clinical Microbiology, 2005;11:5940-5944

22, Ahmet F.Aydin. Classification of Giardia duodenalis parasites
in Turkey into Groups A and B using restriction fragment lenght
polymorphism. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
2004;50:147-151

23. Esmaeel Fallah. Genetic Characterization of Giardia
intestinalis Strains from Patients Having Sporadic Giardiasis
by Usig PCR Assay. Short Communication J.Med.Sci. 2008; 8(3):
310-315

24, JAD.L Yason. Genotyping Giardia duodenalis isolates
among residents of slum area in Manila, Philippines. Parasito
Res. 2007;101:681-687

25. Tesfaye Gelanew. Molecular characterization of human
isolates of Giardia duodenalis from Ethiopia Acta Tropica
2007;102:92-99

26. Anchalee Tungtrongchitr. Giardia intestinalis in Thailand:
Identification of Genotypes. J Health Popul Nutr. 2010;28(1):42-
52

27. Sitara S.R.Ajjampur. Short Report: Giardia duodenalis
Assemblages Associated with Diarrheain Childrenin South India
Identified by PCR- RFLP. Am.J.Trop.Med.Hyg. 2009;80(1):16-19.

28. Boontanom, P. Epidemiology of giardiasis and genotypic
characterization of Giardia duodenalis in preschool children
of a rural community, central Thailand. Tropical Biomedicine.
2011;28(1):32-39.



29. Sahagun J. Correlation between the presence of symtoms
and the Giardia duodenalis genotype. Abstract Eur J Clin
Microbial Infect Dis. 2008;27(1):81-83.

30. Perez-Cordon G. Prevalance of enteroparasites and
genotyping of Giardia lamblia in peruvian children. Parasitol
Res 2008;103(2):459-465.

117



