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Giardia intestinalis Genotiplerinin, Real-Time PCR Yöntemi 
ile Dışkı Örneklerinden Belirlenmesi

ÖZ

Amaç: Giardia intestinalis flagellalı, Giardiyaz’a neden 
olan bir protozoondur ve dünya çapında önemli bir sorun-
dur. Moleküler yöntemlerle sekiz farklı genotipi 
saptanan G. intestinalis’de, A ve B genotipinin, insan ve 
memelilerde hastalıklarla ilişkili olduğu ve farklı genotip-
lerin, farklı klinik tablolar meydana getirebildiği bildiril-
mektedir. Biz de bu bilgiler ışığında, giardiyaz tanısı almış 
ve G. intestinalis pozitif saptanan dışkı örneklerinde bulu-
nan G. intestinalis genotiplerinin dağılımını real-time PCR 
yöntemi ile belirlemeyi ve moleküler epidemiyolojik bir 
veri sunmayı amaçladık. 

Gereç ve Yöntem: Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasın-
da, hem nativ hem de lugol ile mikroskobik olarak incele-
nen dışkı örnekleri içinde G. intestinalis kist ve/veya 
trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis pozitif hastanın 
dışkı numuneleri çalışmaya dâhil edildi. Dışkı örneklerin-
den DNA izolasyonu gerçekleştirildikten sonra genotip A 
ve genotip B için spesifik primerler kullanılarak real-time 
PCR ile analiz edildi.

Bulgular: Çalışmamıza dâhil edilen 50 giardiyaz tanılı 
hastanın dışkı örneklerinde, 28’inde (%56) A genotipi sap-
tanırken, 17’sinde (%34) B genotipi, 5’inde (%10) ise hem 
A, hem de B genotipi bulundu. Cinsiyete göre saptanan 
genotipler incelendiğinde, erkeklerde ve kadınlarda sıra-
sıyla 25 (%50) ve 25 (%50) olarak bulundu.

Sonuç: Sonuç olarak, çalışmamız ile ülkemizde giardiyaza 
neden olan ama ayrımı yalnızca moleküler yöntemlerle 
ortaya konabilen G. intestinalis genotipleri ince-
lenerek, G. intestinalis’in A genotipinin, B genotipine 
oranla biraz daha fazla olduğu belirlendi. Ülkemizde 
G. intestinalis’in moleküler epidemiyolojisine yönelik veri-
ler sınırlıdır. Bu çalışmanın buna katkı sağlayacağı düşün-
cesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Giardia intestinalis, genotip, real-time 
PCR

ABSTRACT

Determination of Giardia intestinalis Genotypes in Stool 
Specimens by Real-Time PCR Method

Objective: As a causative agent giardiasis, Giardia 
intestinalis is a flagellated protozoa, and it is a major 
problem worldwide. Eight different genotypes have been 
identified in G. intestinalis by molecular method. It has 
been reported that the genotypes A and B are related to 
diseases in human and mammals and different genotypes 
cause different clinical pictures. In this study, we aimed to 
determine the distribution of G. intestinalis genotypes in 
stool specimens of G. intestinalis positive patients by real-
time PCR and to present a molecular epidemiological 
data.

Material and Methods: Between January 2016 and January 
2018, stool samples from fifty G. intestinalis cyst and / or 
trophozoite positive patients were included in the study. 
Native andlugol-treated stool specimens were 
microscopically examined. DNA isolation from stool 
specimens was performed and then analyzed by real-time 
PCR using specific primers for genotypes A and B.

Results: In stool samples of fifty patients with diagnosis of 
giardiasis  included in our study, genotype A (n=28: 56%), 
genotype B (n=17: 34%)  and both genotype A and genotype 
B (n=5: 10%) were detected. These genotypes were found in 
25 (50%) male, and 25 (50%) female patients.

Conclusion: In conclusion, we investigated G. intestinalis 
genotypes which cause giardiasis in our country but these 
genotypes can only be distinguished by molecular methods. 
We found that G. intestinalis genotype A is slightly more 
frequent  than genotype B. In our country, the data on the 
molecular epidemiology of G. intestinalis genotypes are  
very limited. We believe this work will contribute to this.

Keywords: Giardia intestinalis, assemblages, real-time 
PCR
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GİRİş

Giardia intestinalis (G. intestinalis ile eşanlamlı 
Gierdia duodenalis ve Gierdia lamblia) flagella-
lı, giardiyaza neden olan bir protozoondur(1). 
Viral ve bakteriyel olmayan ishallerin başlıca 
nedeni olan giardiyaz, dünya çapında önemli bir 
sorundur ve her yıl dünya çapında 280 milyon 
yeni olgu görülmektedir(2). Giardiyaz, 200 mil-
yon kişinin asemptomatik taşıyıcı olarak düşü-
nüldüğü ve her yıl yaklaşık 500.000 yeni olgu-
nun görüldüğü Asya, Afrika ve Latin Amerika 
gibi bölgelerde 2004 yılından beri Dünya Sağlık 
Örgütü tarafından ihmal edilen hastalık girişimi-
ne dâhil edilmiştir(2). Giardiyaza neden olan 
G. intestinalis türü üyelerinin morfolojik olarak 
hemen hemen özdeş olduğu ancak protein veya 
DNA polimorfizmlerine dayanan moleküler 
yöntemlerle incelendiğinde en az sekiz farklı 
genotipinin (A-H) olduğu bilinmektedir(3). Bu 
sekiz genotip’ten A ve B genotipinin, insan ve 
memelilerde hastalıklarla ilişkili olduğu bildiri-
lirken, köpek cinslerinde C ve D, geviş getiren 
hayvanlarda E, kedilerde F, kemirgenlerde G ve 
deniz memelilerinde H genotipinin görüldüğü 
bilinmektedir. C-H genotiplerinin sıklıkla konak 
spesifik olduğu düşünülmektedir. C-H genotip-
lerinin insanlarda zoonotik etkileri net değildir(4). 
Fakat A genotipi ile gelişen ishal olgularının, B 
genotipine göre daha şiddetli olduğu bildiril-
mektedir(5). Klasik yöntemlerle bu tiplerin belir-
lenmesi olası değildir. Ayrıca polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) gibi moleküler tekniklerin 
hassasiyeti, mikroskop gibi klasik yöntemlere 
göre daha iyidir. Bu da özellikle dışkı örnekleri 
gibi düşük sayıdaki parazitlerin bulunduğu 
numunelerde bu parazitin saptanmasında ve 
genotipinin belirlenmesinde büyük yarar sağlar(6). 
Gerçek zamanlı PZR (real-time PCR) özellikle 
farklı tiplerin numune içerisinde aynı anda 
bulunması durumunda, PCR yöntemine göre 
daha güvenilir ve daha doğru sonuçlar sunabilen 
bir moleküler yöntemdir(7). A ve B genotipinde 
bildirildiği gibi farklı genotiplerle gelişen, giar-

dia enfeksiyonlarında, farklı klinik tabloların 
gözlenmesi, G. intestinalis genotip gruplarının 
farklı patojenik özelliklere sahip olabileceğini 
ve bunların ayrımının yapılmasının kliniğe 
tedavi açısından yarar sağlayabileceğini 
düşündürmektedir. Ülkemizde G. intestinalis’in 
prevalansı ile ilgili pek çok çalışma bulunmasına 
karşın(8), G. intestinalis’in moleküler epidemiyo-
lojisine yönelik veriler sınırlıdır. Biz de bu çalış-
ma ile giardiyaz tanısı almış ve G. intestinalis 
pozitif saptanan dışkı örneklerinde bulunan 
G. intestinalis genotiplerinin dağılımını real-
time PCR yöntemi ile belirlemeyi ve moleküler 
epidemiyolojik bir veri sunmayı amaçladık. 

GEREç ve YÖNTEM

Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasında hasta-
neye başvuran giardiyaz şüpheli semptomatik 
hastaların dışkı örnekleri dâhil edildi. Hem nativ 
hem de lugol ile mikroskobik olarak incelenen 
dışkı örnekleri içinde G. intestinalis kist ve/
veya trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis 
pozitif hastanın dışkı numuneleri çalışmaya 
dahil edilmek üzere saklandı. Tüm dışkı örnek-
leri DNA izolasyonuna alınıncaya kadar 
-20°C’da saklandı. Dışkı örneklerinden DNA 
izolasyonu, QIAamp DNA stoolmini test kiti 
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanılarak üretici 
direktifleri doğrultusunda gerçekleştirildi(9). 
DNA örnekleri real-time PCR işlemlerine kadar 
-20°C’da saklandı. 

DNA’lardan G. intestinalis genotiplerinin belir-
lenmesi için genotiplere spesifik primerler kul-
lanıldı. A genotipi için translasyon başlatma 
faktörü geni (Tif-Gen ID: GL50803 39587), B 
genotipi için cathepsin L prekürsör genine 
(Cath–Gen ID: GL50581 3714) özgün primerler 
seçildi(7) ve primerler IDT (Integrated DNA 
Technologies inc, Coraville, IA, Amerika) fir-
masından sağlandı. 

Real-time PCR işlemlerinde LightCycler 480 
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SybrGreen I master kiti (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Almanya) kiti üretici direktifleri 
doğrultusunda kullanıldı. Her bir reaksiyonda, 
0.3 nmol primer kullanıldı ve toplam 20 µl 
hacimde çalışma gerçekleştirildi. Real-time 
PCR reaksiyonları için LightCycler 480 II 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) 
sistemi üretici direktifleri doğrultusunda kul-
lanıldı. Real-time PCR reaksiyonu 95°C’da 5 
dk. denatürasyonu takiben, 45 döngülük 
çoğaltma programında 95°C’da 10 sn, 55°C’da 
20 sn ve 72°C’da 15 sn olacak şekilde gerçek-
leştirildi. 72°C’da veri toplandı. Reaksiyonlarda 
özgün PCR ürünleri olduğunu kontrol edebil-
mek amacıyla çoğaltma programını takiben 
erime eğrisi programı uygulandı, bunun için 
95°C’da 5 sn, 60°C’da 1 dak. ve 97°C’da 
sürekli floresan toplama şeklinde program 
oluşturuldu.

BuLGuLAR

Çalışmamıza dâhil edilen 50 giardiyaz tanılı 

hastanın dışkı örneklerinin retrospektif olarak 
demografik verileri incelendiğinde, bunların 1 
ile 54 yaş arasında olduğu yaş ortalamasının 
14.42 olduğu görüldü. Bu dışkı örneklerinden 
yapılan tif ve cath genleri real-time PCR çalış-
maları sonrasında 28’inde (%56) A genotipi 
saptanırken, 17’sinde (%34) B genotipi ve 5’inde 
(%10) hem A hem de B genotipi bulundu. 
Cinsiyete göre saptanan genotipler incelendiğin-
de, erkeklerde ve kadınlarda sırasıyla 25 (%50) 
ve 25 (%50) olarak bulundu (Tablo 2). 

Yaş gruplarına ait veriler incelendiğinde, 0-9 
ve 10-19 yaş grubunun çalışmadaki dışkı 
örneklerinin %78’ini oluşturduğu ve A genoti-
pinin 18 (%36) ve B genotipininde 16 (%32) 
oranında olduğu saptanırken, ilerleyen yaşlar-
da hemen hemen tüm örneklerde yalnızca A 
genotipinin saptandığı gözlendi. Cinsiyet açı-
sından bakıldığında, genotiplerin erkek ve 
kadınlarda eşit dağılım gösterdiği görülmekte-
dir (Tablo 2). 

Tablo 1. Real-time PCR’da kullanılan primer dizileri ve özellikleri(7).

Primer Adı

TIF Ass. A F
TIF Ass. A R
CATH Ass. B F
CATH Ass. B R

Dizi

5` AGAAGTGTCCTGGACTGGGTCT 3`
5` CGTGGAATTGTCAATCGTTAAAC 3`
5` GCGATTTTCCGCGGAAGGTTGT 3`
5` AGAGGGCATCATAAACATAAACC 3`

Gen ID

GL50803_39587

GL50581_3714

Amplikon Büyüklüğü (bp)

168

99

Erime Sıcaklığı

87.8

81.2

Tablo 2. Yaş gruplarına ve cinsiyete göre hastalarda saptanan A, B ve AB genotiplerinin dağılımı n (%).

Yaş grubu (ortalama ± SD)
 1-9 (5.24±2.83)
 10-19 (14±3.05)
 20-29 (24.6±2.87)
 30-39 (34.8±2.79)
 >40 (48.7±4.11)
 Toplam (14.42±13.01)

Cinsiyet
 Erkek
 Kadın

A

11 (22)
7 (14)
2 (4)
5 (10)
3 (6)

28 (56)

14 (28)
14 (28)

B

10 (20)
6 (12)
1 (2)
0 (0)
0 (0)

17 (34)

9 (18)
8 (16)

AB

4 (8)
1 (2)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
5 (10)

2 (4)
3 (6)

Toplam

25 (50)
14 (28)
3 (6)
5 (10)
3 (6)

50 (100)

25 (50)
25 (50)

Giardia intestinalis genotipi
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TARTIşMA

Giardiyaz, dünya çapında insanlarda en yaygın 
bağırsak parazit hastalıklarından birisi olarak 
kabul edilir ve bu enfeksiyon özellikle çocuklar 
üzerinde güçlü bir klinik etkiye sahiptir(10). 
Ülkemizde G. intestinalis’in prevalansı ile ilgili 
pek çok çalışma bulunmasına karşın(8,11), 
G. intestinalis’in moleküler epidemiyolojisine 
yönelik veriler sınırlıdır. Morfolojik açıdan ben-
zer olmalarına rağmen, G. intestinalis’in mole-
küler yöntemlerle sekiz farklı genotipi tanımlan-
mıştır ve özellikle A ve B genotipinin, insan ve 
memelilerde hastalıklarla ilişkili olduğu 
bildirilmektedir(12). Patojenitelerinin farklılığı 
kaynaklı, farklı klinik tablolar oluşturabilen bu 
genotiplerinin hızlı ve doğru tanısının yapılması 
bu nedenle önemlidir. Yurtdışında yapılan çalış-
malar incelendiğinde, Jerez Puebla ve ark.’nın(10), 
2017 yılında Küba’da çocuklarda yaptıkları bir 
çalışmada, semptomatik hastaların 24’ünde B, 
10’unda A ve yedisinde AB genotiplerini sapta-
dıkları görülmektedir. Yine aynı çalışmada, 
semptomatik ve asemptomatik çocuklarda cinsi-
yetlere göre genotiplerin durumu incelendiğin-
de, erkek çocuklarında sırasıyla 13, 17 ve 7 
olarak, kız çocuklarında ise 4, 14 ve 7 olarak A, 
B ve AB genotipleri bildirilmiştir. Mbae ve 
ark.’nın(13) 2016 yılında Kenya’da çocuklarda 
yaptıkları bir çalışmada, 72 G. intestinalis pozi-
tif örneğin iki tanesinde A, 64’ünde B ve 7’sinde 
AB genotipleri bildirilmektedir. Yine aynı çalış-
mada, semptomatik çocuklarda cinsiyetlere göre 
genotiplerin durumu incelendiğinde, erkek 
çocuklarında sırasıyla 1, 39 ve 4 olarak, kız 
çocuklarında ise 0, 25 ve 3 olarak A, B ve AB 
genotiplerini bildirilmişlerdir(13). Suudi Arabis-
tan’da yapılan bir çalışmada, semptomatik olan 
ve olmayan tüm çocuklardan elde edilen 40 
G. intestinalis kökeninin 23 tanesinin A, 15 
tanesinin ise B genotipinde olduğu bildirilirken, 
semptomatik olan çocukların yalnızca 7’sinde A 
genotipinin olduğu belirtilirken, B genotipi sap-
tanan 15 çocuğun tamamının semptomatik oldu-

ğu saptanmıştır(14). Minetti ve ark.’nın(15) 
İngiltere’de 2015 yılında yaptıkları bir çalışma-
da, kökenlerin %64’ünü genotip B, %36’sını da 
genotip A olarak bildirmişlerdir. Ülkemizde 
yapılan çalışmalar incelediğinde, Tamer ve ark. 
(16), 2015 yılında çocuklarda yaptıkları çalışma-
larında, sırasıyla A, B ve AB genotipini sempto-
matik çocuklarda 8, 2 ve 3 olarak asemptomatik 
çocuklarda ise 3, 5 ve 1 olarak bildirmişlerdir. 
Çiçek ve Şakru(17), 2015 yılında yaptıkları çalış-
malarında, 17 örneğin dokuzunu genotip A, 
sekizini genotip B olarak bildirmişlerdir. Ertuğ 
ve ark.(18), 2016 yılında yaptıkları çalışmada, 10 
G. intestinalis kökeninin sekizinin A ve ikisinin 
B genotipinde olduğunu görülmektedir. 
Vurupalmaz ve Öter’in(5) 2016 yılında yaptıkları 
çalışmalarında, 69 G. intestinalis kökeninin 
67’sinin genotip A saptandığı, yalnızca 2’sinin 
genotip B olduğu belirtilmiştir. Balcıoğlu ve 
ark.’nın(19) 2012 yılında, farklı yaş gruplarında 
yaptıkları çalışmalarında, sırasıyla A ve B geno-
tipini 38 ve 16 olarak saptadıklarını bildirmişler-
dir. Ulusal ve uluslararası yapılan bu çalışmala-
rın sonuçları genel olarak incelendiğinde farklı 
ülkelerde, farklı genotiplerle karşılaşıldığı bazı 
ülkelerde A, bazı ülkelerde de B genotipinin 
baskın olduğu ama ülkemizde dahi verilerin 
değişkenlik gösterebildiği görülmektedir. 
Sonuçlarımız ülkemizdeki sonuçlarla genel ola-
rak A genotipi yoğunluğunun fazla oluşu açısın-
dan benzerlik gösterirken, yurtdışında tartışma-
ya aldığımız uluslararası çalışmalara göre B 
genotipinin az oluşu yönüyle fark içermektedir. 
Bunun nedeninin yukarıda da düşündüğümüz 
gibi özellikle G. intestinalis genotiplerinin ülke-
den ülkeye farklılık gösterebilmesi kaynaklıdır. 
Çalışmamızda yer verilmemesine karşın farklı 
çalışmalarda, G. intestinalis genotiplerinin farklı 
klinik tablolar meydana getirebildiği görül-
mektedir(9,19). Bu nedenle kliniğe veri sağlaması 
açısından morfolojik olarak mikroskop altında 
ayırt edilemeyen bu parazitin genotiplerinin çalış-
mamızda kullanılan real-time PCR gibi molekü-
ler yöntemlerle hızlı belirlenmesi değerlidir. 
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Sonuç olarak, çalışmamız ile ülkemizde giardi-
yaza neden olan genotipler ortaya konulmakta, 
A ve B genotipinin çocuklarda semptomatik 
olgularda birbirine yakın oranlarda gözlenebil-
diği ama ilerleyen yaş gruplarında genotip A’nın 
daha yaygın olduğu görülmektedir. Ülkemizde 
G. intestinalis’in prevalansı ile ilgili pek çok 
çalışma bulunmasına karşın, G. intestinalis’in 
moleküler epidemiyolojisine yönelik veriler 
sınırlıdır ve bu çalışmanın epidemiyolojik ola-
rak katkı sağlayacağı ve ülkeden ülkeye değişim 
gösterebilen genotip dağılımını anımsatmayı 
sağlayabileceği düşüncesindeyiz. 
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