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Amag: Giardia intestinalis flagellali, Giardiyaz’a neden
olan bir protozoondur ve diinya ¢capinda onemli bir sorun-
dur. Molekiiler yontemlerle sekiz farkli genotipi
saptanan G. intestinalis’de, A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iliskili oldugu ve farkli genotip-
lerin, farkli klinik tablolar meydana getirebildigi bildiril-
mektedir. Biz de bu bilgiler 1518inda, giardiyaz tamist almis
ve G. intestinalis pozitif saptanan diski orneklerinde bulu-
nan G. intestinalis genotiplerinin dagilinuni real-time PCR
yontemi ile belirlemeyi ve molekiiler epidemiyolojik bir
veri sunmayt amagladik.

Gereg ve Yontem: Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasin-
da, hem nativ hem de lugol ile mikroskobik olarak incele-
nen digki oOrnekleri icinde G. intestinalis kist ve/veya
trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis pozitif hastanin
diskt numuneleri ¢calismaya dahil edildi. Digki orneklerin-
den DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra genotip A
ve genotip B icin spesifik primerler kullamilarak real-time
PCR ile analiz edildi.

Bulgular: Calismamiza dahil edilen 50 giardiyaz tanil
hastamin diski orneklerinde, 28’inde (%56) A genotipi sap-
tamirken, 17’sinde (%34) B genotipi, 5’inde (%10) ise hem
A, hem de B genotipi bulundu. Cinsiyete gore saptanan
genotipler incelendiginde, erkeklerde ve kadinlarda sira-
swyla 25 (%50) ve 25 (%50) olarak bulundu.

Sonug: Sonug olarak, calismamuz ile iilkemizde giardiyaza
neden olan ama ayrimi yalnizca molekiiler yontemlerle
ortaya konabilen G. intestinalis genotipleri ince-
lenerek, G. intestinalis’in A genotipinin, B genotipine
oranla biraz daha fazla oldugu belirlendi. Ulkemizde
G. intestinalis’in molekiiler epidemiyolojisine yonelik veri-
ler sumirlidir. Bu ¢calismanmin buna katk: saglayacag diisiin-
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.
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GIRIS

Giardia intestinalis (G. intestinalis ile esanlamli
Gierdia duodenalis ve Gierdia lamblia) flagella-
l1, giardiyaza neden olan bir protozoondur®.
Viral ve bakteriyel olmayan ishallerin baglica
nedeni olan giardiyaz, diinya ¢apinda 6nemli bir
sorundur ve her yil diinya ¢apinda 280 milyon
yeni olgu goriilmektedir®. Giardiyaz, 200 mil-
yon kisinin asemptomatik tasiyici olarak diisii-
niildiigii ve her yil yaklagik 500.000 yeni olgu-
nun goriildiigli Asya, Afrika ve Latin Amerika
gibi bolgelerde 2004 yilindan beri Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan ihmal edilen hastalik girisimi-
ne dahil edilmistir®. Giardiyaza neden olan
G. intestinalis tiirii liyelerinin morfolojik olarak
hemen hemen 6zdes oldugu ancak protein veya
DNA polimorfizmlerine dayanan molekiiler
yontemlerle incelendiginde en az sekiz farkl
genotipinin (A-H) oldugu bilinmektedir®. Bu
sekiz genotip’ten A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iligkili oldugu bildiri-
lirken, kopek cinslerinde C ve D, gevis getiren
hayvanlarda E, kedilerde F, kemirgenlerde G ve
deniz memelilerinde H genotipinin goriildiigii
bilinmektedir. C-H genotiplerinin siklikla konak
spesifik oldugu diisliniilmektedir. C-H genotip-
lerinin insanlarda zoonotik etkileri net degildir®.
Fakat A genotipi ile gelisen ishal olgularinin, B
genotipine gore daha siddetli oldugu bildiril-
mektedir®. Klasik yontemlerle bu tiplerin belir-
lenmesi olast degildir. Ayrica polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler tekniklerin
hassasiyeti, mikroskop gibi klasik yontemlere
gore daha iyidir. Bu da ozellikle digki 6rnekleri
gibi diisiik sayidaki parazitlerin bulundugu
numunelerde bu parazitin saptanmasinda ve
genotipinin belirlenmesinde biiyiik yarar saglar®.
Gercek zamanhi PZR (real-time PCR) ozellikle
farkli tiplerin numune igerisinde ayni anda
bulunmas: durumunda, PCR yontemine gore
daha giivenilir ve daha dogru sonuglar sunabilen
bir molekiiler yontemdir”. A ve B genotipinde
bildirildigi gibi farkli genotiplerle gelisen, giar-
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dia enfeksiyonlarinda, farkli klinik tablolarin
gozlenmesi, G. intestinalis genotip gruplarinin
farkli patojenik 6zelliklere sahip olabilecegini
ve bunlarin ayriminin yapilmasinin klinige
tedavi acisindan yarar saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Ulkemizde G. intestinalis’in
prevalanst ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmasina
karsin®, G. intestinalis’in molekiiler epidemiyo-
lojisine yonelik veriler sinirhdir. Biz de bu calig-
ma ile giardiyaz tanisi almis ve G. intestinalis
pozitif saptanan digki orneklerinde bulunan
G. intestinalis genotiplerinin dagilimimi real-
time PCR yontemi ile belirlemeyi ve molekiiler
epidemiyolojik bir veri sunmay1 amacladik.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasinda hasta-
neye bagvuran giardiyaz siipheli semptomatik
hastalarin digki 6rnekleri dahil edildi. Hem nativ
hem de lugol ile mikroskobik olarak incelenen
digki ornekleri icinde G. intestinalis kist ve/
veya trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis
pozitif hastanin digki numuneleri caligmaya
dahil edilmek tizere saklandi. Tiim digki 6rnek-
leri DNA izolasyonuna alinincaya kadar
-20°C’da saklandi. Digki orneklerinden DNA
izolasyonu, QIAamp DNA stoolmini test kiti
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak iiretici
direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi®.
DNA o6rnekleri real-time PCR islemlerine kadar
-20°C’da saklandi.

DNA’lardan G. intestinalis genotiplerinin belir-
lenmesi i¢in genotiplere spesifik primerler kul-
lanildi. A genotipi icin translasyon baglatma
faktorii geni (Tif-Gen ID: GL50803 39587), B
genotipi icin cathepsin L prekiirsor genine
(Cath—Gen ID: GL50581 3714) 6zgiin primerler
secildi”? ve primerler IDT (Integrated DNA
Technologies inc, Coraville, IA, Amerika) fir-
masindan saglandi.

Real-time PCR islemlerinde LightCycler 480
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SybrGreen I master kiti (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) kiti iiretici direktifleri
dogrultusunda kullanildi. Her bir reaksiyonda,
0.3 nmol primer kullanild1 ve toplam 20 pl
hacimde calisma gerceklestirildi. Real-time
PCR reaksiyonlar1 i¢in LightCycler 480 II
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
sistemi iiretici direktifleri dogrultusunda kul-
lanildi. Real-time PCR reaksiyonu 95°C’da 5
dk. denatiirasyonu takiben, 45 dongiiliik
cogaltma programinda 95°C’da 10 sn, 55°C’da
20 sn ve 72°C’da 15 sn olacak sekilde gercek-
lestirildi.72°C’daveritoplandi.Reaksiyonlarda
0zgiin PCR fiiriinleri oldugunu kontrol edebil-
mek amaciyla ¢ogaltma programini takiben
erime egrisi programi uygulandi, bunun icin
95°C’da 5 sn, 60°C’da 1 dak. ve 97°C’da
siirekli floresan toplama seklinde program
olusturuldu.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 50 giardiyaz tanili

Tablo 1. Real-time PCR’da kullamilan primer dizileri ve ozellikleri”.

hastanin digki 6rneklerinin retrospektif olarak
demografik verileri incelendiginde, bunlarin 1
ile 54 yas arasinda oldugu yas ortalamasinin
1442 oldugu goriildi. Bu digki 6rneklerinden
yapilan tif ve cath genleri real-time PCR calig-
malar1 sonrasinda 28’inde (%56) A genotipi
saptanirken, 17’sinde (%34) B genotipi ve 5’inde
(%10) hem A hem de B genotipi bulundu.
Cinsiyete gore saptanan genotipler incelendigin-
de, erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla 25 (%50)
ve 25 (%50) olarak bulundu (Tablo 2).

Yas gruplarina ait veriler incelendiginde, 0-9
ve 10-19 yas grubunun calismadaki diski
orneklerinin %78’ ini olusturdugu ve A genoti-
pinin 18 (%36) ve B genotipininde 16 (%32)
oraninda oldugu saptanirken, ilerleyen yaglar-
da hemen hemen tiim Orneklerde yalnizca A
genotipinin saptandigi gozlendi. Cinsiyet ac1-
sindan bakildiginda, genotiplerin erkek ve
kadinlarda esit dagilim gosterdigi goriilmekte-
dir (Tablo 2).

Primer Ad1 Dizi Gen ID Amplikon Biiyiikliigii (bp)  Erime Sicakhg1
TIF Ass. AF 5" AGAAGTGTCCTGGACTGGGTCT 3 GL50803_39587 168 87.8

TIF Ass. AR 5" CGTGGAATTGTCAATCGTTAAAC 3°

CATH Ass.BF 5" GCGATTTTCCGCGGAAGGTTGT 3 GL50581_3714 99 812

CATH Ass.BR 5" AGAGGGCATCATAAACATAAACC 3

Tablo 2. Yas gruplarina ve cinsiyete gore hastalarda saptanan A, B ve AB genotiplerinin dagilimi n (%).

Giardia intestinalis genotipi

A B AB Toplam

Yas grubu (ortalama + SD)

1-9 (5.24+2 83) 11(22) 10 (20) 4(8) 25 (50)

10-19 (14+3.05) 7(14) 6(12) 1(2) 14 (28)

20-29 (24.6+2.87) 24 1(2) 0(0) 3(6)

30-39 (34.8+2.79) 5(10) 0 (0) 0 (0) 5(10)

>40 (48.7+4.11) 3(6) 0(0) 0(0) 3(6)

Toplam (14.42+13.01) 28 (56) 17 (34) 5(10) 50 (100)
Cinsiyet

Erkek 14 (28) 9 (18) 24 25 (50)

Kadin 14 (28) 8 (16) 3(6) 25 (50)
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TARTISMA

Giardiyaz, diinya capinda insanlarda en yaygin
bagirsak parazit hastaliklarindan birisi olarak
kabul edilir ve bu enfeksiyon ozellikle cocuklar
tizerinde giiclii bir klinik etkiye sahiptird®.
Ulkemizde G. intestinalis’in prevalansi ile ilgili
pek c¢ok calisma bulunmasina kargin®!D,
G. intestinalis’in molekiiler epidemiyolojisine
yonelik veriler sinirlidir. Morfolojik ag¢idan ben-
zer olmalarina ragmen, G. intestinalis’in mole-
kiiler yontemlerle sekiz farkli genotipi tanimlan-
mugtir ve ozellikle A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iligkili oldugu
bildirilmektedir'?. Patojenitelerinin farklilig1
kaynakli, farkli klinik tablolar olusturabilen bu
genotiplerinin hizli ve dogru tanisinin yapilmasi
bu nedenle onemlidir. Yurtdiginda yapilan ¢alis-
malar incelendiginde, Jerez Puebla ve ark.’ nin?,
2017 yilinda Kiiba’da ¢ocuklarda yaptiklari bir
calismada, semptomatik hastalarin 24’iinde B,
10’unda A ve yedisinde AB genotiplerini sapta-
diklar1 goriilmektedir. Yine ayni calismada,
semptomatik ve asemptomatik ¢cocuklarda cinsi-
yetlere gore genotiplerin durumu incelendigin-
de, erkek cocuklarinda sirasiyla 13, 17 ve 7
olarak, kiz cocuklarinda ise 4, 14 ve 7 olarak A,
B ve AB genotipleri bildirilmistir. Mbae ve
ark.’nin"» 2016 yilinda Kenya’da cocuklarda
yaptiklar1 bir calismada, 72 G. intestinalis pozi-
tif 6rnegin iki tanesinde A, 64’iinde B ve 7’sinde
AB genotipleri bildirilmektedir. Yine ayni1 calig-
mada, semptomatik cocuklarda cinsiyetlere gore
genotiplerin durumu incelendiginde, erkek
cocuklarinda sirasiyla 1, 39 ve 4 olarak, kiz
cocuklarinda ise 0, 25 ve 3 olarak A, B ve AB
genotiplerini bildirilmiglerdir"®. Suudi Arabis-
tan’da yapilan bir calismada, semptomatik olan
ve olmayan tiim ¢ocuklardan elde edilen 40
G. intestinalis kokeninin 23 tanesinin A, 15
tanesinin ise B genotipinde oldugu bildirilirken,
semptomatik olan ¢ocuklarin yalnizca 7’sinde A
genotipinin oldugu belirtilirken, B genotipi sap-
tanan 15 ¢ocugun tamaminin semptomatik oldu-
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gu saptanmistir™. Minetti ve ark.’nin"®
Ingiltere’de 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligma-
da, kokenlerin %64’iinii genotip B, %36’sin1 da
genotip A olarak bildirmislerdir. Ulkemizde
yapilan calismalar incelediginde, Tamer ve ark.
192015 yilinda ¢ocuklarda yaptiklari ¢aligma-
larinda, sirasiyla A, B ve AB genotipini sempto-
matik ¢ocuklarda 8, 2 ve 3 olarak asemptomatik
cocuklarda ise 3, 5 ve 1 olarak bildirmislerdir.
Cigek ve Sakru”, 2015 yilinda yaptiklari ¢alis-
malarinda, 17 Ornegin dokuzunu genotip A,
sekizini genotip B olarak bildirmiglerdir. Ertug
ve ark.™®, 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, 10
G. intestinalis kokeninin sekizinin A ve ikisinin
B genotipinde oldugunu goriilmektedir.
Vurupalmaz ve Oter’in® 2016 yilinda yaptiklari
calismalarinda, 69 G. intestinalis kokeninin
67’sinin genotip A saptandigi, yalnizca 2’sinin
genotip B oldugu belirtilmigtir. Balcioglu ve
ark.’nin"” 2012 yilinda, farkli yas gruplarinda
yaptiklari ¢aligmalarinda, sirasiyla A ve B geno-
tipini 38 ve 16 olarak saptadiklarini bildirmisler-
dir. Ulusal ve uluslararasi yapilan bu ¢aligmala-
rin sonuglar1 genel olarak incelendiginde farkl
tilkelerde, farkli genotiplerle karsilagildig1 bazi
tilkelerde A, bazi iilkelerde de B genotipinin
baskin oldugu ama iilkemizde dahi verilerin
degiskenlik  gosterebildigi  goriilmektedir.
Sonuglarimiz iilkemizdeki sonuglarla genel ola-
rak A genotipi yogunlugunun fazla olugu agisin-
dan benzerlik gosterirken, yurtdiginda tartigma-
ya aldigimiz uluslararast ¢aligmalara gore B
genotipinin az olusu yoniiyle fark icermektedir.
Bunun nedeninin yukarida da diislindiigiimiiz
gibi ozellikle G. intestinalis genotiplerinin iilke-
den iilkeye farklilik gosterebilmesi kaynaklidir.
Calismamizda yer verilmemesine kargm farkl
calismalarda, G. intestinalis genotiplerinin farkli
klinik tablolar meydana getirebildigi goriil-
mektedir®!'”. Bu nedenle klinige veri saglamasi
acisindan morfolojik olarak mikroskop altinda
ayirt edilemeyen bu parazitin genotiplerinin ¢alig-
mamizda kullanilan real-time PCR gibi molekii-
ler yontemlerle hizli belirlenmesi degerlidir.
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Sonug olarak, calismamiz ile tilkemizde giardi-
yaza neden olan genotipler ortaya konulmakta,
A ve B genotipinin ¢ocuklarda semptomatik
olgularda birbirine yakin oranlarda gozlenebil-
digi ama ilerleyen yas gruplarinda genotip A'nin
daha yaygin oldugu goriilmektedir. Ulkemizde
G. intestinalis’in prevalansi ile ilgili pek ¢ok
calisma bulunmasina karsin, G. infestinalis’in
molekiiler epidemiyolojisine yo&nelik veriler
sinirhidir ve bu ¢alismanin epidemiyolojik ola-
rak katki saglayacagi ve iilkeden iilkeye degisim
gosterebilen genotip dagilimini animsatmayi
saglayabilecegi diislincesindeyiz.
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