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OZET

Giardiasis Tamih Hastalardan Izole Edilen Giardia intestinalis Suslarinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)

Yontemi ile Genotiplerinin Arastiriimasi

Amag: Bu calismada; Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina parazit siiphesi ile gonderilen ve giardiasis tanisi konulan
hastalarin digsk1 6rneklerinde saptanan G. intestinalis suslarinin genotiplerinin belirlenmesi

ve bolgesel olarak hangi genotipin yaygin oldugunun saptanmasi amaglanmastir.

Yontem: Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Subat 2020- Aralik 2020 tarihleri arasinda parazit siiphesi ile gonderilen
1356 digk1 6rnegi nativ Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yontemleri uygulanarak 1sik
mikroskobunda incelenmistir. Mikroskobik inceleme ile Giardia intestinalis saptanan diski
orneklerinden QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir.
Beta giardin gen bolgesinin 753 bp’lik uzun pargast PCR ile ¢ogaltilmigtir. Olusan PCR
triinleri Haelll (BsuRl) restriksiyon enzimi ile muamele edilerek RFLP yontemi

uygulanmistir.

Bulgular: Calismamiza dahil edilen 36 giardiasis tanili hastalarin (hastanin) digki
orneklerinin 29’unda B genotipi (%80,4) 7’inde A genotipi (%19,6) oldugu saptanmustir.
Semptomatik 35 hastanin 29’unda B genotipi, 6’sinda A genotipi, asemptomatik bir hastada

ise A genotipi saptanmistir.
Sonug: Bu tez ¢aligmasinda B genotipi baskin olarak saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: Giardia intestinalis, Giardiasis, Beta giardin, PCR-RFLP,

insan



ABSTRACT

Inverstigation of Genotypes Of Giardia intestinalis Strains Isolated From Patients
With Giardiasis By Polmerase Chain Restriction-Fragment Length polymorphism
(PCR-RFLP) Method.

Objective: In this study; It was aimed to determine G. intestinalis genotypes by applying
PCR-RLPF method in stool samples of patients diagnosed with giardiasis from the stool
samples sent to the Microbiology Laboratory of Kocaeli University Research and
Application Hospital with suspicion of parasites, by applying the PCR-RFLP method in the
stool samples and to determine which genotype is common locally.

Method: 1356 stool samples sent to Kocaeli University Research and Application
Hospital Microbiology Laboratory with suspicion of parasites between February and
December 2020 were examined under a light microscope by applying native Lugol and
formol ethyl acetate precipitation methods. DNA isolation was performed using the QlAamp
Fast DNA Stool Mini Kit from stool samples detected with G. intestinalis by microscopic
examination. The 753 bp long fragment of the beta giardin gene region was amplified by
PCR. RFLP method was applied by treating PCR products with Haelll (BsuRI) restriction

enzyme.

Results: In the stool samples of 36 giardiasis patients included in our study, 29 (80.4%)
had B genotype and 7 (19.6%) had A genotype. Of the 35 symptomatic patients, 29 had B
genotype, 6 had A genotype, and an asymptomatic patient had A genotype.

Conclusions: In this thesis study, B genotype was determined as dominant.

Keywords: Giardia intestinalis, Giardiasis, Beta giardin, PCR-RFLP, Human
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1. GIRIS

1.1. Parazitoloji Tarihi

GO0z ile goriilebilen parazitler ve yaptiklar: hastaliklar eski zamanlardan beri insanlarin
dikkatini ¢ekmislerdir (Ozcel, 2007). Parazitoloji tarihinin daha iyi anlasilabilmesi igin,
parazitoloji tarihi, eski periyod ve yeni periyod olmak iizere 2 kisimda incelenmektedir.

Eski periyod 16. yy. sonuna kadar stirmekte olup bu dénemde canli ve hareketli olan,

insan viicudu {izerinde yasayan zooparazitler gozlemlenmis, ¢izimleri ve isimlendirmeleri

yapilarak Kitabelerde, eserlerde yer almaktadir (Oytun, 1968).

Yeni periyod 18 yy.’da Francesco Redi’nin aragtirmalari ile baglamaktadir. Bu donemde

Helmintoloji ve Parazitoloji sahasinda kesifler yapilmistir (Oytun, 1968; Ozcel, 2007).
1.1.2. Giardia spp.’nin Tarihi

Antonie van Leeuwenhoek 1681 yilinda Royal Society yazdigi bir mektupta kendi
ishalli diskisin1 kendi el yapimi lenslerinden birini kullanarak mikroskobik olarak incelemis
ve gozlemlerini bildirmistir. Net goriinti elde edememesi nedeni ile organizmalarin
tanimlanmasini tam yapamadigi gibi cizimlerini de gergeklestirememistir. Ancak sozel
ifadelerine bakildiginda Antonie van Leeuwenhoek'in trofozoit agiklamasi; ventral diski,
sekli, boyutu ve hareketli flagella varligini ifade ettigi anlasilmaktadir. Giardia intestinalis
(G. intestinalis)" in goriintiisel ilk tanimlanmasi; Lambl tarafindan 1859 yilinda organizmay1
daha ayrintili olarak, tanimlamis ve organizmanin g¢izimlerini yayimlamistir. Lambl
Cercomonas intestinalis adini verdigi organizmanin Cercomanas cinsine ait oldugunu
bildirmistir (Ivanov, 2010; Farthing, 1996; Meyer & Radulescu, 1979). Sekil 1.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.1 Lambl'in Cercomonas intestinalis adin1 verdigi organizma (Lipoldova,
2014).

Ayni donemde Grassi (1879) kemirgenlerde buldugu bir organizmay1 Dimorphus muris
olarak adlandirmigtir. Kunstler 1882’de kurbaga yavrularindaki bir organizmay:1 Giardia
olarak adlandirmasindan sonra Giardia bir cins adi olarak tanimlanmis ve kullaniimaya

baslanmistir.

Daha sonraki donemde adlandirmalarda Blanchard 1888’de Lamblia intestinalis’i
Onermis, Stile 1902° de Blanchard’in 6nerdigi Lamblia intestinalis’i Giardia duodenalis
olarak degistirmistir. Kofoid ve Christiansen 1915 yilinda Giardia lambia ve 1920 yillarinda
Giardia enterica tiirlerini adlandirmiglardir (Adam, 2001; Farthing, 1996).

Simon ise Giardia lamblia ve Giardia muris arasinda ayrim yapmak i¢in morfolojik
kriterler kullanmasi sonucunda insan formu i¢in Giardia lamblia adin1 kabul etmistir.
1970'lerden sonra da bu adlandirma (G. lamblia) yaygin olarak kabul gérmiistiir. Ancak

1980'lerden sonra bazi arastirmacilar Giardia duodenalis isminin kullanilmasini tesvik



ederlerken bazi aragtirmacilar da 1990'lardan sonra G. intestinalis isminin digerlerine gore
daha kullanilabilir oldugunu iddia etmektedirler (Adam, 2001).

Hem Antonie van Leeuwenhoek hem de Lambl ishalli digskilarindaki parazitleri
tanimlasa da Giardia spp.'nin gercek bir enteropatojen mi yoksa sadece zararsiz bir
kommensal mi oldugu tartismasi uzun yillar boyunca devam etmistir. Daha sonraki yillarda
ise, Giardia spp.’nin semptomatik insan enfeksiyonu ile ilgili ¢ok sayida klinik rapor

bildirilmis ve insanda Giardia spp. enteropatojen olarak kabul edilmistir (Farthing, 1996).

1.2. Simiflandirma

G. intestinalis’in bugiin gecerli olan sistematik siniflandirmasi asagida gosterildigi

gibidir (Daldal & Ozensoy, 1997).

Kingdom Protista

Phylum Protozoa
Subphylum Sarcomastigophora
Superclassis Zoomastigophora
Ordo Diplomonadida
Family Hexamitidae
Genus Giardia

1.3. Tiir Ayrimi

Giardia tiirleri (G. duodenalis, G. muris, G. agalis G. ardeae, G. peramelis, G. microti
ve G. psittaci. ve G. cricetidarum) memelileri, amfibileri ve kuslara kadar ¢ok sayida konagi
enfekte etmektedirler. Giardia spp.’nin yapisal ayrimlarinda 40’dan fazla tiir saptanmustir;
bu ayirimda trofozoit sekilleri, boyutlari, median cisimlerinin yapilarindaki degisiklikler ve
konak dzgiinliikleri incelenmistir (Daldal & Ozensoy, 1997). Ornegin Francis Filice 1952
yilinda; Giardia’y1 median cisimciklerindeki degisikliklerine, trofozoit sekline ve ventral
diskin uzunluguna gore G. duodenalis, G. muris ve G. agalis olarak 3 morfolojik sekle gore
smiflandirmistir (Mahbubani et al., 1992; Monis et al., 2003).

Son kaynaklar Giardia tiir sayisin1 8 olarak kabul etmektedir. Bunlar; G. duodenalis, G.
muris, G. agalis G. ardeae, G. peramelis, G. microti ve G. psittaci. ve G. cricetidarum’dir

(Ryan & Zahedi, 2019). insanlardan izole edilen Giardia tiirii (G. duodenalis, G. intestinalis,



G. lamblia ve Lamblia intestinalis) yukarida da belirtigimiz gibi farkli adlandirmalar altinda
tek tiirdiir (Mahbubani et al., 1992).

Yukarida belirttigimiz kriterler gére Giardia tiirlerini siniflandirdigimizda;

Giardia duodenalis - lamblia - intestinalis: Trofozoit sekli armut seklindedir. Trofozoit
seklinin boyutu bulundugu konaga goére 11-16 pm X 5-9 um arasinda degisiklik
gostermektedir. Median cisim iki tane bazen bir tane bulunabilmektedir. Median cisim
tirnak, virgiil veya penge seklindedir. G. duodenalis insan, kus, kemirgen ve siiriingen gibi

degisik konaklarda goriilmektedir (Adam, 2001; Daldal & Ozensoy, 1997).

Giardia agilis (G. agilis): Trofozoit sekli uzun, dar 20 pm X 4,5 um boyutunda, median
cisim uzun ve gozyasi seklindedir. G. agilis tiirii amfibilerde goriillmektedir (Adam, 2001;
Ak et al., 2007; Daldal & Ozensoy, 1997; Meyer & Radulescu, 1979).

Giardia muris (G. muris): Trofozoit sekli armut seklindedir. 10 uym X 12 pm
uzunlugunda, 5- 7 pm enindedir. Median cisim merkezde yer alip iki kiigiik yuvarlak
seklindedir. G. muris tiirii kemirgen, siiriingen ve kuslarda goériilmektedir (Adam, 2001;
Daldal & Ozensoy, 1997; Friend, 1966).

Giardia psittaci (G. psittaci): Trofozoitleri yaklasik 14 um uzunlugunda 6 um
genigliginde armut seklindedir. Median cisim penge seklindedir. G. psittaci muhabbet
kuslarinda bulunmaktadir. Ventro-lateral yaka bulunmamaktadir (Erlandsen & Bemrick,
1987).
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Giardia ardea (G. ardea): Trofozoit uzunlugu 3,3 pm — 10,5 pm arasinda degistigi
bildirilmistir. Gozyast1 seklinde ¢ekirdekleri bulunmaktadir. Median cisim kii¢lik yuvarlak
ya da penge seklindedir. Tek bir kaudal fallagelluma sahiptir. Giardia ardea tiirii biiyiik mavi
balik¢illarda bulunmaktadir (Daldal & Ozensoy, 1997; Erlandsen et al., 2017).

Giardia microti (G. microti): Trofozoit uzunlugu 12 pm -15 pym uzunlugunda, 6 pm- 8
um genisligindedir. Trofozoit formu G. duodenalis’e benzemektedir. Giardia microti

kemirgenlerde bulunur (Monis et al., 2009).

Giardia peramelis (G. peramelis): G. peramelis Kistlerinin uzunlugu ortalama 12,68
um’dir. Kist genigligi ortalama 7,88 pum’dir. G. peramelis kistleri G. duodenalis’in
kistlerinden morfolojik olarak ayirt edilemez. G. peramelis keseli hayvanlarda bulunur
(Hillman et al., 2016).



Giardia cricetidarum (G. cricetidarum): Trofozoit uzunlugu 12 um -18 pm

uzunlugunda 8 pm- 12 um genisligindedir. Trofozoitlerinde dort ¢ift flagella bulunur ve

armut seklindedir. Kist formlar1 ise 9 um- 12 um uzunlugunda ve 10 pm genisliginde oval

sekillidir. G. cricetidarum hamsterlarda gortliir (Lyu et al., 2018).

Tablo 1.1. Giardia tiirleri (Adam, 2001; Daldal & Ozensoy, 1997; Hillman et al.,
2016; Lyu et al., 2018).

Giardia Tiirii Konak Ayirt Edici Morfolojik Ozellik Molekiiler Veri
Tercihi
Isik Elektron
Mikroskobu mikroskobu
G. duodenalis | Memeliler Median cisim Farkh
pence genotipleri
seklindedir. bulunmaktadar.
G. agalis Amfibiler Median cisim
uzun ve damla
seklindedir )
G. muris Kemirgenler | Median cisim G.
iki kiigiik duodenalis’den
yuvarlak uzaktir.
seklindedir.
G. psittaci Muhabbet Median cisim Ventrolateral
kuslarinda pencge yaka
seklindedir. gelismemis ve
marjinal oluk -
yok.
G. ardeae Biiyiik Mavi | Median cisim Ventral disk ve | G. duodenalis’e
Balik¢il kiiciik yuvarlak | kaudal flagella | G. muris’den
ya da penge G. muris’e daha yakindir.
seklindedir. benzemektedir.
Tek bir kaudal
flagelluma
sahiptir.




Tablo 1.1. Giardia tiirleri (Adam, 2001; Daldal & Ozensoy, 1997; Hillman et al.,
2016; Lyu et al., 2018).Devam)

cricetidarum

benzemektedir.

diger Giardia
spp.’lere gore
daha genis ve
kalindir.

Giardia Tiirii Konak Ayirt Edici Morfolojik Ozellik Molekiiler Veri
Tercihi
Isik Elektron
Mikroskobu mikroskobu
G. microti Kemirgenler | G. duodenalis’e | Kistler olgun G. duodenalis
benzemektedir. | ventral diskli genotiplerine
iki trofozoit benzemektedir.
icermektedir
G. peramelis Keseli G. duodenalis’e G. intestinalis
Hayvanlar benzemektedir. ve G.
microti’den
uzaktir.
G. Hamster G. muris’e Trofozoitleri G. muris’e

benzemektedir.

1.4. Evrim

Protozonlar i¢erisinde bulunan Giardia tiirleri prokaryot ve dkaryot arasinda bir baglanti

olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, Giardia'nin bir¢ok yonden tipik bir 6karyot

olduguna dair kanitlar vardir. Yapilan molekiiler arastirmalarda (sekanslama) saperon ve

valil-transfer RNA sentetaz gibi mitokondriyal genler kesfedilmistir. Mitokondriyal tip 1s1

sok proteinlerini (mt-hsp 70) kodlayan genler izole edilmis ve sekanslanmistir. Ayrica,

cekirdek histonlar H2a, H2b, H3 ve H4l kodlayan genler siralanmistir ve diger

okaryotlardaki homologlarina benzer olduklari gosterilmistir (Syed & David; 2003).

Monoksen bir parazit olan G. intestinalis, farkli ¢ekirdege, niikleer zara, hiicre iskeleti

ve endomembran sistemine sahip olmasi nedeniyle tipik bir 6karyotik organizmadir, ancak

niikleoller ve peroksizomlar gibi dkaryotlarda bulunan diger organelleri bulunmamaktadir.

Mitokondri veya oksidatif fosforilasyon bilesenlerinden herhangi biri olmadigr icin

anaerobiktir (Adam, 2001; Miman & Saygi, 2017).




1.5. Morfoloji
G. intestinalis’in trofozoit ve kist olmak tizere iki iki formu bulunmaktadir (Chandra,
1982).

G. intestinalis, endoplazmik retikulum (ER) ile baglantili niikleer zarflara sahip iki
¢ekirdek, plazma zarmin altinda bulunan ¢ok karmasik bir hiicre iskeleti, lizozom benzeri
periferik vakuoller (PV'ler) gibi 6karyotik hiicrelerin bazi temel 6zelliklerine sahiplerken
ancak klasik mitokondri, peroksizomlar ve morfolojik olarak belirgin bir golgi aygit1 gibi
daha yiiksek Okaryotlara 6zgii organelleri bulundurmamaktadir bu nedenle ilkel o6karyot
olarak kabul edilirler (Carranza & Lujan, 2010).

1.5.1. Trofozoit (Vejetatif) Formu

G. intestinalis’in trofozoiti (vejetatif); 12-15 pm uzunlugunda, 5-7 pm genisligine 1-2
um kalnligin da olup armut sekline benzemektedir. Trofozoit’in 6n kismi yuvarlak arka
kism1 dardir, ¢cevresinde yanal flang olarak bilinen diiz bir yap1 bulunur. Yandan goriiniisii
karin tarafi konkav, sirt yiizii konveks goriimiinde, 6n kisminin tamami emici disk (ventral
disk) ile kaphdir. Emici diskin arkasinda, hiicre dongiisii boyunca bozulmadan viicut
uzunlugunun 4’1 kadar1 olan niikleer zarla cevrili ve simetrik yerlesimli, 6n uca yakin,
icerisinde karyozomlar1 goriinen iki nukleus yer almaktadir. Ortada trofozoit’in gergin
olmasini saglayan iki tane biiyiik aksostil bulunmaktadir. Iki niikleusun ortasinda flagellanin
olusumunu saglayan kinetosomal kompleksler bulunmaktadir. Hiicre gévdesinde; ventral,
anteriolateral, posteriolateral ve kaudal olmak tizere dort ¢ift flagella, median cisim ve emici
disk bulunmaktadir (Carranza & Lujan, 2010; De Souza et al., 2004; Merdivenci, 1981).
Flagella, eksitasyon islemi sirasinda parazit motilitesi i¢in 6nemlidir ve ventral disk altinda
negatif basin¢ olusturarak parazitin bagirsak epitel ylizeyine baglanmasinda ve G.

intestinalis’in trofozoiti’nin hareketinden sorumludur (Carranza & Lujan, 2010).

Emici diskin arkasinda bulunan, kaudal kamg¢1y1 ¢aprazlayan, kivrik comak seklinde bir
¢ift median cisim (orta cisim ya da parabasal cisim) bulunur. Mikrotiibiiler yapidaki median
cisimler G. intestinalis’de bir ¢ift ve penge seklindedir. Merkezi eksene dik olarak
bulunmakta olan median cismin islevi bilinmemektedir (Carranza & Lujan, 2010; Piva &
Benchimol, 2004).

Emici disk G. intestinalis’in ince bagirsagin duodenum kisminda bulunan epitellerdeki
mikrovilluslara tutunmasinda gérev almaktadir (Daldal & Ozensoy, 1997; Merdivenci,
1981).
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Sekil 1.2. G. intestinalis'in trofozoit sekli (Faubert, 2000)

1.5.2. Kist Formu

G. intestinalis’in kist formu 9-15 um uzunlugunda 6-9 um genisliginde oval yapiya
sahiptir. Sitoplazma ince graniilliidiir. Sitoplazma ile kist duvari arasinda bosluk
bulunmaktadir. Igerisinde median cisim, flagella, nukleus ve diger hiicre organel kalintilari
bulunmaktadir. Yeni olusan kistte iki, olgun kistte dort nukleus bulunmakta ve Kistin bir
ucunda toplanmis olarak bulunmaktadir (Daldal & Ozensoy, 1997; Kiligturgay, 1996).
Median cisimler kavisli ve dogrusal aksonemleri igerir (Wolfe, 1992).
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Sekil 1.2. G. intestinalis’in kist sekli (Daldal & Ozensoy, 1997)

1.6. Ince Yapi
1.6.1. Trofozoit Seklinin Ince Yapisi

G. intestinalis’in ince yapisinda;
a) Hiicre iskeleti

Giardia hiicre iskeleti, karmagsik mikrotiibiiler yapida dort organel sistemden olusur.
Bunlar emici disk, bazal cisimler (aksonemler ve kamgi), median cisimler ve kaudal
aksonemlerle iliskili fibrillerdir. Tubulin G. intestinalis’in iskelet yapisinda bulunan en

onemli proteindir (Dawson & House, 2010; Thompson & Reynoldson, 1994).
b) Emici Disk

Emici disk; konkav ve sert yapida, sitoplazmaya dorsal olarak karsilikli kopriilerle
birbirlerine bagli mikro seritler seklinde uzanmakta ve birkag yapisal elementten
olugmaktadir. Plazma membranina komsu olan mikrotiibiillere ventral olarak baglandig:
sdylenmektedir (Daldal & Ozensoy, 1997). Fibrdz yapidan olusan emici disk, disariya ¢ikint1
yapan kenar1, plazma membranin yan ¢ikintisina sikica baglanmaktadir (Ak et al., 2007).

Sert bir yapida olan emici disk, ventral plazma zarinin sitoplazmik yiiziine kisa liflerle



baglanan mikrotiibiillerden olusur. Emici diskte bulunan proteinler alfa tubulin, beta-tubulin
ve beta-giardin’dir. Mikro seritler giardin adi verilen farkli bir protein igermektedir ve bu
proteinler G. intestinalis’in emici diskine o6zgidir ve 29-38 kDa arasinda farklilik
gostermektedir ( Daldal & Ozensoy, 1997; Palm et al., 2005; Peattie, 1990).

Emici disk, trofozoitin ventral tarafinin 6n yarisin1 kaplamaktadir. Parazit ince
bagirsakta bulunan epitel mikrovilluslara tutunmasini saglamaktadir, ayrica bu yapimin

niikleer boliinmede rol aldig1 bilinmektedir (Carranza & Lujan, 2010).

Vaknol Flagella

Nukleus

Dorsal

Seritler

Mikrotiibiil

Yan Cilant Kopri Disk

Sekil 1.4. G. intestinalis’in trofozoitinde bulunan emici diskin kesiti (Thompson &
Reynoldson, 1994)

¢) Median cisim

Mikrotiibiil demetlerinden olusan ¢iflestirilmis median cisimleri emici disk olusumunda
rol aldigi bildirilmesine ragmen islevi tam olarak bilinmemektedir (Ak et al., 2007;
Thompson & Reynoldson, 1994).
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d) Sitoplazma

Iyi gelismis endoplazmik retikuluma sahip olan sitoplazma ince graniiller goriiniimiinde
ve vakuolsiizdiir. Endozomlar ve lizozomlar olarak islev géren ¢ok sayida vezikiil ve tiibiil,
periferik vakuoller hiicre sitoplazmasinda ve plazma membranina bitisik (emici disk bolgesi
hari¢) bulunmaktadirlar (Carranza & Lujan, 2010). Ancak mitokondri, peroksizomlar,
glikozomlar ve hidrojenozomlar gibi daha yiiksek oOkaryotlarda bulunan organeller

bulunmamaktadir (Piva & Benchimol, 2004; Thompson & Reynoldson, 1994).
e) Nukleus

Boyutu birbiriyle ayni olan morfolojik olarak birbirleriyle ayirt edilemeyen simetrik iki
nukleusun DNA yapilarinin ayni oldugu diisiiniilen sonuglarin bulunmasina ragmen DNA

analizleri ve kromozom say1 analizleri ile ilgili galismalar devam etmektedir (Ak et al., 2007;

Thompson & Reynoldson, 1994).

1.6.2. Kist Seklinin Ince Yapisi

Kist duvar1 0,25 pm kalinliginda olan G. intestinalis’in dis1 lifli, i¢i ¢ift membranli
olmak tizere iki kisimdan olugmaktadir (Adam, 2001; Chavez-Munguia et al., 2004;
Erlandsen et al., 1996). Kist duvarinin dis kismi, 7 ila 20 nm kalinliginda filamentlerden
olusan bir ag ile kaplidir (Adam, 2000; Adam, 2001). Parazitin Kkist duvar1 plazma zarindan
peritrofik boslukla ayrilmis iki hiicre zarindan olustugu bilinmektedir.

Kistin sitoplazmasinda, yuvarlak veya tiibiiler sekillere sahip bol miktarda periferik
vezikiil bulunmakta olup kist duvarlari N-asetil galaktoz amin yapisinda karbonhidratlardan
ve kist duvar proteinlerden (CWPS) olusan filamentli yapidadir (Adam, 2001; Chavez-
Munguia et al., 2004; Lanfredi-Rangel et al., 2003). Dis kist duvarinda 29, 75, 88 ve 102
kDa boyutunda dort ana protein tanimlanmistir (Adam, 2001; Lanfredi-Rangel et al., 2003).
Biyokimyasal gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisi kullanilarak yapilan ¢alismalarda
hem G. intestinalis hem de G. muris kistlerinin saflastirilmis, izole edilmis, filamentoz kist
duvarlarinin kuru agirliginin yaklasik %43’u karbonhidrattan olustugu ve galaktozamin

tanimlanan ana amino seker oldugu gosterilmistir (Erlandsen et al., 1996).

G. intestinalis kisti, tipik niikleer zarfla ¢evrilmis, 4 tane yuvarlak oval sekilli nukleus,
Kistin sitoplazmasinda rastgele dagilma gostermis, dikey seritler formunda, paralel
mikrotiibiil dizileri bulunmakta ve trofozoit formunda bulunan emici diskin birlesmemis

parcalarim1  olusturmaktadir. Orta yogunlukta niikleoplazma iceren nukleuslar
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bulunmaktadir. Nukleus g¢evresinde flagellalarin aksonemleri bulunmaktadir (Ak et al.,

2007).

1.7. Endosimbiyont

G. intestinalis’in trofozoit ve kist formlarinda gesitli bakteriler, mikoplazma ve viral
inkliizyonlar (viruslar) tespit edilmistir. Bu viral inkliizyonlar; 32 nm ¢apinda, 7 kilobazlik
segmentsiz ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) genomuna sahip, 100 kDa'lik biiyiik bir kapsid
proteini i¢eren, kiiglik bir ikosahedral virtisdiir. G. intestinalis’i enfekte ettigi i¢in Giardia
viriisii (GLV) olarak tanimlanmistir. Enfekte olmamis Giardia izolatlarini transfekte edebilir
Ve in vitro trofozoitlerin yapigsmasi ve biiylime oraninin azalmasiyla iliskilidir (Thompson &
Reynoldson, 1994).

1.8. Konaklar

Kedi, kopek, kunduz ve sigir gibi memelilerde de goriilen G. intestinalis’in esas konagi
insandir (Gardner & Hill, 2001). G. intestinalis’in genotipleri ve konaklar1 Tablo 1.2 ‘de
gosterilmistir.

Tablo 1.2. G. intestinalis’in genotipleri ve konaklar1 (Caccio et al., 2018; Jerlstromet
al., 2010; Ryan & Caccio, 2013).

G. intestinalis Genotipi Konaklar

kediler ve bazi1 vahsi memeli tiirleri

Genotip A Insanlar ve diger primatlar, kopekler,

kediler ve bazi1 vahsi memeli tiirleri

Genotip B Insanlar ve diger primatlar, kopekler,

Genotip C Kopeklerde

Genotip D Kopeklerde

Geneotip E Ciftlik hayvanlarinda
Genotip F Kedilerde

Genotip G Kemirgenlerde
Genotip H Foklarda
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1.9. Antijenik Yapis1 ve Varyasyonlari

G. intestinalis 'in trofozoitlerinin emici disk ve flagella dahil olmak {izere tiim yiizeyinde
varyanta spesifik sistein acisindan zengin proteinler (VSP'ler) bulunmaktadir (Yang &
Adam, 1995). VSP'ler seyrek glikosile edilir ve 22,3 ila 200 kDa molekiiler agirliklara sahip
proteinlerdir (Nash, 2003).

G. intestinalis, VSP’nin ekspresyonunu siirekli degistirerek antijenik varyasyona
ugratmaktadir. G. intestinalis’in genomunun %?2’lik kism1 VSP igermektedir ve 150 farkli
VSP geni bulunmaktadir. VSP, stk CXXC motiflerini gostermektedir (C:sistein ve X:
herhangi bir amino asittir). VPS’lerde N terminal ve C terminal olmak iizere iki bdlge
bulunmaktadir. N-terminal bolgesi olduk¢a degiskenlik gosterirken C-terminal bolgesi ise
yiiksek derecede homoloji gostermektedir (Prucca & Lujan, 2009).

Elektron mikroskobunda, VSP'lerin G. intestinalis'in ana yiizey proteini oldugunu ve
yiizeyinde yogun bir tabaka olusturdugu goriilmektedir (Sekil 1.4) (Singer, Elmendorf,
Conrad, & Nash, 2001).

Sekil 1.5. G. intestinalis trofozoitin yiizeyindeki varyanta spesifik yiizey proteinleri
(VSP) (Nash, 2002).

VSP’lerin ¢ok cesitliligi, G. intestinalis’i konagin dogal ve adaptif bagigiklik
sisteminden uzaklagmasini, konakg hiicrelerle etkilesmesini ve parazitin yilizeyinde bir¢ok

biyolojik gorevlerin yiiriitilmesi islevini kazandirmaktadir (Singer et al., 2001).
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1.10. Yasam Dongiisii

G. intestinalis trofozoitleri, konagin ince bagirsaginin mukozal yiizeyinde hizla ¢ogalan
noninvaziv yapi iken G. intestinalis Kistleri diskiyla bulasan dogrudan veya dolayli olarak
iletilebilen, ¢evreye direngli basit bir yasam dongiisiine sahiptir (Monis et al., 2009). G.
intestinalis insandan insana, kontamine igme suyu Ve yiyeceklerle, bulagh parmaklarla veya
ters cinsel iligskide anal yolla Kisiden kisiye bulastigi bildirilmistir (Ali & Nozaki, 2007;
Eckmann, 2003; Turhan et al., 2009; Vurupalmaz & Oter, 2016). G. intestinalis’in ince
bagirsaga kolonizasyonu ve yasam dongiisiiniin tamamlanmasi dort asamali bir iglemdir.
Birinci asama ekskistasyon, ikinci asama bagirsak epiteline baglanma, tiglincli agsama G.
intestinalis’in  trofozoitin ¢ogalmasi ve dordiincii asama enkistasyon asamasindan
olusmaktadir (Farthing, 1996).

a) Ekskistasyon

Yutulan G. intestinalis’in kistleri, konagin midesinde bulunan, mide asidi ortamindan
gectikten sonra ince bagirsagin iist kismina gelerek oradan proksimale gegmektedir. Burada
pH 6.8 ila 7.0 arasindadir ve mide asidi, karbondioksit ve pankreatik sekresyonlara maruz
kaldiktan sonra, kist duvar1 parcalanir ve hareketli trofozoit olusarak ekskistasyon stireci
baslamaktadir (Ali & Nozaki, 2007; Daldal & Ozensoy, 1997; Farthing, 1996; Giilel et al.,
2015). Eksistasyon, in vitro ortamda mide asidi, karbondioksit ve pankreatik sekresyonlara
maruz birakildiginda 5 ila 10 dk. i¢inde baglamaktadir (Farthing, 1996).

b) G. intestinalis’in Bagirsak Epiteline Baglanmasi

G. intestinalis trofozoitinin yapisinda bulunan emici disk ile bagirsagin epitel yiizeyine
giiclii bir sekilde yapisabilmekte veya liimen igerisinde serbestge hareket edebilmektedir. G.
intestinalis trofozitleri dokulara gegmemektedir (Vurupalmaz & Oter, 2016; Wolfe, 1992).
Giardin proteinleri ozellikle alfa, beta, delta ve gama giardinler trofozoitlerin epitel

hiicrelerine yapigsmasinda anahtar rol oynamaktadir (Cotton et al., 2011).
c) Trofozoitin Cogalmasi

Aside direngli kistler yutulduktan sonra mideden duodenuma gelip burada,
ekskistasyona ugradiktan sonra aseksiiel yol ile hizla ¢cogalmaktadirlar. Olusan trofozoitler
5 saat de bir sirayla ilk once iki nukleus sonra hareket organelleri ve ventral disk en son ise
sitoplazma hizli ve ¢ok sayida boliinmekte ve bu sekilde parazit olusmaktadir (Daldal &
Ozensoy, 1997; Flanagan, 1992; Thompson, 1994). Olusan trofozoitler tekrar bagirsak epitel

hiicrelerine tutunmaktadir. Trofozoit bagirsak epitellerinden ayrildik¢a gastrointestinal
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sistemin peristaltiziminin etkisiyle siirliklenerek diski ile atilmaktadir (AK et al., 2007).
Trofozoitler hassasdir, sadece ishalli digkilarda goriilirler ve uzun siire canli

kalamamaktadirlar (Thompson, 1994).
d) Enkistasyon

G. intestinalis’in trofozoit formu ince bagirsaktan asagiya dogru tasindiginda replikatif
olmayan kist formuna doniisiim baslamakta ve bu doniisiime enkistasyon adi verilmektedir
(Ak et al., 2007; Palm et al., 2005).

Enkistasyon sonrasi doniisiimde ilk asamada G. intestinalis’in trofozoit formunda
bulunan flagellalar kisalmaya baglar ve hareket yetenekleri yavaglamaktadir (Ivanov, 2010).
Enkistasyona 6zgii vezikiiller (ESV'ler, kist duvari proteinlerini parazit yiizeyine tasiyan
vezikiiller) gelisir ve olgunlagmaktadir (Einarsson et al., 2016). Enkistasyona basladiginda
duvar yapisin1 olusturan N-asetilgalaktozamin sentezi artmaktadir ve G. intestinalis’de
bulunan farkli genlerin up-regiilasyonu da gerceklesmektedir. Bu farkli genler igerisinde kist
duvart yapisinda bulunan CWP proteinleri ekpresyonunu gergeklestiren genler
bulunmaktadir (Yaman et al., 2014). Sitoplazma yogunlasip, kalin hyalin kist duvari
olusmaya baslamaktadir. ki nukleuslu olan trofozoit formu iki nukleuslu kist formuna
dontismektedir. Kistin icerisinde bulunan iki nukleusun her biri boliinerek dort nukleuslu
Kistler olugsmaktadir. Kist duvari olusumu yaklasik 4 ila 70 saat i¢inde tamamlanmaktadir
(Ivanov, 2010). Olusan kistlerin enfektif olup olmadigi bilinmemektedir ama bazi kistler
enfekte olmadan yedi giin bir olgunluk siireci gecirdigi bildirilmistir (Thompson &
Reynoldson, 1994). G. intestinalis’in disariya atilan Kistleri diger konaklar tarafindan
almarak bu siklus devam etmektedir (Daldal & Ozensoy, 1997).

G. intestinalis’in trofozoitleri dis ortamda yasamlarim yitirirken kistler uzun siire
canliligim1 korumaktadir (Vurupalmaz & Oter, 2016). Enfeksiyon, G. intestinalis kist
formlariin ¢ogunlukla kontamine igme suyu yoluyla alinmasiyla olugsmaktadir (Kraft et al.,
2017). Insanlarda, G. intestinalis’in enfektif dozu yaklasik 10-100 Kisttir (Ryan & Caccio,
2013). G. intestinalis’in yasam dongitisii Sekil 1.5 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 1.6. G. intestinalis *in yasam dongiisii (Daldal & Ozensoy, 1997)

1.11. Yasayis, Beslenme ve Enerji Kaynaklari

G. intestinalis’in trofozoit formlar1 kamgilariyla kayarak, biikiilerek diizensiz ve seri
sekilde hareket etmektedir. Trofozoit formlarinin yapisinda bulunan emici disk ile ince
bagirsaktaki epitel hiicrelerine sikica baglanmaktadir. Bazen bagirsak salgi bezlerinin igine
girebildigi gibi bazen de safra kanallarina gecer ve safra kesesinde de goriilebilmektedir. G.
intestinalis konakta bagirsakta erimis halde bulunan maddeleri absorbe ederek
beslenmektedir (Ak et al., 2007; Altintas, 2002).

Kistler serin, nemli alanlarda aylarca bulasict1 kalmaktadir ve c¢evrede hizla
birikmektedir. Musluk suyunda G. intestinalis 'in kistleri, 0 ila 4 °C'de 56 giin, 20 ila 28 °C'de
14 giin boyunca bulasicidir. GOl suyu i¢inde benzer sonuglar elde edilmistir; 0 ila 4 °C veya
6 ila 7 °C arasinda 56 giin ve 17 ila 20 °C'de 28 giin kistler hayatta kalabilmektedir. Nehir
suyunda daha uzun sag kalim fark edilmistir, 0 ila 4°C” de 84 giin ve 20 ila 28 °C'de 28 giin
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kistler hayatta kalabilmektedir. Deniz suyunda G. intestinalis in kistleri 4 °C’de 65 giinden
fazla hayatta kalabildigi gézlemlenmistir (Yaoyu & Xiao, 2011). G. intestinalis’in Kistleri
su ortamlarinda kademeli sicakliga bagli olarak 2-3 ay kadar yasayabilmektedir. G.
intestinalis Kistleri klor gibi oksidatif dezenfektanlara karsi direnglidir bu nedenle su,
yiyecek veya yiizeylerde uzun siire hayatta kalabilmektedir (Adam, Yoder, Gould, Hlavsa,
2016; Fathi et al., 2020).

G. intestinalis anaerobik ve ilkel okaryotik oldugundan mitokondri ve oxidatif
fosforilasyon mekanizmalar1 bulunmamaktadir ve gerekli enerjiyi substrat level
fosforilasyon yolu ile saglamaktadir (Yukar1 & Sahinduran, 2016). G. intestinalis’in
trofozoitlerinin  biiyiiyebilme, gelisebilme ve iireyebilmesi igin glikoza gereksinim
duymaktadir (Ak, 1997b). Glikoz metabolizmasi d-glikoz ile sinirlidir ve arginin, alanin ve
bir ¢ok animoasit, G. intestinalis’in besiyerinde iiremesi igin enerji metabolizmasina

katilmaktadir (Ak, 1997b; Yukar1 & Sahinduran, 2016).

1.12. G. intestinalis Genotipi

G. intestinalis’in genotipleri, alt tipleri (A’dan H’ye), virulans faktorleri, patojenitesi,
taksonomisini, genetik popiilasyonu, epidemiyolojisi ve G. intestinalis genotiplerinin
morfolojik olarak 6zdes olduklarini tanimlamak ve genotiplendirmek i¢in molekiiler

yontemler kullanilmaktadir.

Bunlar gercek zamanli PCR, PCR-RFLP yontemi, enzim elektroforez paternleri
glutamat dehidrogenaz (gdh), beta-giardin (bg), trioz fosfat izomeraz (tp1), uzama faktorii-1
alfa, 16S rRNA genlerinin dizi analizi ile yapilabilmektedir (Cigek & Sakru, 2015; Ertug et
al., 2016; Jerlstrom-Hultqvist et al., 2010; Ryan & Zahedi, 2019). G. intestinalis'in genetik
cesitliligi baglangicta tek bir lokus kullanilarak PCR tabanli molekiiler arastirma ile
incelenmistir. Son zamanlarda ise multilokus genotipleme (MLG) ile SSU-rRNA, glutamat
dehidrojenaz (gdh), B-giardin (bg) ve trioz fosfat izomeraz (tpi) genlerine dayanan

G.intestinalis gruplarini ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Mirrezaie et al., 2019).

En yaygin kullanilan lokuslar 18S rRNA, glutamat dehidrojenaz (gdh), uzama faktorii
1-alfa (el1-a), trioz-fosfat izomeraz (tpi) ve B-giardin (bg) 'dir (Ryan & Zahedi, 2019).

G. intestinalis’in A ve B gruplar izoenzim ve genetik analizlere gore, alt gruba
ayrilmaktadir. Al esas olarak zoonotiktir All ise ¢ogunlukla antroponotiktir; ancak, All’in
hayvanlarda da goriildiigiine dair ¢alismalar bildirilmistir (Mirrezaie et al., 2019). Genotip
B ise; B3 ve B4 olarak ayrilmaktadir (Ryan & Zahedi, 2019). Genotip Al, A2 ve B esas
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olarak insanlarda bulunsa da, bazen kunduzlar, kediler ve kdpekler dahil olmak {izere diger

memelilerde de bulunmustur (Cooper et al., 2010).

G. intestinalis’in genotiplerindeki goriilen bu farklilik; G. intestinalis’in fenotipi,
biyokimyasi, metabolizmasi, ¢ogalma hizi, ila¢ duyarlilifi, besiyeri pH tercihi, G.
intestinalis virusuna duyarliligi, enfeksiyonlarin kliniginde etkili oldugu sdylenmektedir
(Ertug et al., 2016). G. intestinalis'in ailesi morfolojik olarak ¢ok az degisiklik gosteren bir
tir kompleksi olarak kabul edilmektedir ancak protein veya DNA dizisi polimorfizmlerine
dayanarak en az sekiz farkli genetik grup veya assemblages (A ile H) tanimlanmistir (Caccio
& Ryan, 2008; Soba et al., 2015). G. intestinalis’in genotipleri ve bulundugu konaklar Tablo
1.2’ de gosterilmistir.

Bugiine kadar sadece A ve B gruplari insan ve hayvan enfeksiyonlar ile
iligkilendirilmistir (Tamer et al., 2015; Vanni et al., 2012). Su ana kadar A grubu WB, B
grubu GS ve E grubu P15 olmak iizere ii¢ farkli G. intestinalis genom tiirii ortaya ¢ikarilmis
ve 2007 yilinda yayimlanmistir (Buret et al., 2020; Jerlstrom-Hultqvist et al., 2010).

1.13. G. intestinalis’in Molekiiler Y apis1

G. intestinalis, dkaryotlarin kromozomal DNA yapisina benzer dogrusal kromozomlar
icerdigi goriilmektedir. Okaryotlarin kromozomal DNA ’s1, niikleozomlar1 olusturmak icin
dort tane ¢ekirdek histon proteini (H2a, H2b, H3 ve H4) ve bir baglayici histon proteini (H1)
ile birleserek kromatin olusturmakta iken G. intestinalis in ¢ekirdegi histonlarinin tiimiinii

icermekte olup 6karyot canlilardaki ¢ekirdek histonlarina benzerdir (Adam, 2001).

G. intestinalis’in trofozoitinde boyutlari 1,6 ila 3.8 Mb arasinda degisen bes kromozoma
sahip oldugu PFGE (Pulsed- field jel Elektroforez) yontemi ile gosterilmistir. Bu bes ana
kromozoma ek olarak degisebilen kiiclik yardimci kromozomlar mevcuttur. Bu yardime1
kromozomlar, bazi durumlarda uzun rRNA gen dizilerini tasiyyan ana kromozomlarin

kopyalar1 gibi gériinmektedir (Upcroft et al., 2010).

G. intestinalis trofozoit™'in 5 kromozomu ve genom boyutu yaklasik 11,7 Mb, yapilan
molekiiler ¢aligmalarda da GC igerigi %49 olarak bulunmustur (Adam, 2001; Laishram et
al., 2012).

En ¢ok calisilan G. intestinalis genomu A grubu WB’dir. Haploid genoma sahiptir.

Parazitin replikasyon asamasi olan trofozoitler ¢ogunlukla tetraploiddir (Upcroft et al.,

2010).
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1.14. G. intestinalis’in Epidemiyolojisi

Giiniimiizde her yil yaklasik olarak 200 milyon kiside goriilen yeryiiziinde en yaygin
ve 6nemli bir protozooal bagirsak paraziti olan G. intestinalis hem 1liman hem de tropik
bolgelerde protozoan ishallerinin baslica etkenlerdendir (Aw et al., 2019; Leung et al., 2019;
Mizuno et al., 2020). Altyap1 problemi olan tilkelerde yeterli sanitasyonun saglanamamasi
ve Kkisisel hijyenin yetersiz olmasi, bulasi fekal, oral, kontamine su ve yiyecekler ile olan G.
intestinalis’i Gnemli bir enterik problem yapmustir (Yaman et al., 2014).

Her yastaki insan1 etkileyen ve halk sagligi agisindan ciddi risk teskil eden giardiasisin
patojen etkileri genellikle gelismekte olan sanayilesmemis iilke insanlarinda, endemik
bolgelere seyahat eden turistlerde uzun siireli ishaller ile immun direnci (bagisiklik sistemi)
bozuk olan kisiler ve okul 6ncesi ¢ocuklarda (en riskli grup 10 yasindan kiiciik cocuklar)
yaygin goriilmektedir (Gardner & Hill, 2001; Cama & Blaine, 2016; Wang et al., 2019;
Yagci et al., 2013). Giardiasis vakalarinin ¢ogu yaz mevsiminde ve sonbahar mevsiminin

baslarinda goriilmektedir (Leung et al., 2019).

G. intestinalis’in baz1 6zellikleri, enfeksiyonun epidemiyolojisini etkilemektedir. Bu

ozellikler:
(1) insanlarda enfektif dozu yaklasik 10-100 kisttir,

(11) kistler diskiyla atildiginda hemen bulasicidir ve kisiden kisiye ya da hayvandan hayvana

temas yoluyla bulasabilir,
(iii) kistleri dayaniklidir ve gevrede haftalarca hatta aylarca yasayabilir,

(iv) gevresel yayilim ile igme suyu ve yiyeceklerin kirlenmesine yol agabilir (Caccio &

Ryan, 2008).

Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gére, diinyada her y1l 500.000 semptomatik Giardiasis
vakasi rapor edilmektedir. Gelismis iilkelerde Giardiasis prevalansi %0,4-%7,5 ve
gelismekte olan iilkelerde Giardiasis prevalansmin %8-%30 oldugu bildirilmistir. DSO
tarafindan Giardiasis 2004 yilindan giiniimiize yoksullukla ihmal edilmis bir hastalik olarak
kabul edilmistir (Mirrezaie et al., 2019).

19



1.15. Bulasma Yollar:

G. intestinalis protoozonun rezervuari insandir ve ara konagi bulunmamaktadir.
Protozoal bagirsak parazitlerin bulas formlari kistler olup, G. intestinalis 'in Kistleri insandan
insana fekal oral yolla, su bazen de gida yoluyla olmaktadir (Giilel et al., 2015; Kiligturgay,
1996; Wolfe, 1992). Adam ve arkadaslar1 1971°den 2011°¢ kadar CDC ‘e bildirilen yaklasik
41,000 kisiyi etkileyen 242 giardiasis salginin verilerini analiz etmisler ve salginlarin % 74.8
su kaynakli, % 15.7 gida kaynakli ,% 2.5 kisiden kisiye bulastigini ve % 1.2'sinde hayvan
temasindan kaynaklandigini bulmuslardir (Leung et al., 2019). Bulasmada sinek ve farelerde
mekanik tasiyici olarak gorev aldigi bildirilirken hayvanlarda bulunan Giardia tiirlerinin
insanlar1 enfekte edebilecegi yapilan caligmalarda iddia edilmis olup Giardia spp.’nin

zoonotik olarak bulasabilecegi sdylenmektedir (Kiligturgay, 1996; Uner & Ertug, 1997).
1.15.1. Fekal- Oral Yol ile Bulas

G. intestinalis’in  bulasi1  genellikle fekal ve oral kontaminasyonundan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon, 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde,
zaylf hijyen ve sanitasyon kosullarindan dolay1 oldukga yiiksektir (Ivanov, 2010). G.
intestinalis enfeksiyonlarmin en sik c¢ocuklarda goriilmesinin altinda yatan nedenler;
kreslerde, anaokullarinda, ilkokullarda yetersiz hijyen kosullari, egitim eksikligi ve kalabalik
cocuk popiilasyonu drnegin, giindiiz bakim merkezlerine gelen, 6zellikle 3 yasin altindaki
cocuklarda G. intestinalis enfeksiyonu siklikla gézlemlenmistir (Ivanov, 2010). Bu yetersiz
kosullarda enfekte olan ¢ocuklar evlerinde aile bireylerine bulastirarak salginlara veya
endemik yayilimlara neden olmaktadirlar (Wolfe, 1992). Zihinsel engelli insanlarda fekal-
oral yolla bulas olurken, anal iliski yasayan kisilerde de kisiden kisiye cinsel yolla bulasma
goriilmektedir (Ali & Nozaki, 2007).

Kotii asir kalabalik alanlarda yasam, yetersiz beslenme, evde evcil hayvan besleme,
diisiik sosyoekonomik sinif, ve ebeveyn egitiminin yetersiz olmasi gibi diger predispozan
faktorler fekal oral yolla bulagma sikligini artirdigi gibi salginlara da neden olabilmektedir
(Leung et al., 2019).
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1.15.2. Cevresel Faktorler ile (Su- Gida) Bulas

Gelismekte olan iilkelerde temel bulas yolu ¢evresel faktorler olup bunda da 6nemli
etkenler su ve gidadir. Alt yapmin yetersiz oldugu, igme ve atik sularmin birbirlerine
karistig1, hayvanlarinda su ihtiyaglarinin buralardan karsilandigi ve hayvan diskilarinin
bulasinin engellenemedigi yerlesim alanlarinda hastalik bulasmis konak¢1 hem insan hem de
hayvan olsun diskilariyla ¢ok sayida kist atarak cevresel kirlilik meydana getirmektedir.
Tim bunlarin sonucunda bulagsma hem zoonotik hem de antroponotik bir dongi ile
stirdiiriilmektedir (Ali & Nozaki, 2007; Caccio et al., 2003).

2004 yilinda Norveg’te igme suyunda su kaynakli giardiasis salgint meydana gelmis ve
bu salginda yaklasik 1500 kisi etkilemis olup filtrelenmemis yiizey sularinin yan1 sira eksik
kanalizasyon sistemlerinden sizan yeralt1 sularinin kullanilmasi veya kirli aritilmamis bir
havuzda veya eglence amaci tatli sularda yiizerken kirli suyun yutulmasi ile ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Karaman et al., 2017; Leung et al., 2019; Marshall et al., 1997; Plutzer et al.,
2010; Thompson, 2004). 11k bulasin 1981 yilinda kontamine ev yapimi somon yemeginden
oldugu bildirilmistir. Gida kaynakli giardiasis olgularinda genellikle gida sektoriinde ¢alisan
insanlarin hijyen kosullarina dikkat etmemeleri sonucunda kontamine elle tutmalar1 ve
hazirlamalari, ¢ig olarak tiiketilen gida mahsullerinin kontamine sularla yikanmasi etkin
bulas yollaridir. Meyve, sebze ve kabuklu deniz hayvanlarinin G. intestinalis’in Kistleri ile
kontaminasyonu 6nemli bir halk sagligi sorunudur, ¢iinkii bu iirtinler genellikle termal iglem
gormeden ¢ig olarak tiiketilmektedir (Leung et al., 2019; Plutzer et al., 2010; Porter et al.,
1990; Terzi, 2005; Thompson, 2004).

1.15.3. Zoonotik Bulas

Hayvanlardan insanlara giardiasisin bulagmasindaki epidemiyolojik roliinii anlamak,
Giardia tiirlerinin konak 6zgiilliigliniin olup olmadigini veya insanlardan hayvanlara bulagin
gerceklesip gergeklesmedigini arastirmak igin yapilan ¢alismalardan elde edilen deneysel
bulgular Giardia spp.’lerin hayvanlardan insanlara zoonotik ge¢isini destekler niteliktedir
(Uner & Ertug, 1997). Baz1 Giardia tiirlerinin veya Giardia genotiplerinin zoonotik gecisi
deneysel olarak gosterilmistir, ancak dogal kosullar altinda olusumu ve klinik 6nemi
belirsizligini stirdiirmektedir (Mohamed et al., 2014). Zoonotik bulagma riskinin en biiyiik
kismi kopek ve kediler gibi evcil hayvanlardan geldigi sdylenmektedir (Roxstrom et al.,
2006). G. intestinalis’in zoonotik potansiyeli konusunda hala tartismalar siirmektedir.
Ornegin Giardia'nin kunduzlardan insanlara igme suyu yoluyla bulasmasi 6ne siiriilmiistiir

(Sprong, Caccio, & Giessen, 2009).
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Insanlardan elde edilen Giardia’larin mongolian gerbillere capraz bulasimi yapilan
aragtirmalarda deneysel olarak gosterilmis, neonatal fareler ve neonatal siganlar {izerinde
yapilan deneysel ¢alismalarda ¢apraz bulasin miimkiin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Uner &

Ertug, 1997).

1.16. Patogenez

G. intestinalis’in patogenezinde; alinan Kist sayisi, susu, gastrointestinal sistemdeki
antikor olmayan koruyucu faktorler ve konagin immun yanit1 nemli faktorlerdir (Pickering
& Engelkirk, 1988).

Oral yolla alman G. intestinalis’in kisti ince bagirsakta trofozoit forma doniisiir ve
trofozoitler emici disk ve flagellalariyla ince bagirsagin proksimal boliimiinden bagirsak
mukozasindaki epitellere giiglii bir sekilde yapisir (Certad et al., 2017; Kanra & Ecevit,
1988). Bagirsaklarda mukozal irritasyona sebep olan G. intestinalis bagirsak yiizeyindeki
epitellere emici diskte bulunan giardinlerle yapismakta (6zellikle alfa, beta, delta ve gama
giardinler),bunun yanmi sira kontraktil proteinler, reseptor ligand iliskisi, emici diskin
mikrotiibiiler yapisindaki tubulinleri, ylizey membraninda bulanan lektin proteinleri
epitellere yapismada onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir ( Alkan, 1997; Cotton et al., 2011;
Ustiin et al., 2012).

G. intestinalis 'm patogenezinde enterosit hasari, ince bagirsagin epitel hiicrelerinin firga
kenarinin kaybi, mikrovillusun kisalmasi, epitelyal bariyer fonksiyonunun ve yag emilimi
icin gerekli bagirsak i¢i komponentlerin bozulmas ile nedeni tam olarak bilinmeyen ishal
ve steatorenin olusumunda birgok faktoriin rol aldigi bilinmektedir (Ustiin et al., 2012;
Vivancos & Bermejo, 2018). G. intestinalis ve konagin besin igin yarisa girmesi, artan
mukus sekresyonu, parazitin salgiladig1 bir toksinin bagirsak iizerine etkisi, mukozanin ve
mukozal epiteldeki kanallarin ¢cok fazla sayida parazit ile mekanik olarak tikanmasi gibi bazi

mekanizmalar 6ne siiriillmektedir (Ak et al., 2007; Vivancos & Bermejo, 2018).

En son caligmalara gore, giardiasis patofizyolojik degisikliklerin bir kompleksidir.
Bunlardan biri, parazit metabolitlerinin sitopatolojik etkisinden kaynaklanan enterositlerin
gecirgenliginin degigmesidir. Periferik membran proteinleri, 6zellikle epitel gecirgenliginin
diizenlenmesi i¢in 6nemli olan zonula occludin-1 (ZO-1), F-aktin ve Alfa aktin hiicre iskelet
proteinleri yok edilir. Sonug olarak, enterotik fir¢a kenar hasar gérmektedir, bagirsak epitel
gecirgenligi artmaktadir, transepitelyal direncin azalmasina bu da iltihap ve gastrointestinal

sorunlara neden olmaktadir. G. intestinalis ayrica, epitel bariyer fonksiyonunun kaybina
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neden olan apoptozu tetikler. Apoptoz ve hastaligin siddeti, parazitin susuna ve konagin

fizyolojik ve immiinolojik durumu belirlemektedir (Ivanov, 2010; Certad et al., 2017).

G. intestinalis’in enfeksiyonunun patogenezi ile ilgili hayvan modelleri ve in vitro
kiiltiir galismalar1 yapilmistir. G. intestinalis bagirsak firga kenar mikro villusuna zarar
verdigini, malabsorpsiyon ve maldigestiyon ile sonuglanan bagirsak bariyer fonksiyonunu
smirladigr gosterilmistir. Bu tiir gozlenen degisiklikler, G. intestinalis enfeksiyonunda
diyarenin nasil ortaya ¢ikabilecegini anlamaya yardimci olsa da hayvan modellerinde
aciklanan patofizyolojik degisikliklerin insanlara ve diger omurgali konakgilara nasil
sonuclanacagi agik  degildir, ¢linkii  enfeksiyon klinik semptomlara neden
olmayabilmektedir. Semptomlar ayrica tiir / konaket tiirii, Giardia toplulugu, yas, bagisiklik
sistemi, enfeksiyon sikligi, beslenme ve es zamanli enfeksiyonlardan da etkilenmektedir

(Thompson & Monis, 2012).

Giardiasis, villoz atrofi ile birlikte mikrovillus firga kenar kaybi, pankreatik enzimlerin
aktivitesinde azalma, disakkaridaz yetersizliklerinden ve besinlerin malabsorpsiyonundan
sorumludur, sonucta ozmotik ishale neden olmaktadir. D-xylose, yag, vitamin A ve Bi2
vitamini ile folik asit malabsorbsiyonu meydana geldigi sdylenmektedir (Certad et al., 2017;
Kanra & Ecevit, 1988). Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda, G. intestinalis’in, bagirsak
epitellerindeki emici ylizey alam1 kaybindan dolayr glikoz, sodyum ve suyun
malabsorbsiyonuna ve disakkaridaz aktivitesinde azalma oldugunu ortaya g¢ikarilmistir
(Buret, 2007).

1.17. immunoloji

Giardia tiir ayrim1 dnceleri parazitin morfolojisine ve enfekte ettigi konagin tiiriine gore
yapilirken, giiniimiizde ise antijenlerine, izoenzimlerine, DNA analizlerine ve kemoterapdtik
ajanlara kars1 duyarhliklarina gore yapilmaktadir, ayrica bu yontemler izolatlar arasindaki
biyokimyasal farkliliklar da ortaya koyabildigi soylenmektedir (Ak, 1997b; Altintas &
Korkmaz, 1997).

G. intestinalis enfeksiyonu bazi insanlarda ishal, karin agrisi, kilo kaybi, halsizlik ve
diger klinik belirtileri gosterirken bazi insanlarda higbir belirti gdstermemekte ve birkag
haftada kendiliginden iyilesmekte iken ihmal edilen enfeksiyonlar kroniklesebilmektedir.
(denHollander et al., 1988).
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Semptomlarmin degisken olmasinin bir diger nedeni konagin parazite karsi gosterdigi
direnctir. G. intestinalis enfeksiyonundan korunmada, parazitin temizlenmesinde ve
hastaligin olusmasinda immun sistem 6nemli rol almaktadir (Altintas & Korkmaz, 1997). G.
intestinalis enfeksiyonunda protozoona karsi konagin humoral ve hiicresel bagisiklik sistemi
onemli rol almaktadir. Konakta bulunan salgisal IgA parazite karsi savunmada ve parazitin
eradike edilmesinde etkindir (Assafa et al., 2004).

Insanlarda G. intestinalis enfeksiyonunu artiran en 6nemli etki konagin midesindeki
HCl miktarinin azalmasi veya yoklugu ve gammaglobulin bozuklugudur. Giardiasis’li
hastalarin bagirsaklarinda 6nce IgM sonra IgA ve IgG’nin arttig1 ve ayrica kanda da G.

intestinalis’e kars1 antikor olustugu ELISA ile gdsterilmistir (Unat et al., 1995).

Giardiasis’li olgu sonrasi konak kaminda olusan IgG, polimorf ve makrofajlar, G.
intestinalis ‘nin trofozoit formunu ortadan kaldirilmasinda opsonin goérevi gormekte ve.
hiicre araciligiyla olusan bagisikliktan daha 6nemli oldugu bildirilmistir Giardiasis’li
konaklarda kandaki limfositler G. intestinalis’in trofozoit formlar ile birleserek trofozoitleri

yok ettigi gortilmustir (Unat et al., 1995).

G. intestinalis ile enfekte olmus hastalarin enfeksiyonu, yakin zamanda mi, ya da
gegmiste mi gegirdigi ayirmada serumda bulunan IgM ve IgG antikorlarin seviyelerinin
ELISA ile tespiti tamda énemlidir (Wolfe, 1992).

Anne siitinde bulunan ve safra tuzlarimi stimule olmasmi saglayan lipazin ve siit
gliseridlerinden agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin igerdigi salgisal IgA in vitro olarak G.
intestinalis trofozoitlerini 61diirdiigii kaydedilmistir (Altintas, 2015; Kanra & Ecevit, 1988).

1.18. Klinik

Giardia suslarinin viriilansi ve patojenisitesindeki farkliliklar, konak¢inin bagigiklik ve
beslenme durumu, yasi, Sosyo-ekonomik kosullart enfeksiyonun seyrinde onemli rol
oynamaktadir (Homan & Mank, 2001; Smith & Mank, 2011).

G. intestinalis enfeksiyonlar1 genelikle asemptomatik gecirilmekte ve diinyada cok
yaygin goriilmekte olup bunun yani sira semptomatik gecirilen giardisiste ise klinik

semptomlar kistlerin alinmasindan 1 ila 3 hafta sonra baglar.

G. intestinalis semptomlarinda ishal, istahsizlik, halsizlik, siskinlik, yagl digki, karin
agrist ve kilo kaybi goriiliirken nadiren kusma, ates kanli veya mukuslu diskilama goriiliir.

Hastalik tedavi edilmezse enfeksiyon birkag ay siirebilir (Gardner & Hill, 2001). Inkiibasyon
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stiresi genellikle 1-2 haftadir. Ortalama olarak, prepatent periyod 9 giindiir. Siddetli
enfeksiyonlarda diyareli digkida 14 milyar parazit olusabilirken, orta dereceli enfeksiyonda
300 milyon parazit olusabilir (Smith & Mank, 2011).

Giardiasis enfeksiyonlarinda asemptomatik tasiyicilik, akut ve kronik enfeksiyon gibi
klinik tablolar bulunmaktadir (Costache et al., 2020).

1.18.1. Asemptomatik Tasiyiciik

Asemptomatik olan portorler siirekli kist yayarak, cevreye bulasta Onemli rol
oynamaktadir (Bayramoglu et al., 2013). Enfeksiyonun hastalik seklinde ortaya
c¢ikmamasinin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, konagin immun sisteminin etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Hastaligin asemptomatik gecirilen doneminde, ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde aralikli diyare goriildiigii bunun da ciddi s1vi kayb1 olusturmadigi bildirilmistir
(Ak et al., 2007; Farthing, 1996).

1.18.2. Akut Giardiasis
Akut giardiasis’in klinik belirtilerinde ishal, istahsizlik, halsizlik, abdominal distansiyon

ve kramp, gaz, bulanti, kotii kokulu yagh diski, kilo kaybi, kusma, ates ve kabizlik
goriilmektedir (Pickering & Engelkirk, 1988).

Semptomlar genellikle yiiksek riskli bolgeye varistan 3 ila 20 (ortalama 7) giin i¢inde
baglamaktadir. Cogunlukla hastalik 2 ila 4 haftalik bir siire iginde kendi kendine
iyilesebilmektedir. Akut giardisis daha ¢ok yurtdis1 seyahat edenlerde ortaya ¢ikmaktadir.
Tanis1 konulmamis G. intestinalis ile enfekte turistlerin % 25'nde semptomlar tedavi
edilmediginde 7 hafta veya daha fazla siirebildigi gibi kendiliginden de iyilesebilmektedir
(Farthing, 1996; Kiigiikodiik & Sahinoglu, 1989). Bazi hastalarda akut evre aylarca
stirebilmekte, bu da diizensiz beslenme, steatore, halsizlik ve kilo kaybina yol agmaktadir

(Erlandsen & Meyer 1984).

1.18.3. Kronik Giardiasis

Saglikli insanlarin ¢gogunda giardiasis hastaligi kendiliginden iyilesme gostermektedir.
Ancak giardiasis’in kronik agamasi dedigimiz, olgularin %30 ila %50’sinde kronik ishal,
kilo kaybi, steatore, yag, karbonhidrat, protein ve yagda eriyen vitaminlerin emiliminde
bozulma, anemi gibi belirtilerin yan1 sira yorgunluk, bas agrisi ve miyalji gibi belirtiler
goriilmektedir (AK et al., 2007). Giardia enfeksiyonlarinda kolesistit ve pankreatit, tirtiker
ve anjiyoodem gibi alerjik cilt belirtileri de tanmimlanmistir. Cocuk kronik giardiasis

enfeksiyonlarinda ise biiylime ve gelisme problemleri goriilebilmekte iken yetiskinlerde yag,
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A ve B12 vitamini, karbonhidrat, folik asit ve protein enerji malabsorbsiyonu goriilmektedir
(Kanra & Ecevit, 1988; Laishram et al., 2012; Unat et al., 1995; Wolfe, 1992).

1.19. Tam

Klinik belirtileri bir¢ok protozoonlara (Entamoeba histolytica, Entamoeba coli,
Dientamoeba fragilis, Cryptosporidium spp., Blastocystis hominis, Cyclospora spp.
Microsporidia spp., Isospora belli, Balantidium coli ) ve diger paraziter etkenlere (Trichuris
trichiura, Hymenolepis nana, Taenia saginata, Taenia solium, Strongyloides stercoralis,
Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni, Capillaria philipiensis) benzerlik gosteren
giardiasis’in dogru ve erken tanis1 hastanin tedavisi ve parazitin yayilmasinin énlenmesi

acisindan anlamli ve énemlidir (Farthing, 1996; Hooshyar et al., 2019; Oztiirk, 2001).
G. intestinalis’in tanisinda direkt, indirekt ve molekiiler tabanl testler kullanilmaktadir.

G. intestinalis’in tanis1 ¢ogunlukla digki Orneginin incelenmesi ile konulmaktadir
(Erlandsen & Meyer, 1984; Verweij et al., 2003). Mikroskobik olarak diski 6rneklerinde, G.
intestinalis’in tanist altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontem G. intestinalis’in

Kist ve trofozoit formlarini tespit etmek i¢in yapilmaktadir (Hooshyar et al., 2019).
a) Disk1 Orneginin Alinmasi

Incelenecek diski 6rneginin miktar1 degiskenlik gdstermektedir. Sekilli diskilarda 20-40 g
arasinda (ortalama ceviz biiytikligii kadar) sulu diskilarda ise 5-6 yemek kagig1 (ortalama 25
ml kadar) ornek alinmalidir. Diski O6rnegi bir bebekten alinacak ise bebek bezi ters
baglanmal1 ve diski bebek bezinden bir spatiil yardimi ile digki kabina konulmali ya da bez
dogrudan laboratuvara gétiiriilmelidir. Alinan digkr 6rnekleri idrar, su, yag ve diger yabanci
maddeler ile karismamasi1 gerekmektedir. Baryum, bizmut veya mineral yaglar1 kullanan
hastalarin disk: 6rnekleri inceleme i¢in uygun degildir ¢iinkii parazitlerin trofozoit formlari
bozulmaktadir. Digk1 6rnegi alinacak kisi antibiyotik kullaniyorsa bitiminden 2 hafta sonra
digk1 6rnegi alinmalidir ( Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2014)

G. intestinalis 'in trofozoit formlarinda bulunan emici diskleri ile bagirsak mukozasina ¢ok
sitki bir sekilde tutunduklar igin arka arkaya alinan seri digski incelemelerinde G.
intestinalis’in bulunmasinda zorlanilmaktadir. Semptomatik belirti gosteren hastalarin ilk
diskt incelemelerinde G. intestinalis’in kist ve trofozoit formlari goriilebilirken,

asemptomatik olan kisilerde ve giardiasis’den siiphe edildigi durumlarda, 10 giin iginde ii¢
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sefer diski 6rnegi almip incelenmesi gerekmektedir (Ozbel & Dagc1, 1997; Yaman et al.,
2014).

G. intestinalis’li olgularda kist atilimindaki diizensizlikten dolay1 tek diski 6rneginin
incelenmesi vakalarin %50'sini tespit edilmesini saglar. (Goka et al., 1990). Parazit siipheli
olgularmm kati digkilarinda ¢ogunlukla G. intestinalis’in kist formu goriiliirken, sulu

diskilarda trofozoit formu goriilmektedir (Miman & Saygi, 2017).

Ishalli diskilarda protozoonlarin trofozoit formlarmm bozulmamas: ve hareketlerinin
yavaglamamasi i¢in ishalli diskinin en ge¢ 30 dk. icerisinde incelenmesi gerekmektir. Eger
bu zaman igerisinde incelenemeyecek ise boyama, ¢oktiirme yontemleri yapilacak ise digki
cesitli saklama soliisyonlar kullanilarak saklanabilmektedir (Daldal, Atambey, Celik 2002;
Ozbel & Dagci, 1997).

1.19.1. Etyolojik Tam
1.19.1.1. Diskinin Makroskobik Olarak incelenmesi

Makroskobik incelenmede diskinin kivamina (sekilli, yumusak gevsek veya sulu),
kokusuna, kan, mukus, helmint larva veya eriskinlerini igerip icermedigine bakilmahidir
(Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2014).

1.19.1.1. Diskida Etkensel Tam
1.19.1.1.1. Direkt Baki (Nativ-Lugol) Yontemi

Nativ yontem; plastik bir karistirict yardimiyla diskinin degisik yerlerinden piring tanesi
biiytikliigii kadar alinan digki temiz bir lam {izerine konulur. Lamin {izerine 1 damla %0,9
NaCl (serum fizyolojik) ¢ozeltisi ile homojen bir sekilde karistirilarak tizerine temiz bir
lamel kapatilarak hazirlanmaktadir. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda 10X ve 40X
biiyiitmelerinde parazitlerin varligi agisindan incelenmektedir (Chakarova, 2010; Daldal et
al., 2002).

Lugol yontemi ise nativ incelemeden sonra lamelin kenarinda bir damla Lugol
damlatilarak ya da Lugol ile yeniden preparat hazirlanarak mikroskopta incelenen
yontemdir. Lugol, genellikle kist formlar1 ayirt etmekte yardimci olmaktadir. Lugol kist
formlarin nukleus ve morfolojik goriiniimlerini daha belirgin hale getirirken trofozoit

formlarini ise dldiirmekte ve seklini bozmaktadir (Ozbel & Dagc1, 1997).

Diskinin Nativ-Lugol yontemi ile incelenmesinin amaci parazitin morfolojik yapisini

diger diski elemanlarindan rahatlikla ayirarak saptamaktir (Daldal et al., 2002). Taze diyareli
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digk1 6rneginin dogrudan serum fizyolojik damlatilarak hazirlanan preparatinin incelenmesi,
hareketli trofozoit formlarinin gériilmesini saglamaktadir (Hooshyar et al., 2019; Ok et al.,
1997). Taze olmayan sulu diski orneklerinde trofozoitler fazla rastlanmamaktadir.
Incelenecek disk1 6rnegi kanli, mukuslu diski ise direkt mikroskobik bakisinda trofozoitlerin

varligi agisindan incelenmelidir (OK et al., 1997).

Nativ—Lugol yontemi kullanilarak  diski  6rneklerinin  direkt — mikroskobik
incelenmesinde, parazit yogunlugunun az oldugu durumlarda bu yontem etkin tanilama i¢in
yetersiz kalmakta ve yanlis negatif sonuglara neden olabilmektedir. Bu sebepten dolay1

coklastirma yontemlerinden faydalanilmaktadir (Karaman et al., 2018).

1.19.1.2.2. Coklastirma (Konsantrasyon) Yontemleri

Diski 6rneklerinin incelenmesinde ¢oklastirma yontemlerinin kullanilmasinin en 6nemli
avantaji, direkt yaymalarda ve kalic1 boyali preparatlar hazirlanip incelendiginde gézden
kagabilecek parazitlerin ortaya cikarmasinda yardimci olmasidir (Ok et al., 1997).
Coklastirma yontemleri santrifiij yardimiyla digk: artiklarinda bulunan parazitlerin 6zgiil
agirliklarindaki farklardan dolayr ayirabilen yontemlerdir (Ozbel & Dagci, 1997).
Coklasgtirma yoOntemlerinde uygulanan islemlere trofozoit formlar1 dayanamayip
parcalanmaktadir bu  nedenle trofozoit formlar ¢oklagtirma  yoOntemlerinde

rastlanmamaktadir (Miman & Saygi, 2017).

Coklastirma yontemi yiizdiirme (flotasyon) ve ¢oktiirme (sedimentasyon) olarak ikiye
ayrilmaktadir (Coplii et al., 2007).

1.19.1.2.2.1. Coktiirme (Sedimentasyon) Yontemi

Coktiirme yontemi santrifiij ile yapilan bir yontemdir. Bu yontemin avantaji diskida
bulunan tiim parazitler sedimentte bulunmasi ve hem taze hem de saklanmis diski
materyallerinde kullanilabilmesidir. Yontemin dezavantaji ise, sedimentte fazla miktarda
digkt atiklarmin bulunmas1 ve digkt atiklart digkida bulunan parazitlerin varliginm

maskelemesidir (Ozbel & Dagci, 1997).

Formol-eter yontemi en c¢ok kullanilan yontemdir. Digki soliisyon igerisinde
karistirilarak siispanse edilmekte ve sonra santrifiij edilmektedir. Daha sonra ¢okeltiden lam
lamel arasi preparat hazirlanarak mikroskobun 10X ve 40X’lik biiyilitmeleri kullanilarak
incelenmektedir (Miman & Saygi, 2017).
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Sekil 1.7. Formol etil asetat yontemiyle hazirlanmis ve Lugolle boyanmis G.
intestinalis kist formu

1.19.1.2.2.2. Yiizdiirme (Flotasyon) Yoéntemi

Protozoonlarin kist formlarinin yiiksek 6zgiill agirlikli soliisyonlar igerisinde
yiizdiiriilme iglemidir. Bu yontemde en yaygin yiiksek 6zgiil agirlikli soliisyonlar olarak
doymus tuzlu su, Sheather’in sekerli eriyigi ve ¢inko-siilfat soliisyonlar1 kullanilmaktadir
(Miman & Saygi, 2017).

Yiizdiirme yontemleri igerisinde en ¢ok tercih edilen ¢inko-siilfat soliisyonunun
kullanildig1 yéntemdir (Ozbel & Dagci, 1997). Diskida bulunan parazitler yiizey tabakada,
artiklar tiiplin dip kisminda kalmaktadir. Bu yontem ¢oktiirme yontemine oranla daha temiz

bir preparat hazirlanmasi saglamaktadir (Ertabaklar, 2007b).
1.19.1.2.3. Boyama Yontemleri

Giardia spp.’nin trofozoit ve kist formlarinin tanimlanmasi morfolojik karakterlerine
baglidir. Bazen bu morfolojik karakterlerin direkt baki, ¢oktiirme ve yiizdiirme
yontemlerinde gdzden kacabilecegi, dogru tanimlanmasi Ve organizmanin bazi ayrintilarini
ortaya c¢ikarmak icin kalict boya ile hazirlanan preparatlarin incelenmesine ihtiyag
duyulabilmektedir. Giardia intestinalis i¢in bazi kalici boyalar kullanilmaktadir. Bu
kullanilan kalici boyalar; Giemsa boyama, trikrom boyama ve demirli hematoksilin
boyalaridir (Ertabaklar, 2007a; Hooshyar et al., 2019).
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1.19.1.2.3.1. Giemsa Boyama

Rutin klinik laboratuvar kullanimi kolay ve kalic1 bir boyama yontemidir. Bu boyamada,
protozoonun kamg1 ve ¢ekirdekleri kirmizimsi pembe renkte, sitoplazma ise gri-mavi renkte

boyanmaktadir (Hooshyar et al., 2019).

1.19.1.2.3.2. Trikrom Boyama
Trikrom boyama yontemi, diski 6rneklerinden yayma hazirlanmasi i¢in kolay ve ¢abuk
bir yontemdir. YOntemin avantajlari boyama isleminin ¢abuk, kolay ve boyanin uzun siire

dayanmasidir (Ozbel & Dagc1, 1997).

Trikrom boyamada protozoonun sitoplazmasi mavi-yesilden morumsu bir renge
boyanirken c¢ekirdek kromatini, kromatoid cisimler, diger inkliizyonlar kirmizi veya
kirmizimsi mor bir renkte, maya ve kiif iceren arka zemin ise genellikle mavimsi yesil bir

renkte boyanir (Ok et al., 1997).

Sekil 1.8 Trikrom boyasi ile boyanmis G. intestinalis’in kist

1.19.1.2.3.3. Demirli Hematoksilen Boyama
Demiri hematoksilen boyama yontemi trikrom boyama yonteminden biraz daha uzun

stire almaktadir.

Bu boyama yonteminde boyama diizgiin olarak yapildiginda; zemin mavi agik gri bir
renk ile boyanirken trofozoit formunun sitoplazmasi mavimsi gri, kist formlari ise daha koyu
mavi, nukleus ve inkliizyonlar1 ise koyu gri mavi bazen de siyah renkte boyanmaktadir

(Ozbel & Dagci, 1997).
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1.19.1.2.4. Kiiltiir Yontemler
Hastalardan izole edilen Giardia suslari, seroloji ve immunolojik testlerde kullanilan
antijeni elde etmek, genetik, biyokimyasal ve ilag c¢alismalar1 gibi amaglarla

kullanilmaktadir (Daldal, Ozensoy, Aksoy, Akisii 1997; Ozbel & Dagc1, 1997).

Karapetyan, HPS-1, HPS-2, TPS-1 TYI-S-33, gibi besiyerleri G. intestinalis’in kiiltiirii
i¢in kullanilmaktadir (Ak et al., 2007; Budak, 1995). Bu besiyerlerine ekim yapilabilmesi
icin ilk once kistlerin saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Bu islem dort basamaktan

olusmaktadir.

1) Kistlerin sukroz gradiyent santrifiij yontemi ile diski artiklarindan ayrilmasi ve
konsantre edilmesi

2) Asidik soliisyon igerisinde ekskistasyonun saglanmasi

3) Karapetyan HPS-1, HPS-2, TPS-1, TYI-S-33 gibi besiyerlerinde kiiltiire edilmesi

4) Aksenizasyonun saglanmasi amaciyla uygun besiyerine antibiyotik ve antimikotik

soliisyonlarm eklenmesi (Ozbel & Dagci, 1997).

Kiiltiir yontemleri Giardia nin tespiti ve teshisi igin yararli bir yontemdir ama klinik tani
laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilmamaktadir (Hooshyar et al., 2019). G. intestinalis
trofozoitleri ilk olarak aksenik kiiltirde HSP-1 besiyerinde Meyer tarafindan 1976 yilinda
yapilmistir (Keister, 1983).

1.19.1.3. Duodenal Sivida Etkensel Tam

1.19.1.3.1. Duodenal Aspirasyon
G. intestinalis stipheli olan insanlardan enfeksiyon etkenini saptamada her zaman rutin
digki inceleme yontemleri yeterli degildir. Bu sebepten dolay1 gerektiginde duodenal

aspirasyon sivi drneklerinin incelenmesi faydali olmaktadir.

Duodenal aspirasyon sivisi endoskobi yontemi ile G. intestinalis siipheli hastalardan
ortalama 0,5 ml ile 3 ml arasinda alinarak (steril bir tiipilin igerisine konularak) hizli bir
sekilde laboratuvara ulastirilmalidir. Laboratuvara gelen duodenal aspirasyon sivisindan
direkt olarak preparat hazirlanarak hareketli trofozoitlerin olup olmadigi mikroskopta
incelenecegi gibi ayn1 zamanda 500 X g devirde 3 ila 5 dk. santrifiije tabi tutulduktan sonra
olusan sedimentten preparat hazirlanip incelenmektedir. Eger duodenal aspirasyon sivisi az
ise direkt preparat hazirlamak yerine kalici olmasi sebebiyle boyali preparat hazirlanmasi

tercih edilmelidir (Budak et al., 1997).
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1.19.1.3.2. Duodenal Biyopsi

Coklu diski muayenesi ve bagirsak aspirasyon sivisinin incelenmesinden sonra
enfeksiyonun dogrulanamadigi G. intestinalis pozitif vakalarinda, ince bagirsak biyopsisi ile
tan1 konabilmektedir (Erlandsen & Meyer, 1984).

Endoskopi yontemi ile yapilan duodenal biyopsi isleminde ince bagirsagin mukozasinda
bulunan epitellerin morfolojik degisiklikleri goézlemlendigi gibi ayni zamanda G.
intestinalis’de gosterilebilmektedir. Duodenal biyopsi Orneginden preparat hazirlanip

boyanarak G. intestinalis’in trofozoit formlar1 arastirilmaktadir (Ak et al., 2007).
1.19.1.3.3. Entero-Test

Rutin laboratuvar yontemleriyle enfeksiyonun dogrulanmadigi bazi giardiasis
vakalarinda, duodeno-jejunal’'dan endoskopi veya ip testi (entro-test) kullanilarak elde edilen
stvilarin  incelenmesi  G. intestinalis trofozoitlerini ortaya ¢ikarmak igin yararl
olabilmektedir.

Entero-test, 90 veya 140 cm uzunlugunda naylon ip iceren kursun agirlikli jelatin
kapsiilden olusmaktadir. Hasta tarafinda bir bardak su ile yutulduktan sonra kapsiil midede
¢oziilmekte ve naylon ipin ucundaki agirlik peristaltik etki ile duodenuma ulagmaktadir
(Hooshyar et al., 2019; Paniker & Ghosh, 2013). ip, bu alanda en az 4 saat kalmasi tavsiye
edilmektedir ve siire dolduktan sonra ip ¢ekilmektedir. Ip ve ucundaki kursun agirlik cekme
sirasinda kolayca birbirinden ayrilmaktadir (Burke, 2016). Safrayla boyanmis ve iplige
bulagsmis mukus disartya ¢ikartilarak mikroskopta incelenir (Hooshyar et al., 2019).

1.19.1.4. Saklama Soliisyonlar1

1.19.1.4.1. Formaldehit Soliisyonu

Formalin, protozoan kistleri i¢in uygun ¢ok amagli bir fiksatif olarak kullanilmaktadir.
%S5’lik veya %10’luk formaldehit konsantrasyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Martin,
2003). 3 kisim fiksatif ve 1 kisim diski olacak sekilde karistirilir ve daha sonra incelenmek

i¢in saklanmaktadir (Martin, 2003; Ozbel & Dagc1, 1997).
1.19.1.4.2. Merthiolate-lodine —Formalin (MIF) Soliisyonu

Diskida bulunan parazitler igin iyi bir koruyucudur (Ozbel & Dagc1, 1997). Ozellikle
saha arastirmalari i¢in kullanighdir. Rutin klinik laboratuvarinda daha az kullanilmaktadir.
Diski disinda aspirat 6rnegi de saklanabilmektedir. MIF koruyucusu iki stok ¢ozeltisinde
hazirlanmakta ve ayri olarak saklanmaktadir. Kullanimdan hemen 6nce karistirilmaktadir

(Martin, 2003).
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1.19.1.4.3. Polivinil Alkol (PVA) Soliisyonu

PVA soliisyonu, intestinal protoozonlarin trofozoit formlar1 i¢in iyi fiksatiftir ve bu
fiksatifde saklanan diskidan, daha sonra yapilan kalici preparatta parazitin boyanma
kalitesinin fazla oldugu gosterilmistir. PVA fiksatifinde saklanan digkilardan hazirlanan
yayma preparatlarin hemen veya aylar sonra boyanabilmesi bu fiksatifin en Onemli
avantajlarinda biridir. Bu fiksatifde saklanan Orneklerden c¢oklastirma yodntemleri de

uygulanabilmektedir (Ozbel & Dagc1, 1997).

1.19.1.4.4. Sodyum Asetat-Asetik Asit- Formaldehit (SAF) Soliisyonu

S1v1 olarak bulunan ve yumusak fiksatif olarak adlandirilan SAF igerisinde saklanmig
ornekten hem kalic1 boyali preparat hazirlanabilmekte hem de konsantrasyon teknikleri
kullanilarak incelenebilmektedir. SAF saklama soliisyonunun igerisinde toksik civa
bilesenlerini barindirmamasi sebebiyle baz1 yerlerde tercih edilme sebebi olmaktadir. MIF

soliisyonuna gére SAF soliisyonu, protozoonlar igin yiiksek duyarliliga sahiptir (Ozbel &

Dagc1, 1997).

1.19.2. Dolayh (indirekt) Tam1 Yontemleri

Diski incelemelerinin yetersiz, duodenum aspirasyonu ve biyopsi yontemlerinin invaziv
olmasi ve kiiltiir yontemlerinin zor ve yetersiz olmasi nedeniyle bazi zamanlarda indirek tan
yontemlerine basvurulmaktadir (Budak, 1995). Kanda G. intestinalis’e karst olusmus
antikorlarin tespit edilmesi, diski Orneginde immiinolojik yontemler kullanilarak G.
intestinalis antijeninin gosterilmesi gibi yontemler olabilmektedir. IFA, ELISA, Western
Blot gibi serolojik ve immiinolojik yontemler G. intestinalis’in tanisinda kullanilmaktadir

(Ak et al., 2007).

1.19.2.1. indirekt Immunofluoresans (IFA) teknigi
Indirekt Immunofluoresans (IFA) teknigi seri incelemelerinin yapilmasi sirasinda
ekipmanlarin maliyetli olmasi, okuma ve pozitiflik oranlarinin sinirlarinin belirlenememesi

testin dezavantajlarim olusturmaktadir (Ozcel et al., 1997).

1.19.2.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA, viriis, bakteri ve parazitlere ait antijen, antikor gibi biiyiik molekiil agirhigina
sahip proteinlerin aragtirilmas: icin kullanilan bir ydntemdir. Yontemin avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hem epidemiyolojik hem de tani degeri tasiyan ELISA
yontemi %100 spesifik ve %98 duyarliliga sahip, uygulamasi kolay, enzim isaretli substrat

kullanilarak sonu¢ verebilmesi, testte kullanilan immun ayraglarin uzun siire saklanabilir
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olmasi avantajlaridir. Pahali, deneyimli personelin bulunmasi ve bazi 6zel cihazlara

gereksinim bulunmasi testin dezavantajlaridir (Ak, 1997a; Altintas, 2002).

1.19.2.3. Monoklon Antikorlar
Ticari olarak satilmakta olan monoklon antikor testleri, aseton ile fikse edilmis
orneklerin direkt boyamasinda kullanilir. Floresan ile isaretli olan fare monoklon antikorlari

G. intestinalis kist duvarma spesifik olarak baglanmaktadir (Ozbel & Dagc1, 1997).

1.19.3. Genetik Esash Tan1 Yontemleri

G. intestinalis’in molekiiler tanis1 rutin tani laboratuvarlarinda kullanilmamaktadir.
PCR tabanli yontemler genellikle aragtirma laboratuvarlari ile sinirhidir ve ¢ogunlukla G.
intestinalis 'in tiir ve alt tiirlerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Hooshyar et al., 2019;
Ozbel & Dagci, 1997).

1.19.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro ortamda deoksiriboniikleik asit (DNA)
zincirinin iki pargasi arasinda uzanan 6zel bir DNA boliimiiniin enzimatik olarak ¢ogaltildig:
bir yontemdir. PCR ilk kez 1985 yillinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmistir (Kahya et
al., 2014). PCR, DNA sentezi i¢in uygun malzemelerin bulunmasi halinde karsit siralarini
sentezleyebilme yeteneginden faydalanilarak yapilan bir yontemdir. PCR yontemi {i¢ asama
ile gerceklesmektedir. Ilk asama denatiirasyon asamasidir. Bu asamada ¢ift iplikli olan DNA
yiiksek sicaklikta denatiire olarak ikiye ayrilmaktadir. Denatiire olan DNA tek iplikli hale
gelmektedir Ikinci asama primerlerin baglanmasi asamadir. Ortamda bulunan primerler
belirli sicaklikla DNA ipliginin 3’- ucuna baglanmaktadir. Ugiincii asama uzama asamasidir.
Ortamda bulunan DNA polimeraz enzimi primerler ve tek iplikli DNA’y1 kalip olarak
kullanarak cift iplikli DNA’nin sentezlenmesidir (Siiheyla & Esendal, 2002).

1.19.3.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi / Restriksiyon Fragment
Length Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nimn farkli biiyiikliiklere sahip fragmentlere
ayrilmasi: ve ayrilan fragmentlerin jel elektroforez teknigi kullanilarak goriintiilenmesi
islemine RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi) olarak isimlendirilmektedir. RFLP yontemi yapildiktan sonra ortaya ¢ikan
triinler ethidium bromidle boyanmis agaroz jele yiiklenip jel elektoroforezde
yuritiilmektedir. UV altinda ortaya ¢ikan bantlar ve biiyiikliikleri incelenir (Koloren et al.,
2017).
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RFLP yontemi kolay bir yontem olmasina karsin uygun restriksiyon enziminin
kullanilmas: 6nemlidir. Eger uygun olmayan restriksiyon enzimleri kullanursa jel
elektroforezde yiiriitilldiigiinde ortaya g¢ikan bantlar ¢ok sayida ve birbirine yakin olarak

goziikkmekte ve bu sekilde dogru degerlendirme yapilamamaktadir (Koloren et al., 2017).

G. intestinalis’in tanisinda kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo

1.3’de karsilastirilmastir.

Tablo 1.3. G. intestinalis’in tan1 yontemlerinin karsilagtirilmasi (Alkan et al., 1997)

Yontem Avantaj Dezavantaj

1) Dogrudan paraziti saptamaya 1) Pahals bir ydntemdir.
yonelik bir yontemdir.
2) Varyant arastirilmasinda, tiir
ve alt tiir ayriminda 2) Cok agamal1 bir yontemdir.
kullanilmaktadir.

Molekiiler 3) Calisma 6rneginde bulunan

Yontemler inhibitorler nedeni ile PCR'in

yanlis negatif sonug¢ vermesi

4) Kontaminasyon nedeni ile

PCR'in yanlis pozitif sonug

vermesi
1) Virulans ¢alismalarinda
1) Pahal1 bir yontemdir.
kullanilmaktadir.
Kiiltiir 2) Canl1 parazitin saptanmasinda | 2) Parazitin kiiltiirde iiremesi i¢in
. . kullanilmaktadir. bekleme suresi vardir.
Yontemleri

3) Tiirler arasinda varyasyonu

saptamamaktadir.
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Tablo 1.3. G. intestinalis’in tani yontemlerinin karsilastirilmasi (Alkan et al., 1997)

(Devam)
Yontem Avantaj Dezavantaj
1) Basit bir yontemdir. 1) Yavastir.
2) Parazitin direkt arastirilmasinda ]
Fullanlmaktadic. 2) Zahmetli ve yorucudur.
Mikroskobik 3) Parazit sayisinin az oldugu
inceleme durumlarda diisiik duyarhilik
gostermektedir.
4) Deneyimli personele
ihtiya¢ duyulmaktadir.
1) Ozel ekipmanlara
Serolojik 1) Basit ve hizli bir yontemdir. gereksinim duyulmasi
inceleme 2) Cok sayida drnek 2) Standardize edilmis
incelenebilmektedir. ayraclarin bulunmast
1.20. Tedavi

Semptomatik hastalarda ve asemptomatik tasiyicilarda tedavi 6nemlidir (Miman &
Saygi, 2017). G. intestinalis’in tedavisinde farkli ilaglar kullanilmaktadir, bunlardan
Metronidazol ilk segenektir (Rumsey & Waseem, 2020). Nitroimidazol tiirevlerinden
tinidazol, ornidazol ve seknidazol, 9-aminoakridin tiirevlerinden kinadrin, nitrofuran tiirevi

olan furazolidon giardiasis tedavisinde kullanilan diger ilaglardir.

Benzimidazol grubu ilaglar1 olan albendazol, mebendazol ve fenbendazol giardiasis
tedavisinde kullanilan alternatif ilaclardir. Gebelik esnasinda inat¢1 giardiasis enfeksiyonlari
tedavisinde aminoglikozid grubunda yer alan paramomisin tercih edilmektedir (Ak et al.,
2007; Aksoy & Ozkog, 2005). Giardiasis tedavisinde kullanilan ilaglarin dozlar1 ve
etkinlikleri Tablo 1.4’de gosterilmistir.
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Tablo 1.4.

Giardiasis tedavisinde kullanilan ilaglarin

enfeksiyonlarindaki etkinligi (Gardner & Hill, 2001).

yetiskin  ve ¢ocuk

ILAC DOZ ETKINLIK (%)
500-750 mg/giin 3 5-10 giin 60-95
2,0-2,4 g, tek doz 36-60
Metronidazol  2,0-2,4 g, Giinde bir kez X 2 giin 67-80
2,0-2,4 g, Giinde bir kez X 3 giin 93-100
15-22,5 mg/kg/giin X 5-10 giin (Cocuklarda) 80-100
300 mg/giin X 7 giin 74-100
Tinidazol 1,0-2,0 g, tek doz 86-100
50 mg/kg tek doz (Cocuklarda) 80-96
: 1,0-2,0 g, Tek doz 96-100
Ornidazol
40-50 mg/kg, tek doz (Cocuklarda) 92-100
Seknidazol 2,0 g, tek doz 86-100
30 mg/kg, 1 veya 2 doz (Cocuklarda) 88-100
Kinakrin 300 mg/gun{( 5-7 giin ) 95-100
6—8 mg/kg/giin X 5-10 giin (Cocuklarda) 92-95
Furazolidon 400 mg/gu"n X 7-10 gun 80-85
8 mg/kg/giin X 7-10 giin (Cocuklarda) 81-96
200-800 mg/giin X 1-3 giin 24-81
Albendazole
200400 mg/giin X 5-7 glin 94-100
Paromomisin 19—50 mg/kg/giin veya 1,500 mg/giin X 5-10
giin 55-88
Basitrasin 240,000 U/giin X 10 giin 95

1.21. Korunma

Digka ile atilan kistlerin direkt temas ile dogrudan insandan insana bulagilabilecegi gibi

besin ya da su ile sindirim yoluyla alinmas1 sonucunda G. intestinalis bulasabilmektedir

(Cetin et al., 1985). Gastrointestinal sikayetleri olan insanlarda giardiasis disiiniilmeli ve

cocuklarin digki kontrolleri sik sik yapilmalidir. G. intestinalis kistleri disk1 6rneklerinde

zaman zaman goriilemedigi icin digkinin incelenmesi en az 3 kez yapilmahdir (Altintas,

2015). Sanitasyonun yetersiz ve kalabalik olmasi sebebiyle yurtlarda, kreslerde,

cezaevlerinde ve akil hastanelerinde G. intestinalis prevalanst ayni1 bélgedeki popiilasyona

gore daha yiiksek olmaktadir. Hastaligin kontrol edilmesinde en iyi korunma yontemi

kontamine olan digkinin bertaraf edilmesiyle ve kisisel hijyen ile miimkiindiir. Topragin ve

suyun insan ve hayvan diskisi ile kontamine olmasi engellenmelidir. Kistlerin klora karsi

direngli olmalar1 nedeniyle i¢gme ve kullanma sularinin filtrasyon sistemleri kullanilarak
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dezenfekte edilmesi gerekmektedir (Ali & Nozaki, 2007; Miman & Saygi, 2017). Sularin,
insan veya hayvan diskisi ile kontamine oldugu diisiiniiliiyorsa kaynatilmasi gerekmektedir.
Kaynatmanin miimkiin olmadigi durumlarda baz klorla halojenizasyon (Halozone her 1
litreye 5 tablet/30 dakika, klorlu ¢amasir suyu %5,25’likten galon basina 5 ml) veya baz iyot
(her 1 litreye 1 tablet/30 dakika) satiire kristal iyot (her 1 litreyel2,5 ml/30 dakika)
preparatlar1 kullanilmaktadir (Kuman, 1997). Dezenfektan olarak tercih edilen ozon, G.
intestinalis kistleri tizerinden klordan daha etkili oldugu saptanmistir. Ultraviyole 151k ve
ozon su aritma tesislerinde G. intestinalis’i inaktive etmek i¢in potansiyel kullanima sahiptir.
Kistler +4-6°C’de saklanan su ve yiyeceklerde canliligini koruduklarindan ¢ig olarak
tiketilen yiyecekler bol su ile yikanmali ve ellerin temizlenmesine dikkat edilmelidir (

Altintag, 2002; Hill, 2003).

Hastalik daha ¢ok c¢ocuklarda goriilmesinden dolayir ¢ocuklara ve bakicilara kigisel
hijyen kurallarinin 6gretilmesi korunmada onem tasimaktadir. Yiyecek ve igeceklerin
kirlenmesini 6nlemek icin yiyecek icecek hazirlayan ve satan kisiler muayene edilmelidir.

Hastalar ve asemptomatik tasiyicilar tedavi edilmelidir (Cetin et al., 1985).

Gezilen yerlerde ve piknik alanlarinda bilinmeyen kaynak sulari icilmemeli ve
kullanilmamalidir. Mekanik tasiyici gorevi goren karasinek ve hamam bocekleri ile
miicadele edilmelidir. Anne siitiiniin  koruyuculugundan dolayr bebek emzirme

saglanmalidir (Altintas, 2015).
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2. AMAC

G. intestinalis ¢esitli memelilerde bulunan bir bagirsak protozoonudur. Hastalik,
Kistlerinin yutulmasi ile olusmaktadir (Amar et al., 2002). Enfeksiyon semptomatik veya
asemptomatik olarak goriilmektedir (Us & Basustaoglu, 2016). Molekiiler olarak
incelendiginde 8 farkli genotipi (A-H) oldugu saptanmistir. Bu genotiplerden genotip A ve

genotip B insanlarda giardiasis enfeksiyonundan sorumludurlar (Mizuno et al., 2020).

Tirkiye’de G. intestinalis’in prevalansiyla ilgili ¢ok sayida c¢alisma varken
genotiplendirme ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Aydin et al., 2004; Balcioglu
et al., 2012; Ertug et al., 2016).

Bu calismada; Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina parazit siiphesi ile gonderilen digsk1 6rneklerinden giardiasis tanis1 konulan
hastalarin digki 6rneklerinde PCR-RFLP yontemi uygulanarak genotiplerinin belirlenmesi

ve bolgesel olarak hangi genotipin yaygin oldugunun saptanmasi amaglanmustir.
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3. YONTEM

Calismaya baslamadan once Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (Karar No: KU GOKAEK 2020/17 Proje No: 2020/10 Tarih:
21/01/2020) izni alindi. Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Subat-Aralik 2020 tarihleri arasinda parazit siliphesi ile
gonderilen 1356 diski ornegi nativ- Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yontemi ile
incelendi. Giardiasis siipheli olgulardan 3 giin st iiste digki alinip mikroskopta inceledi ve
giardiasis tanisini konulan 36 hastanin diskisiyla calisildi. Caligmaya alinan hastalarin

anamnezileri alinarak kaydedildi.

3.1. Diski Orneklerinin Mikroskobik incelenmesi

3.1.1. Nativ inceleme

Temiz bir lamin (Isotherm 76X26 mm) iizerine hastanin adi yazildiktan sonra, tahta
cubuk ile diski d6rneginin birkag farkli yerine birkag kez daldirilip ¢ikarilarak piring tanesi
biiytikliigii kadar alinan digk1 6rnegine 1 damla %0,9 NaCl damlatildi. Yuvarlak hareketler
yapilarak dikkatlice karistirildi. Uzerine lamel (Edolab 20X20 mm) kapatilarak 1sik
mikroskobunun (Olympus CX31) 10X ve 40X’lik biiyiitmelerinde incelendi ve sonuglar
kaydedildi (Sekil 3.1) (Daldal et al., 2002).

3.1.2. Lugol inceleme

%2’k Lugol Soliisyonunun Hazirlanmasi

Toz halindeki iyot kristallerinden 2 g Potasyum iyodiir *den 4 g tartildi ve 100 ml saf

suyun i¢inde eritildi. Agz1 kapal1 ve koyu renkli sisede kullanilmak {izere saklandi.
Yontem

Temiz bir lamin iizerine hastanin ad1 yazildiktan sonra, tahta gubuk ile diski 6rneginin
birkag farkli yerinden birka¢ kez daldirilip ¢ikarilarak piring tanesi biiyiikligii kadar alinan
digk1 6rnegine 1 damla %0,9 NaCl damlatildi yuvarlak hareketler yapilarak dikkatlice
karistirildi ve tizerine lamel kapatildi. Lamelin kenarindan hazirlanan %2’lik Lugol
soliisyonundan 2 damla damlatildi ve Lugol yavas yavas diski ile difiize olmas1 saglandi
(Sekil 3.1). Hazirlanan preparat 1sik mikroskobunun 10X ve 40X’lik biyiitmelerinde
incelendi ve sonuglar kaydedildi (Daldal et al., 2002).
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Sekil 3.1. Nativ-Lugol (Direkt Baki) Yontemi

3.1.3. Formol-Etil Asetat Coktiirme Yontemi

%10’luk Formol ’iin Hazirlanmas1

%35°lik stok formaldehitten (Merck 1.04002.2500) 285 ml alinarak agzi kapakli bir
sisenin icerisine konuldu. Uzerine 715 ml saf su konularak karistirild: ve %10’luk formol

hazirlandi.
Yontem

1) Isleme baslamadan énce nitril eldiven giyildi.

2) Tahta c¢ubuk ile taze diski 6rneginden 1-2 g alinarak 10 ml’lik %10’luk formol
bulunan bir kap igerisinde ezildi.

3) 30 dk. bekletildi.

4) Elde edilen siispansiyon iki katli gazli bezden siiziildii ve 15 mI’lik santrifiij tiiplerine
aktarildi.
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5) Tiipteki stvinin iizerine 3 ml Etil-Asetat eklendi ve tiipiin agz1 elle kapatilarak 30 sn.
hizlica karistirildi. Ara ara tliplin agz1 agilarak gaz ¢ikisina izin verildi.
6) Siispansiyon 1000 x g’de 3 dk. santrifiij (niive NF 800) edildi. Tiip santrifiijden
cikartildiginda yukaridan asagiya dogru 4 tabaka tespit edildi (Sekil 3.2):
a) Etil-asetat tabakasi
b) Tiipiin duvarlarina yapisan diski artiklarinin olusturdugu tabaka
¢) Formol tabakasi
d) Cokelti

7) 1k 3 tabaka tiipten dikkatli bir sekilde dokiilerek ¢okelti kismma ulasildi. Pastor
pipeti ile dipteki ¢okelti karistirildi. Cokeltiden hem boyasiz hem de Lugol ile
incelemek i¢in preparat hazirlandi. Isik mikroskobunun 10X ve 40X’ lik biiyiitmeleri
kullanilarak incelendi, ¢ikan sonuglar kaydedildi (Kilimcioglu & Ok, 2011).

Etil-Asetat Tabakas1

Disk1 Artiklarinin
Olusturdugu Tabaka

%10’luk Formol

Cokelti

Sekil 3.2. Formol-Etil Asetat Coktiirme yontemi

Nativ—Lugol ve Formol-Etil Asetat ¢oktiirme yonteminde G. intestinalis trofozoit
ve/veya Kist formu saptanan digski drnekleri tizerinde hasta bilgileri yazilan mikro santrifiij
tiplerinin igerisinde 180-220 mg arasinda hassas terazide (Denver Instrument Aps-200)

tartildi ve DNA 1zolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklandi.

3.2. DNA izolasyonu

Diskidan G. intestinalis’in genomik DNA’sin1 elde etmek i¢in QlAamp Fast DNA Stool
Mini Kiti (Qiagen) kullanildi. DNA izolasyon islemi biyogiivenlik kabininde (Teistar Bio-
I1-A) gerceklestirildi. DNA izolasyon agamalar su sekildedir (Sekil 3.3).
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1) DNA izolasyonu igin -80°C’de saklanan diski o6rnekleri g¢ikartilarak buz iizerine
yerlestirildi.

2) Diski 6rnekleri bulunan mikrosantrifiij tiiplere 1 ml InhibitEX buffer eklendi ve 1 dk.
ornekler vortekslendi (Fisher Scientific FB 15013 TopMix). Siire bittikten sonra
orneklerin homojen olup olmadigi kontrol edildi ve ¢6ziinmeyen 6rnekler, homojen
bir goériiniim elde edilene kadar vorteks islemine devam edildi.

3) Ornekler 95°C’de ayarlanmis termal 1s1 blogunda (Eppendorf Thermo Stat plus 1,5
ml) 5 dk. 1sitildu.

4) Siire bittikten sonra termal 1s1 blogundan alinan 6rnekler 15 sn. vortekslendi.

5) Ornekler 1 dk. 20000 X g’de santrifiij (MPW Centrifuge MPW-260R) edildi.

6) Yeni 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiip agilarak igerisine 15 ul Proteinaz K ve tizerine 5.
adimda santrifiij edilen 6rnegin siipernatantindan 200 pl konuldu.

7) Proteinaz K ve siipernatant bulunan siispansiyonun tizerine 200 pul Buffer AL
eklenerek 15 sn. vortekslendi.

8) Elde edilen karisim onceden 75°C’ye ayarlanmis termal 1s1 blogunda 10 dk.
bekletildi.

9) Siire bittikten sonra karigima 200 pl etanol (Merck 1.00983.2511) konuldu ve 15 sn.
vortekslendi.

10) Kit kutusunun iginde bulunan QIAamp spin column’a 600 pl karigim dikkatli bir
sekilde aktarild1 ve kapagi kapatilarak 1dk. 20000 X g’de santrifiij edildi. Santrifiij
islemi tamamlandiktan sonra QIAamp spin columnlar kit kutusunun igerisinde
bulunan 2 ml’lik mikro santrifiij tiiplerinin igerisine yerlestirildi.

11) Kit kutusunun iginde bulunan mikro santrifiij tiiplerine yerlestirilen spin columnlarin
kapaklari agilarak 500 pl Buffer AW1 konuldu ve 1dk. 20000 x g’de santrifiij edildi.
Spin columnlar yeni 2 m1’lik mikro santrifiij tiiplerine yerlestirildi. Eski filtrat iceren
tiipler atildi.

12) Yeni mikro santrifiij tiiplerine yerlestirilen spin columnlarin kapaklart agilarak 500
ul Buffer AW2 konuldu ve 3 dk. 20000 x g’de santrifiij edildi. Eski filtrat iceren
tiipler atildi.

13) Spin columnlar yeni mikro santrifiij tiiplerine yerlestirdi. 20000 x g’de 3 dk. santrifiij
edildi. Eski tiipler atildu.

14) Iki mI’lik mikro santrifiij tiiplerine yerlestirilen spin columnlarmn kapaklar1 agilarak
200 pl Buffer ATE konuldu. 20000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi spin columnlar

atilarak mikro santrifiij tiiplerinin kapaklar1 kapatildi.
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15) Odasisinda 1 dk. bekletildi. DNA izolasyon islemi tamamlanmis olup PCR islemini

uygulamak iizere hazir hale getirildi.

180-220 mg diski
Orneginin  lizerine
Iml InhibitEX buffer

eklendi.

Vorteks islemini

yapildi.
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95°C’de
1s1tildi.

Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

gOrunimul.
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Yeni bir
mikrosantrifiij

tiipliniin igerisine
Proteinaz K

konuldu.

Santrifiij edilen

ornekten konuldu.

Buffer AL

konuldu.




70°C’de 1s1t1ld.

Vorteks  islemi

yapildi.

Etanol konuldu.
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Karigim kit
kutusunda
bulunan QlAamp
spin column
aktarildi.

Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

goruntimul.
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Buffer AW1

konuldu.

Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

gOrunimul.
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W\ Wk

P

Buffer AW2
konuldu.

Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

gOrunimul.
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Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

goruntimdi.

QlAamp spin
columnlar yeni bir
mikrosantrifiij

tiipliniin  igerisine

yerlestirildi.




QlAamp  spin
columnlara TEA
konuldu.

Santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi

goruntimdl.
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DNA izolasyon
islemi
tamamlanmis

oldu.

Sekil 3.3. DNA izolasyon asamalari

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kiti (Qiagen) kullanilarak izole edilen DNA’larin kalitesi ve
miktarlar1 NanoDrop (Thermo Scientific) (Sekil 3.4) cihazi ile 6l¢iildii. izole edilen DNA’lar
%3’luk jel hazirlanarak 90 Voltta 30 dk. yiirtitiilmistiir. Sekil 3.5.’de gdsterilmistir.

Sekil 3.4 NanoDrop cihaz1

53



DNA

Sekil 3.5. Izole edilen DNA’larin jelde gortiinimii, M: Marker, 1-7: Izole edilen
DNA’lar

3.3. G. intestinalis’in B-giardin(bg) Gen Bolgesinin Amplifikasyonu
B-giardin (bg) geninin 753 bp’lik uzun pargasi igin Caccio ve arkadaslarinin (Caccio et
al., 2002) kullandig1 primerler kullanildi. Primerler Tablo 3.1°de gosterilmistir. Primerler

https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi programiyla kontrol edildi.

Tablo 3.1. G. intestinalis DNA’sinda beta giardin gen bolgesinin 753 bp uzun

parcasinin belirlenmesinde kullanilan primerler

PRIMER ADI PRIMER DIiZAYNI
G7 5'-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3'
G759 5"GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3'

3.3.1. p-giardin(bg) geninin 753 bp’hik uzun parc¢asinin elde edilmesi

B-giardin (bg) geninin 753 bp’lik uzun pargasini elde etmek i¢in G7 ve G759 primerleri,
Hot Start Green Maxter Mix ve dH20 kullanildi. PCR tiipliniin igerisine 12,5 ul Master Mix
(2X), 1 pl Forward Primer G7, 1 pl Revers Primer G759 ve 8,5 pul dH20 konuldu. Hazirlanan
karisima 2 ul DNA (diskilardan izole edilen DNA) eklendi ve 25 ul PCR karisimi hazirlandi
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

(Sekil 3.6). Hazirlanan PCR karisimi Cycler cihazina (Biorad iCycler) yerlestirtildi ve Tablo
3.2’de gosterilen PCR programi uygulandi.

Tablo 3.2. B-giardin(bg) uzun pargasini elde etmek i¢in kullanilan PCR program

SICAKLIK SURE DONGU SAYISI
94 5 dakika 1
94 30 saniye 40
65 30 saniye 40
72 1 dakika 40
72 7 dakika 1

PCR’da kullanilacak
olan malzemeler -20
°C’den cikaltildi.

PCR’da kullanmilacak

olan distile su alindi.
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PCR tiplniin
icerisine  distile su

konuldu.

PCR’da kullanilan
Master Mix’den

alindi.

Master Mix PCR
tiipliniin ~ igerisine

konuldu.
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G7 primerinden

alindi.

G7 primeri  PCR
tiiptinlin igerisine

konuldu.

G759 primerinden

alindi.
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G759 primeri PCR
tiiptinlin igerisine

konuldu.

[zole edilen DNA.

izole edilen DNA

orneginden alindi.




DNA ornegi
hazirlanan ~ PCR
karigiminin

igerisine konuldu.

PCR tipti Cycler
cihazina yerlestirildi.
Tablo 3.2 gosterilen
program

uygulanarak  cihaz

calistirildi.

Sekil 3.6. PCR asamalari

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
(PCR-RFLP)

Calismada B-giardin (bg) geninin 753 bp’lik uzun pargasina uygulanacak olan PCR-
RFLP yontemi Caccio ve arkadaslarinin (Caccio et al., 2002) yapmis oldugu protokol
dogrultusunda yapildi. Bg geninin, 753 bp’lik uzun pargasinin kesimi i¢in Haelll (BsuRI)
restiriksiyon enzimi kullanildu.

Bg geninin 753 bp’lik uzun pargasinin kesimi, Haelll restriksiyon enziminin satin
alindig1 tiretici firmanin 6nerdigi talimatlar dogrultusunda yapildi. PCR tiipiiniin igerisine 10
ul PCR iiriinii, 2 pl Buffer Tango, 1 pl (20 U) Haelll (BsuRlI) restriksiyon enzimi (Thermo
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Scientific) ve 18 ul dH20 konuldu. Karisim 4 saat 37°C’de bekletildi (Sekil 3.7). %3 luk jel
hazirlanarak jel elektroforezde yiiriitiildii ve UV altinda incelendi.

RFLP’de kullanilacak

malzemeler -20°C’den

cikartildi.

RFLP’de

kullanilacak olan

distile su alindu.

PCR tlipliniin
icerisine  distile

su konuldu.
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Buffer Tango

PCR tipunin
igerisine  Buffer

Tango konuldu.

Healll
restriksiyon

enzimi
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PCR tlipiiniin
icerisine  Healll
restriksiyon

enzimi konuldu.

PCR firiinii

Hazirlanan karigim
icerisine PCR

uruniinden eklendi.
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Hazirlanan karigim
37°C’de 4 saat
bekletildi.

Sekil 3.7. RFLP yonteminin asamalari
3.4.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve RFLP Uriinlerinin Yiiklenmesi

PCR-RFLP yapildiktan sonra olusan firiinleri incelemek icin %3’luk agaroz jel
hazirlandi. Hassas terazide 3 g agaroz (PanReac AppliChem A2114,0100) tartild1 ve erlenin
iceresine konuldu. Uzerine 100 ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) eklenerek ¢alkaland:
ve agzi kapatilarak mikrodalga firinda (BEKO MD 1500) agarin erimesi saglandi.
Sogutulduktan sonra 1 ul ethidium bromide (10mg/ml) (Biotechnology Grade A2510-5 ml)

eklendi ve karigtirilarak agar karigiminin i¢inde dagilmasi saglandi.

Elektroforezde PCR iiriinlerini koyulacak kuyu olusturmak igin, tarak konularak
hazirlanan kaba, agar dokiildii. Donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Jel,
elektroforez tankinin (Thermo Electron Corporation EC320) igerisine yerlestirildi. Tankin
icerisine 1X TAE konuldu. Ik kuyucuga 5 ul 50 bp’lik marker (thermo scientific), ikinci
kuyuca 5 ul pozitif kontrol, diger kuyucuklara sirasiyla 5 ul PCR-RFLP iiriinii ve son
kuyucuga 5 ul negatif kontrol (distile su) dikkatli bir sekilde agar1 delmeden pipetle konuldu
(Sekil 3.8). Tankin kapag kapatilarak 90 voltta 40 dk. yiiriitiildii. PCR-RFLP iirtinleri UV
altinda goriintiilendi ve 50 bp’lik markerle karsilastirilarak biiyiikligii belirlendi.

Pozitif kontrol (Portland-1 susu (ATCC 30888D™ LGC Promochem)) Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalindan Ars. Gér. Dr. Doganhan Kadir
ER’ den temin edildi. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi.
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1Xlik TAE
meziirde

olgtldii.

Agar  terazide
tartildi.
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Erlenin igerisine
meziirde Olciilen
1X’lik TEA’nin

yarist konuldu.




LUTFEN

akTGNten 10nrs diyar ckarken

R
LOTFEN
jelinizi doktikten sonra disan grkarken
odanin kapisin: KAPATIN.
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Terazide tartilan
agar  konuldu.
Erlen c¢alkalarak
karistirildi.

Erlenin igerisine
meziirde kalan
1X’lik TEA’nin

tamami dokildi.

Erlenin agzi

kapatildi.




Mikrodalga
firinda 1sitilarak
agarin  erimesi

saglandi.

Agarin  eriyip
erimedigi

kontrol edildi.

Kuyucuk
olusturmak igin
diizenek

hazirlandi.
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Etidyum bromiir

Agar suguduktan
sonra etidyum

bromiir eklendi.

Calkaland.
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Hazirlanan

diizenege
dikkatli bir
sekilde dokiildii.

Dolduktan sonra

tarak ¢ikartildi.

Agar jel
elektroforez
tankinin
igerisine

yerlestirildi.
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Uzerine 1X’lik
TEA dokuldi.

Olusan
kuyucuklara
PCR  firtinleri
yiiklendi.

Tankin  kapagi
kapaltildi. Cihaz
calistirild.




Sekil 3.8. Agaroz jelin hazirlanmasi ve triinlerin yiiklenmesi
3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Shapiro Wilk Testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalama + standart sapma, kategorik
degiskenler frekans (%) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip
olmayan niimerik degiskenler i¢cin Mann Whitney U testi ile test edildi. Kategorik
degiskenler i¢in Fisher Exact Testi ve Monte Carlo kikare testi ile gruplar arasi farkliliklar

test edildi. Iki y&nlii hipotezlerin testi icin p<0.05 istatistiksel dnemlilik i¢in yeterli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismada Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesini Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Subat-Aralik 2020 tarihleri arasinda gonderilen 1356 parazit siipheli diski
orneklerinden giardiasis siipheli olgulardan 3 giin st tiste digk1 alinip nativ Lugol ve formol
etil asetat ¢oktiirme yontemleri ile mikroskobik olarak incelenmistir. Giardiasis tanisi alan
36 hasta diskisindan DNA izolasyonu yapilarak Beta giardin gen bogesinin 753 bp’lik uzun
parcas1 PCR ile ¢ogaldi. PCR firiinleri Haelll (BsuRlI) restriksiyon enzimi ile kesilerek RFLP
yontemi uygulanmstir. Elde edilen RFLP firtinleri %3’luk agaroz jelde 90 volta 40 dk.
yiiriitiildii ve UV altinda goriintiilendi.

Giardiasis tanisi alan hasta sayisi ve cinsiyetleri Tablo 4.1 da gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi ve yiizdeleri

Cinsiyet Olgu sayisi (n) Yiizde (%)
Kadin 12 33,3
Erkek 24 66,7
Toplam 36 100

Giardiasis tanis1 alan hastalarin yas ortalamasi 27,56 dir. Yas dagilimlar1 Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin yas dagilimlart ve yiizdeleri

Yas Olgu sayisi (n) Yiizde (%)
0-10 3 8,3

11-17 9 25

18-30 12 33,3

31-44 7 19,4

45- 45+ 5 13,9
Toplam 36 100

Nativ Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yonteminde 36 tane hastanin diskisinda G.

intestinalis kist ve/veya trofozoit formlar1 saptanmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Giardiasis tanist alan hastalarin mikroskobik olarak digki inceleme

yontemleri
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Mikroskobik Yontem Pozitif Negatif
Nativ Lugol 36 0
Formol-etilasetat 36 0
Toplam 36 0

Hastalarin diskilart mikroskobik olarak incelendiginde 30 hastada G. intestinalis’in kist

formu, 6 hastada kist ve trofozoit formu goriilmiistiir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. G. intestinalis’in direkt mikroskobik bakisindaki formlari ve yiizdeleri

Morfolojik Sekil Pozitif Yiizde (%0)
Trofozoit 0 0

Kist 30 83,3
Trofozoit ve Kist 6 16,7
Toplam 36 100

Giardiasis tanisi konulan 36 hastanin 35’nde semptomatik belirtiler bulunurken 1 olguda

herhangi bir belirti (asemptomatik) bulunmamaktadir (Tablo 4.5). Kadin hastalarin 12’i

semptomatik, erkek hastalarin 23’ semptomatik ve 1 olgu asemptomatikdir (Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Giardiasis tanisi konulan hastalarin klinik belirtileri ve yiizdeleri

Klinik Belirti Olgu Sayisi Yiizde (%)
Semptomatik 35 2.8
Asemptomatik 1 97,2
Toplam 36 100

Tablo 4.6. Giardiasis tanisi konulan kadin ve erkek hastalarin klinik belirtileri

Cinsiyet Asemptomatik Semptomatik
Kadin 0 12
Erkek 1 23
Toplam 1 35

Giardiasis tanist konulan hastalarin yas ve kinik belirtileri Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Yas ve klinik belirti

Yas Asemptomatik Semptomatik
0-10 0 3

11-17 0 9

18-30 1 11

31-44 0 7

45- 45+ 0 5

Toplam 1 35

4.1. PCR-RFLP Bulgulan
4.1.1. Beta- Giardin Geninin 753 bp’lik Uzun Parc¢asinin PCR ile Cogaltilmasi

Mikroskobik inceleme sonucu G. intestinalis pozitif saptanan disk1 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapildi. G7 ve G759 primerleri kullanilarak Beta Giardin gen bolgesinin 753
bp’lik uzun pargasi PCR ile ¢ogaltildi. PCR iiriinleri jel elektroforezde yiiriitiildii, UV altinda
goriintiilendi ve 36 hastada 753 bp’lik bant goriilmiistiir (Sekil 4.1).

800 bp <

753 bp

700 bp

Sekil 4.1. Beta giardin gen bolgesinin 753 bp’lik uzun pargasinin jel goriintiisii M:
Marker, PK: Pozitif Kontrol, 1-5: Pozitif Hastalar NK: Negatif Kontrol
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4.1.2. Beta Giardin Gen Bélgesinin 753 bp’lik Uzun Parcasinin PCR-RFLP’si

G7 ve G759 primerleri kullanilarak Beta giardin gen bolgesinin uzun pargasi PCR ile
cogaltildi. PCR {irtinii Haelll (BsuRI) restriksiyon enzimi ile 37°C’de 4 saat bekletip
kesilerek RFLP yontemi uygulandi. Elde edilen RFLP iiriinler %3’luk agaroz jelde 90 voltta
40 dk. ytiriitiildii ve UV altinda goriintiilendi. Haelll (BsuRI) restriksiyon enzimi ile A, B ve
E genotipi belirlenmektedir. A genotipinde; 202, 201, 150, 126, 74 bp biiyiikliiklerinde, B
genotipinde; 202, 176, 150, 117, 84, 24 bp biiyiikliiklerinde ve E genotipinde; 202, 186, 150,
102, 74, 24 ve 15 bp biiyiikliiklerinde bantlar goriilmektedir.

~ g
N
o
-y
e
g
e
End
—
-

Sekil 4.2. Beta Giardin gen bolgesinin 753 bp’lik uzun pargasinin RFLP jel goriintiisii
M: Marker, PK: Pozitif Kontrol, 1-9: Pozitif Hastalar NK: Negatif Kontrol

Calismada yaptigimiz PCR-RFLP sonucunda 7 hastada A genotipi 29 hastada ise B genotipi
saptand1 (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. PCR-RFLP ‘de elde edilen genotipler

Genotip Olgu Sayisi Yiizde (%)
A Genotipi 7 19,4
B Genotipi 29 80,6
Toplam 36 100

Kadin hastalarin 2’nde A, 10’unda B Genotipi, erkek hastalarin 5’nde A, 19’unda B
Genotipi saptanmistir (p>0,05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. PCR-RFLP’de elde edilen genotiplerin cinsiyet ile dagilimi

Cinsiyet A Genotipi B Genotipi
Kadin 2 10
Erkek 5 19
Toplam 7 29

PCR-RFLP sonucunda elde edilen genotiplerin yasa gore dagilimi Tablo 4.10°da
gosterilmistir (p>0,05).

Tablo 4.10. PCR-RFLP’de elde edilen genotiplerin yas ile dagilimi

Yas A Genotipi B Genotipi
0-10 0 3

11-17 3 6

18-30 3 9

31-44 0 7

45- 45+ 1 4

Toplam 7 29

Giardiasis hastalarin, tanis1 ve hangi genotipin goriildiigi tablo 4.11°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.11. Giardiasis hastalarin tanisi ile genotip dagilimi

Genotip A Genotip B

Karmn Agrisi 2 8
Ishal 1 0
Karimn Agrisi ve Ishal 1 8
Bulanti ve Kusma 1 4
Vitamin B12 Eksikligi 0 2
Dermatolojik Problemler 0 2
Bilyiime ve Gelisme

Problemleri 0 1
Endokrin Bozukluklar 1 0
Bas Agrisi 0 1
Enfeksiyon Hastahiklar: 0 1
Bobrek Yetmezligi 0 1
Lenfoid Losemi 0 1
Asemptomatik 1 0
Toplam 7 29

Giardiasis hastalarin, klinik belirtileri ile hangi genotipin goriildiigi tablo 4.12°de

gosterilmistir (p>0,05).

Tablo 4.12. Giardiasis hastalarinin klinik belirtisi ile genotiplerinin dagilimi

Klinik Belirti A Genotipi B Genotipi
Asemptomatik 1 0
Semptomatik 6 29
Toplam 7 29
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5. TARTISMA

Giardiasis, en etkin enterik protozooal enfeksiyonlar igerisinde diinyanin her yerinde
yaygin olup Asya, Afrika ve Latin Amerika gibi gelismekte olan iilkelerde sik
goriilmektedir. G. intestinalis, list ince bagirsagi kolonize eden ve epitellere yapisan kamgili
bir protozoondur, semptomatik klinik belirtileri arasinda istahsizlik, bulanti, gaz, ishal veya
yagl digski, karin kramplart ve kilo kaybi yer alirken, bir¢ok Giardia enfeksiyonu
asemptomatik seyretmektedir (Fathi et al., 2020).

Tirkiye’de G. intestinalis ile yapilan ¢alismalar incelendiginde farkli bolgelerde G.
intestinalis 'in %0,8 ile % 54,8 arasinda degisen oranlarda oldugu séylenmektedir (Karadam

et al., 2016). Ulkemizde esitli illerde yapilan calismalar Tablo 5.1."de gdsterilmistir.

Tablo 5.1. Giardia intestinalis'in prevalans sonuglari

Referans IL SONUC (%)
(Celik et al., 2006) Malatya 26,3
(Diizyol et al., 2012) Manisa 1,96
(Dogan et al., 2008) Eskisehir 18,8
(Alver et al., 2012 Bursa 38,8
(Tanriverdi et al., 2017) Samsun 48,17
(Kaya et al., 2014) Isparta 1,66
(Ulusan et al., 2019) [zmir 3,9
(Baymdir & Yetik,
2019) 114
(Uyar et al., 2014) Kayseri 1,17
(Oncel, 2018) Sanlurfa 5,7
(Cigek et al., 2013) Rize 0,30
(Culha & Giilkan, Hatay 18,1
2011)
(Degirmenci et al., Sivas 3,7
2007)
(Uzun et al., 2004) Diyarbakir 30,82
(Bayram, 2013) Van 4,7
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Tablo 5.1. Giardia intestinalis’in Prevalans Caligmasi (Devam)

Referans iL SONUC (%)
(Tamer et al., 2008) Kocaeli 24,95
(Giilmez et al., Ankara 18,9
2013)
(Polat et al., 2020) Istanbul 17,6

Diinyadaki ¢alismalara baktigimizda giardiasis prevalansi: Tayland'da, farkli
popiilasyonlarda ve bolgelerde % 0,4- %37,7 arasinda (Pintong et al., 2020), Hollanda'da
orneklenen popiilasyona bagli olarak % 2 ila %14 arasinda (Homan & Mank, 2001), Iran'm
farkli bolgelerinde %1,2 ila %38'e arasinda (Hooshyar et al., 2019), Bulgaristan’da ise
ortalama % 0,34 oldugu bildirilmistir (Rainova et al., 2018).

Diskida bulunan bakteri, mantar, mukus, lipit, safra tuzlari, polisakkaritler inhibitor
etkileri nedeniyle PCR’da negatif sonuglarin alinmasina sebep olmaktadir. Babaei ve ark. iki
farkli yontemi karsilastirarak yaptiklart DNA izolasyonu ¢alismasinda QIAamp Stool Mini
kiti ile DNA ekstraksiyonunun daha etkili bir protokol oldugunu bildirmislerdir (Babaei et
al., 2011). Bizde ¢alismamizda QIAamp Fast DNA Stool Mini Kiti kullanarak basarili bir
sekilde 36 diski 6rneginden DNA izolasyonu yaptik.

G. intestinalis’in A ile H arasinda olmak iizere 8 genotopi bulunmaktadir (Fink &
Singer, 2017). Genotip A ve B; insan ve gesitli memeli canlilarda bulunurken genotip C;
kopek, kanguru sigir, domuz genotip D; kopek, kanguru, sigir genotip E; ¢iftlik
hayvanlarinda genotip F; kedi, domuz genotip G; sigan, fare; genotip H; Fok ve martilarda
bulunmaktadir (Heyworth, 2016). Biz ¢alismamizda insanlarda en ¢ok G. intestinalis’in A

ve B genotipleri goriildiigii icin A ve B genotiplerini aragtirdik.

G. intestinalis’in genotipik tayininde; kiigiik alt birim (SSU) rRNA, glutamat
dehidrojenaz (gdh) , trioz fosfat izomeraz (tpi) , uzama faktorii 1 alfa (efl a), B-giardin(bg),
varyant ylizey protein (vsp) genlerin dizi analizleri yapilmaktadir (Yaoyu & Xiao, 2011).
Biz ¢alismamizda B-giardin (bg) gen bdlgesinin 753 bp’lik uzun pargasini PCR ile ¢ogalttik.
PCR iiriiniinii Haelll (BsuRl) restriksiyon enzimi ile keserek UV altinda goriintiileyerek

RFLP yontemini uyguladik.
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Tiirkiye’de G. intestinalis genotiplerinin molekiiler yontemlerle arastirildigi ilk ¢aligma
2004 yilinda Aydin ve arkadaglari tarafindan Ankara’da yapilmistir. Yapilan ¢alismada,
mikroskobik inceleme sonucunda G. intestinalis pozitif saptanan 20 semptomatik ve 24
asemptomatik toplam 44 hastaya ait diski, 6 semptomatik, 6 asemptomatik 12 duodenal
aspirasyon ornekleri olmak iizere toplam 56 hasta &rnegi ile calismislardir. Orneklerden
DNA izole edilmis, tpi gen bolgesi PCR-RFLP yontemi ile arastirilmistir. Semptomatik
hastalarin digk1 oOrneklerinin 17°1 (%85) A genotipi, asemptomatik hastalarin diski
orneklerinin 22’si (%92) B genotipi olarak kaydedilmistir. Duodenal aspirat 6rneklerinden
semptomatik hastalarin 5’nde A genotipi, asemptomatik vakalarin 5’nde B genotipi
saptanmistir. Sonug olarak A genotipi ishal ile iligkilendirilirken B genotipi asemptomatik
hastalar ile iliskilendirilmistir (Aydin et al., 2004). Biz ¢alismamizda, nativ Lugol ve formol
etil-asetat ¢oktiirme yontemi ile mikroskobik olarak G. intestinalis pozitif buldugumuz 36
hastanin disk1 drnekleri ile ¢alistik. Orneklerden DNA izole ederek Beta giardin gen
bolgesine PCR-RFLP yontemi uyguladik. PCR-RFLP iiriinleri UV altinda goriintiiledik.
Hastalarin 29’nda B genotipi (%80,4) 7°nde ise A genotipi (%19,6) oldugu saptadik.
Semptomatik hastalarin 29°nda B genotip, 6’'nda A genotipi, asemptomatik hastada ise A
genotipi bulduk.

Kigiik ve ark.’nin 2009 yilinda yaptigi caligmada; Tekirdag Merkez Devlet
Hastanesi’nde mikroskobi incelemesi sonucunda pozitif bulduklari 26 G. intestinalis pozitif
ve 64 giardiasis siipheli toplam 90 hastanin digki Ornekleriyle calismislardir. Digki
orneklerinde DNA izolasyonu yapilmis Nested PCR ile dogrulanmis ve 27 6rnek pozitip
saptanmigtir. Pozitif bulunan PCR iiriinleri Healll restriksiyon enzimi ile kesilerek SDS-
PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Orneklerin 15’ nde A genotipi, 10’unda B ve E genotipi 2’nde ise
B genotipi olarak kaydedilmistir (Kiigiik et al., 2019).

Ertug ve ark.’nin 2011-14 yillar1 arasinda Adnan Menderes Universitesi Parazitoloji
laboratuvarinda, mikroskobi incelemeleri sonucunda, G. intestinalis pozitif saptanan 40
disk1 6rnegi ile ¢alismislardir. Digkilardan DNA izole edilmis 16S rRNA gen bolgesi ve Beta
Giardin gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR firiinleri jel elektroforezde yiiriiltiilerek
goriintiilenmis ve PCR firiinleri sekanslatilmistir. Sekanslama sonucunda 40 izolatdan 10
tanesinin genotipi belirlenmis; 3’nde Al genotipi, 3’nde A2 genotipi, 2’nde A3 genotipi ve
2’nde B genotipi saptanmustir (Ertug et al., 2016).
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Demirci ve ark.’nin 2016-18 yillar1 arasinda yapmis olduklart ¢alismada giardiasis
stipheli olan hastalarin digkilarint mikroskobi yontemi ile incelenmislerdir. G. intestinalis
pozitif saptadiklar1 50 hastanin diskilarindan DNA izole etmislerdir. Real Time PCR ile
hastalarin 28’nde A genotipi, 17°nde B genotipi ve 5’nde A+B genotipi bulunmustur.
(Demirci et al., 2018).

Vurupalmaz ve ark.’nin yapmus olduklar1 ¢alismada Harran Universitesi Arastirma
Hastanesi Parazitoloji Laboratuvar’ina bagvuran giardiasis On tanili hastalarin diski
orneklerini nativ-Lugol ve ¢oklastirma yontemi (Modifiye Ritchie) ile mikroskopta
incelemislerdi. G. intestinalis pozitif bulunan 69 semptomatik ve 6 asemptomatik toplam 75
hastanin digk1 6rneginden QlAamp DNA Mini Stool Kit (QIAGEN GmbH 40724 Hilden)
kullanilarak DNA izolasyonu yapmuslardir. TPI gen bolgesine PCR-RFLP yontemini
uygulamislar ve kapiller jel elektroforez ile goriintiilemislerdir. Semptomatik hastalarin
67’sinde A genotipi 2’nde B genotipi, 6 asemptomatik hastada ise B genotipi oldugu
kaydedilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Vurupalmaz ve arkadaslar1 incelenen olgu
sayisinda semptomatik hastalarla genotip A’nin anlamhi olarak fazla oldugunu,
asemptamatik hastalikla genotip B’nin iliskili oldugunu saptamislardir. (Vurupalmaz &
Oter, 2016).

Sivas’ta Degerli ve ark. yapmis olduklar1 ¢calismada Mayis 2003 ve Eyliil 2005 yillar
arasinda 10 diski, 3 eksitasyon sonrasi(kiiltiirden) ve 4 duodenal aspirasyon ornegi olmak
lizere toplam 17 G. intestinalis trofozoiti ile calismislardir. Orneklerden DNA izolasyonu
yapilmus, tpi ve gdh gen bolgelerine PCR-RFLP yéntemini uygulanmuslardir. Orneklerin
9’unda A genotipi (%53), 4’nde B genotipi (%23,5) ve 4’u (%23)5) ise
degerlendirilememistir (Degerli et al., 2012).

Tamer ve ark.’nm 2013-14 yillar1 arasinda Kocaeli Universite Hastanesinin Parazitoloji
laboratuvarinda; 145 cocuk hastanin digkilarini mikroskobi yontemi ile incelemis ve 34
cocuk hastanin digki 6rneklerinden DNA izolasyonu yapmislardir. Beta giardin gen bolgesi
PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri jel elektroforezde yiiriitiilerek goriintiilemis
ve 22 ¢ocuk hastanin PCR iiriinlerinden sekans analizi yapmiglardir. Cocuk hasta diskilarin
11°nde A genotipi (%50), 7°nde B genotipi (%31,8) ve 4’nde A+B genotipi (%18,2) tespit
edilmistir Bu ¢alismanin sonucundan Sonmez ve arkadaglar1 yas ile AB genotipi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski oldugunu, genotip ile semptomlar ve Kklinik enfeksiyon

arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkinin olmadigini saptanmistir (Tamer et al., 2015).
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Biz galismamizda 2020 yilinda Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin
Mikrobiyoloji laboratuvarina parazit siiphesi ile gonderilen 1356 hastanin diskilari nativ
Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yontemi ile incelemis ve giardiasis tanisi alan 36
hastanin digki 6rneklerinden DNA izole edilmistir. Beta giardin gen bolgesinin 753 bp’lik
uzun pargasi PCR ile ¢ogaltilmis, PCR tirtinleri Haelll restriksiyon enzimi ile kesilerek
RFLP yontemi yapilmistir ve kesilen triinler UV altinda goriintiilenmistir. Calismamiza
katilan ¢ocuk hastalarin 9’unda B genotipi 3’tinde A genotipi, yetiskin hastalarin 4’iinde A
genotipi 20’sinde B genotipi oldugu bulunmustur. Calismamizda herhangi bir yas

kisitlamasi1 yapilmamustir.

Djelfa (Cezayir)’da Rebih ve ark. 3 okulda yaslar1 6-11 arasinda degisen 355 diski
ornegi toplamuslar, Lugol yontemi ile mikroskopta incelemisler ve 30 ¢ocugun G. intestinalis
ile enfekte oldugunu saptamiglardir. Digkilardan DNA, QIAamp DNA diski mini kitini
kullanilarak izole edilmistir. Diski oOrneklerin 28’nde Beta giardin gen bolgesinin
amplifikasyonunu gergeklestirilirken 2’nde amplifikasyon gergeklestirilememistir. PCR’da
20 digkir 6rneginde giiglii bant saptandigindan 20 6rnege PCR-RFLP yontemi uygulanmis,
16°nda genotip A, 4’nde genotip B oldugu kaydedilmistir (Rebih et al., 2020).

Sam’da (Suriye) yapilan bir ¢aligmada Skhal ve ark. 3 farkli hastanenin dahiliye
klinigine bagvuran 40 hastadan digk1 6rnegi toplamislar ve Lugollu preparat hazirlayarak 1g1k
mikroskobunda incelemislerdir. Hastalarin 25’1 4 ay-10 yas, 11’1 11-15 yas ve 4’1 16 yas ve
tizerindedir. Tiim pozitif 6rneklerden DNA izole edilerek Beta giardin gen bolgesine PCR-
RFLP yontemini uygulamiglardir. Hastalarin 27 (67.5%)’nde A genotipi, 4’nde (10%) B
genotipi ve 9°nda (22.5%) A+B genotipi oldugu kaydedilmistir (Skhal, Aboualchamat, & Al
Nahhas, 2016).

Balcioglu ve ark. Manisa yéresinden Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali laboratuvarina gelen Giardia lamblia pozitif olan 63 hastanin diski
orneklerinde DNA izolasyonu yapmislardir. Tpi gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis, 54 disk
ornegine RFLP yontemini uygulamislardir. RFLP uygulanan 54 6rnegin 38’nde (%70,37) A
genotipi 16°’nda (%29,63) B genotipi saptanmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda Balcioglu
ve arkadaslar1 kadin hasta sayisinin B genotipinde anlamli diizeyde daha fazla oldugu, ayrica
hastalarda birlikte bulunan karin agrisi ve ishal yakinmasi ile G. lamblia B genotipi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugunu saptanmislardir (Balcioglu et al., 2012).
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Calismamizda Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran ve
parazit siiphesi ile Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen 1356 hastanin disk1 6rnekleri
ilk 6nce nativ Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yontemi ile mikroskobik olarak incelendi.
Giardiasis tanis1 alan 36 6rnekte DNA izole edildi, izole edilen DNA’lardan Beta giardin
gen bolgesinin 753 bp’lik uzun pargasina PCR-PFLP yo6ntemi uygulandi. Bu uygulama
sonucunda orneklerin 29°nda B genotipi (%80,4) 7°nde A genotipi (%19,6) saptandi.

Suudi Arabistan (Al- Asha)’da yapilan bir galismada Muhammed, yaslar1 6-12 arasinda
degisen 1500 ilkokula giden ¢ocuk diski 6rneklerini toplamig, Lugol ve formol etil asetat
¢oktlirme yontemi ile 151k mikroskobunda incelemistir. Digki 6rneklerinde tek patojen olarak
G. intestinalis kist / trofozoitleri saptanan 97 ¢ocuktan sadece 40'1 galismaya alinmigtir. Digki
orneklerin 12°nde Al genotipi (%30), 11’nde A2 genotipi (%27,5) 15°’nde B genotipi
(%37,5), 2’nde (%5) Al, A2 ve B genotipinin varligi tespit edilmistir. Semptomlarla
iliskisine bakildiginda ise Al genotipinin 4’u (%16,7) semptomatik, 8’1 (%50)
asemptomatiktir, All genotipinin 3’u (%12,5) semptomatik, 8’i (%50) asemptomatik, B
genotipinin 15 (%62,5)’i semptomatik oldugunu bildirilmistir (Mohammed, 2011).

Bahia (Brezilya)’da yapilan bir ¢alismada Pacheco ve ark. 2020 yilinda iki giindiiz
bakim merkezinden toplam 71 ve Bahia Federal Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Klinik
Analiz laboratuvarmdan 39 olmak iizere 110 Giardia duodenalis pozitif diski 6rnegi ile
calistlmiglardir. Digki 6rneklerinden QlAamp DNA Stool Mini Kit ile DNA izolasyonu
yapilmis, Beta giardin ve GDH gen bolgesi PCR ile g¢ogaltilmis ve RFLP yontemini
uygulamiglardir. Digki 6rneklerinin 80’1 genotiplendirilmis, 62°’nde A genotipi (%72,5),
18’nde B genotipi (%22,5) olarak kaydedilmistir (Pacheco et al., 2020).

Kathmandu (Nepal)’da Singh ve ark. Tribhuvan Universitesi Egitim Hastanesi ve
Chhauni Askeri Hastanesinden 12 yasindan biiyiik, ishal ve gastointestinal sikayetleri
bulunan, 1096 hasta digk1 6rnegi ile calismiglardir. Diski 6rnekleri nativ Lugol yontemi ile
mikroskopta incelenmis ve 45 hastada G. intestinalis pozitif saptamislardir. Digkilardan
DNA, QIAamp DNA Diski Mini Kiti kullanilarak izole edilmistir. Mikroskobi incelemesi
sonucunda pozitif bulunan G. intestinalis’i dogrulamak i¢in 18S rRNA gen bolgesi gergek
zamanli PCR ile ¢alisilmig ve 35 hastada G. intestinalis pozitif saptanmistir. Pozitif saptanan
hastalarin PCR iiriinlerine RFLP yontemini uygulanmigtir. Hastalarin 7°’nde A genotipi
(%20), 26’nda B genotipi (%74) ve 2’nda A+B genotipi (%6) oldugu kaydedilmistir (Singh
et al.,, 2009). Biz Giardia intestinalis pozitif 36 diskidan DNA izolasyonu yaparak Beta
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giardin gen bdlgesinin 753 bp’lik uzun parcasint PCR- RFLP yontemini uyguladik.
Diskilarin 29°nda B genotipi (%80,4) 7’ inde A genotipi (%19,6) oldugunu saptadik.

Sam’da (Suriye) yapilan bir diger calismada Skhal ve ark. 3 hastaneden aldiklari
semptomatik Giardiasis’li 40 hastanin diski 6rneklerini Lugol yontemi ile mikroskopta
incelemislerdir. Digkilardan DNA izolasyonu yapilmis, izole edilen DNA’lardan Beta
giardin ve gdh gen bolgesine PCR-RFLP yontemini uygulamislardir. Hasta digkilarin 18’nde
A2 genotipi (%45) 8’nde A1l genotipi (%20), 5’nde B4 genotipi (%12,5), 2’nde B3 genotipi
(%5), 4’nde B3+B4 genotipi (%10), 2’nde A2+B3 genotipi (%5) ve 1’nde A1+B4 genotipi
(%1) oldugunu kaydetmislerdir (Skhal, Aboualchamat, Al Mariri, et al., 2016).

Etiyop’da yapilan bir ¢aligmada Gelanew ve ark. Black Lion Hastanesi, Jimma
Hastanesi, giindiiz bakim merkezi ve kirsal alanlarda yasayan insanlarin digki 6rneklerinde,
yaptiklart mikroskobik incelemede 80 diskida G. intestinalis kist benzeri goriintii
saptamiglardir. G. intestinalis kisti oldugu diisiiniilen 80 digki Fast DNA Extraction Kiti
(Qiagen) kullanilarak DNA izolasyon isleminden sonra PCR uygulanmis olup 59 6rnekte G.
intestinalis pozitif bulunmustur. PCR’ da pozitif saptanan 59 6rnegin Beta giardin gen
bolgesine PCR-RFLP ydntemi uygulanmiglardir. Incelenen 59 diskinin 31°nde (%52) A
genotipi, 13’nde (%22) B genotipi, 7’nde A+F genotipi, 8’'nde A+B genotipi tespit
edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Gelanew ve ark. semptom varligi ile genotip B arasinda

giiclii bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir (Gelanew et al., 2007).

Bir baska ¢alismada ise Puebla ve ark. Havana (Kiiba) William Soler Pediatrik Egitim
Hastanesine gelen 286 g¢ocuk hastanin digki 6rneklerinde Lugol ve formol etil asetat
coktiirme yontemlerini kullanarak yaptiklart mikroskobik incelemede 27 diskida G.
intestinalis pozitif saptamislardir. Pozitif saptadiklar1 27 diskidan DNA izolasyonu yapilmis,
Beta giardin gen bolgesine PCR-RFLP yontemini uygulamiglardir. Pozitif bulunan diskilarin
19°nda B genotipi (%70,4) 8'nde A genotipi (%29,6) oldugunu kaydedilmistir (Puebla et al.,
2016).

Hindistan’in Chandigard eyaletinde Thakur ve ark. Agustos-Aralik 2019 tarihleri
arasinda PGIMER, Chandigarh Tibbi Parazitoloji Bolimii Rutin Laboratuvarinda,
mikroskobik olarak inceleyerek 40 pozitif G. intestinalis diski 6rnegi toplamiglardir. Digk1
orneklerinden DNA, QIAmp Fast DNA Stool Mini Kiti ile izole edilmis ve GDH (GLUD1)
gen bolgesine PCR kurulmustur. Digki 6rneklerin 32’si basarili bir sekilde ampifiye edilmis

83



ve sekanslanmigtir. Calisma sonucunda Thakur ve ark. diski 6rneklerinin 27 (%84,37)’nde

B genotipi, 5 (%15,6)’nde A genotipi oldugunu saptamiglardir (Thakur et al., 2021).

Calismamizda Kocaeli Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Cocuk
Hastaliklar1 ve Sagligi, Dahiliye, Gastroenteroloji, Hematoloji, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Mikrobiyoloji, Dermatoloji, Aile Hekimligi, Noroloji, Nefroloji, Psikiyatri, Anestezi,
Romatoloji, Kardiyoloji, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, Uroloji, Endokrinoloji ve Diyabet,
Onkoloji, Kalp ve Damar Cerrahisi kliniklerinden Mikrobiyoloji Laboratuvarina Subat-
Aralik 2020 tarihleri arasinda gonderilen 1356 parazit siipheli digk1 6rneklerinden giardiasis
stipheli olgulardan 3 giin st tiste digk1 alinip nativ Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme
yontemleri ile mikroskobik olarak incelenmistir. Giardiasis tanis1 konulan 36 hastanin disgki
ornekleri DNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Digki 6rneklerinden DNA,
QIAmp Fast DNA Stool Mini Kiti kullanilarak izole edilmistir. Beta giardin geninin 753
bp’lik uzun pargasi PCR ile ¢ogaltilmis ve PCR {irtinleri Healll (BsuRlI) restiriksiyon enzimi
ile kesilerek RFLP yontemi uygulanmistir. Giardiasis tanisi konulan 36 hastanin diski
orneklerinin 29’unda B genotipi (%80,4) 7’sinde A genotipi (%19,4) saptanmustir.

Tiirkiye’de G. intestinalis’in genotipi ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, A
genotipinin B genotipine gore daha ¢ok oldugu gézlemlenmistir. Biz yaptigimiz ¢aligmada
B genotipini, A genotipine gore daha fazla oldugunu saptadik. Giardiasis tanisi konulan
hastalarin, diski drnekleri topladigimiz, Kocaeli Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi merkezi konuma sahip bir hastanedir. Kocaeli disinda cevre illerden de (Istanbul,
Sakarya gibi) hasta kabulii yapmaktadir. Kocaeli saniye sehridir. Yaz mevsiminde; I¢
Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Dogu Anadolu Bélgelerinden Kocaeli iline mevsimsel isci
gocii olmaktadir. Kocaeli’ne gelen bu insanlar hastalandiklarinda Kocaeli Universitesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesinin klinik birimlerine basvurmaktadirlar. Yaptigimiz
calismada, Kocaeli ilinde Giardia intestinalis’in B genotipinin bu nedenle yogun oldugunu
diisiinmekteyiz. Genotipik degisiminin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in ¢alismanin belli

zaman araliklarinda ve daha fazla 6rnek toplanarak calismasi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesini Mikrobiyoloji Laboratuvarina
Subat-Aralik 2020 tarihleri arasinda parazit siiphesi ile gonderilen 1356 disk1 6rnegi nativ
Lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yontemi ile incelendi ve giardiasis tanisini konulan 36

hastanin diskisiyla galisildi.

Giardiasis hastalarin 7’nde A genotipi (%19,6) 29°nda B genotipi (%80,4) bulunmustur.

Calismada B genotipi baskin olarak bulunmustur.

Calismamizda buldugumuz sonuglar farkli {ilkelerde yapilan ¢alismalarin sonuglari ile
benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir ( Puebla et al., 2016; Singh et al., 2009; Thakur et al.,
2021).

PCR-RFLP yontemiyle yaptigimiz ¢alisma, 2013-14 yillar1 arasinda Tamer ve ark.’nin
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yaptigi, PCR ve
sonrasinda sekanslama ¢alismasi ile karsilastirildiginda; ayni1 bolge olmasina ragmen Tamer
ve ark.’nin buldugu sonuclara gore farklilik gostermektedir. Bolgesel olarak genotiplerde
degisimler olabilmektedir. Genotipik degisimlerin olup olmadiginin gézlemlenmesi igin bu

caligmalarin belli zaman araliklarinda tekrarlanmasi onerilmektedir.
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