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Giardia intestinalis su ve gida kaynakl salginlara neden olabilen, insanlarda sik goriilen bir protozoon-
dur. Diinyada ve Tiirkiye’de 6nemli bir halk saghgi sorunu olusturmaktadir. G.intestinalis'in epidemiyolo-
jisi, genetik popiilasyonu ve taksonomisini belirlemede molekiiler teknikler yaygin olarak kullaniimaktadir.
G.intestinalis'in insanlarda genotip A ve genotip B olmak lizere iki genotipi bulunmaktadir. Bu calismanin
amaci; insanlardan elde edilen G.intestinalis izolatlarinin molekiiler yontemlerle analizidir. Calismaya,
Eyliil 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve
Edirne Devlet Hastanesine basvuran kisilerin (30 erkek, 9 kadin; yas araligi: 1-74 yil, ortanca yas: 20)
diskilarindan elde edilen 39 izolat alinmistir. Hem nativ hem de lugol yontemiyle mikroskobik olarak ince-
lenen her 6rnekte, x400'ltk bliylitmede en az 50 alan taranarak ortalama kist sayisi saptanmistir. Daha
sonra ornekler, iimige dayall izotermal ¢ogaltma yontemi (LAMP) ile uzama faktorii-1 alfa (EF-1a) gen
bdlgesi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile de beta-giardin (bg) gen bdlgesinin varligi yoniinden
analiz edilmis; ayrica bg geninin dizi analizi yapiimistir. Otuz dokuz 6rnegin 32'sinde (%82) LAMP yon-
temiyle, 19’unda ise (%48.7) PCR ile, sirasiyla EF-Ta ve bg pozitifligi saptanmistir. Genotiplendirmenin
yapilabildigi 17 6rnegin dokuzu genotip A, sekizi genotip B olarak belirlenmis; alt genotipler olarak A2
(n=6), A3 (n=3), B2 (n=6), B3 (n=1) ve B4 (n= 1) tanimlanmistir. Semptomatik 21 olgunun tiplendiri-
lebilen sekiz izolatinda genotip B (n= 5)’nin, asemptomatik 18 olgunun tiplendirilebilen dokuz izolatinda
ise genotip A (n= 6)'nin daha fazla gorildigu izlenmistir. Semptomatik ya da asemptomatik olgular
arasinda genotipler acisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p= 0.347). PCR pozitiflik
orani, kist yogunlugu yiiksek ve distik olan olgular arasinda anlamli fark géstermistir (p= 0.0001). Sonug
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olarak, LAMP ve PCR gibi molekiler yontemlerin kullaniimasi, ortaya cikabilecek salginlarin analizinde yol
gosterici olacaktir. Ayrica bélgemizdeki G.intestinalis alt tip tanimlamasinin, global epidemiyolojik verilere
katkida bulunacagi distinilmektedir.

Anahtar sozciikler: Giardia intestinalis; LAMP; genotip; epidemiyoloji; Trakya.

ABSTRACT

Giardia intestinalis is a common protozoon that infects humans and may cause water and food-borne
outbreaks. It is regarded as a major public health problem worldwide and in Turkey as well. Molecular
techniques are widely used to determine the epidemiology, genetic populations and taxonomy of
G.intestinalis. 1t has two genotypes including genotype A and genotype B in humans. The purpose of
the present study is to implement the molecular analysis and genotyping of the isolates of G.intestinalis
obtained from human stool samples. A total of 39 isolates obtained from the stool samples of persons (30
male, 9 female; age range: 1-74 years, median age: 20) who have admitted to Trakya University Medical
Research and Practice Health Center and Edirne State Hospital between September 2011- April 2013 were
included in the study. The average number of cysts were identified both with native and lugol methods
among all microscopically detected samples by screening at least 50 field with x400 magnification. The
samples were then analyzed through loop-mediated isothermal amplification method (LAMP) for the
presence of elongation factor-1 alpha (EF-10;) gene, and polymerase chain reaction (PCR) method for the
presence of beta-giardin (bg) gene regions. In addition, sequence analysis of bg gene was performed. Of
39 samples, 32 (82%) and 19 (48.7%) were found to be positive for G.intestinalis EF-Ta. and bg genes
by LAMP and PCR methods, respectively. Genotyping was implemented in 17 out of 19 samples yielding
nine genotype A and eight genotype B strains. The sub-genotypes of these strains were identified as A2
(n=6), A3 (n= 3), B2 (n= 6), B3 (n= 1) and B4 (n=1). In eight isolates that could be typed among 21
symptomatic patients, genotype B (n=5) and in nine isolates that could be typed among 18 asymptomatic
patients, genotype A (n= 6) were more frequently observed. There was no significant association between
symptomatic or asymptomatic status and genotypic patterns of the cases (p= 0.347). The PCR positivity
rate showed a significant difference between patients with higher cyst density and lower cyst density (p=
0.0001). In conclusion, molecular methods such as LAMP and PCR might have the potential to provide a
substantial guidance for the analysis of outbreaks. In addition, the determined subtypes of G.intestinalis in
our region is expected to contribute to the global epidemiological data.

Keywords: Giardia intestinalis; LAMP; genotype; epidemiology; Turkey.

GiRis

Giardia cinsi; insanlari, evcil ve vahsi hayvanlari etkileyen, yaygin olarak gorilen bir ba-
girsak parazitidir. Giardia intestinalis insanda hastalik yapan tek Giardia tirudur, diger tir-
leri evcil hayvanlarda, ciftlik hayvanlarinda ve yabani hayvanlarda bulunur'. G.intestinalis
gorulme sikhgi tlkelere gore degiskenlik gostermekte ve cevresel hijyenin distk oldugu
bélgelerde daha yiiksek oranda gériilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tahmin-
lerine gore, diinyada 200 milyon kisi semptomatik giardiyaz hastasidir ve her yil 500.000
yeni olgu eklenmektedir?. 2010 yili rakamlarina gére farkl Avrupa (lkelerinden bildirilen
olgu sayisi 17.130 olup, 0-4 yasta en yiiksek oranda rapor edilmistir>. Tiirkiye’de gériilme
sikhgr ise, sosyoekonomik kosullara bagh olarak degisiklik gostermekte olup, 2010 yili
verilerine gére olgu sayisi 14.605 ve insidans yiiz binde 20.07’dir*.
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G.intestinalis'in epidemiyolojisini, genetik populasyonunu ve taksonomisini belirleme-
de molekdiler teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir. G.intestinalis’in genotiplendirilmesi
cogunlukla; 16S ribozomal DNA, kiiclk alt tinite ribozomal RNA, beta-giardin, glutamat
dehidrogenaz, uzama faktori 1-alfa, trioz fosfat izomeraz, GLORF-C4 geni ve inter-geno-
mik rRNA spacer gen bélgesinin ¢cogaltiimasina ve analizine dayanmaktadir. Bu gen bol-
gelerine bagl olarak PCR porzitiflik oranlar oldukca degiskenlik gostermektedir. Genetik
calismalar sonucunda bilinen pek ¢ok G.intestinalis genotipi olmasina ragmen insanlarda
genotip A ve B olarak iki ana genetik grup bulunmaktadir>~’.

Ulkemizde paraziter hastaliklarin prevalansi ile ilgili pek cok calisma bulunmaktadir.
Ancak G.intestinalis’in genotiplendirilmesi konusunda yapilmis sinirli sayida ¢calisma mev-
cuttur®12, G.intestinalis suslarinin molekiiler analizi konusunda Edirne ilinde ve Trakya
Bolgesi‘'nde daha once hi¢ calisma yapilmamistir. Bu calisma ile, bolgemizde bulunan
G.intestinalis izolatlari hakkinda bilgi sahibi olmak, G.intestinalis genotiplerini belirlemek
ve bu alanda yapilan toplum saghgr calismalarina katki saglanmak hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Trakya Universitesi Tip Fakdiltesi Etik Kurulu onayi alinarak, Trakya Univer-
sitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Ornekler, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi ile
Edirne Devlet Hastanesinden Eyliil 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda toplandi. Digkida
G.intestinalis kist ve/veya trofozoit pozitif bulunan 39 6rnek calismaya alindi. Hem nativ
hem de lugol yontemiyle mikroskobik olarak incelenen her 6rnekte, x400°liik biiyitmede
en az 50 alan taranarak ortalama kist sayisi saptandi. Her alanda ortalama 1’den az kist
olmasi (+), 1-3 kist olmasi (++) ve 3’ten fazla kist gortlmesi (+++) olarak kaydedildi.

DNA izolasyonu

Molekdler calismalar icin ilk 17 6rnekte kistlerin saflastiriimasinda Volotao ve arkadas-
larinin®® tanimladigi yéntem modifiye edilerek kullanildi. Ornekler en fazla 5 gr olacak
sekilde 15 ml distile su ile dort katl gazli bezden gecirildi. Gazl bezin tzerinde kalan kaba
materyal atildi. Elde edilen filtrat 400xg’de 10 dk santrifiij edildi; tst kismi atildi. Kalan
2-3 ml 6rnegin tzerine 12-13 ml distile su eklendi. Tekrar 400xg’de 10 dk santrifij edil-
di. Diski ile distile su arasindaki bolgeden kistler izole edilerek, 2 ml’lik ependorf tiipiine
konuldu. Ornekler calisiincaya -20°C’de saklandi. Diger 22 érnekte ise diskidan direkt
DNA izolasyonu yapildi.

Orneklerden DNA izolasyonu, QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen Almanya) kulla-
nilarak minér modifikasyonlar ile yapildi. Diski 6rneginden 2-3 gr tartildi. Diski agirhg
2 gr'dan az olanlarin tamami izolasyon icin kullanildi. 50 ml’lik falkon tiplne 1.5 gr 3
mm’lik steril cam boncuk konuldu. Uzerine 1000 ml tampon ASL eklendi. 15 dk vor-
tekslendi ve 10 dk kaynar suyun icinde bekletildi. Uzerine 400 ml tampon ASL eklendi.
Santrifljj cihazinda 600 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. 1.2 ml supernatan yeni bir mik-
rosantriflij tiplne aktarildi. Diger basamaklar uretici firmanin onerileri dogrultusunda
uygulandi. Elde edilen DNA miktari NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, ABD) cihazin-
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da 6lclildi. Ardindan 6rnekler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemi uygulanincaya
kadar -20°C’de saklandi.

LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) Yontemi

Uzama (elongation) faktoru-1 alfa (EF-1c)) gen bolgesinin gosterilmesi amaciyla, Lo-
opAMP Giardia Saptama Kiti (Eiken, Japonya) kullanildi; islemler Uretici firmanin onerisi
dogrultusunda yapildi. PCR’de pozitif kontrol olarak, kitin icinde bulunan G.intestinalis
DNA’si ve negatif kontrol olarak DNaz ve RNaz icermeyen saf su eklendi.

Beta-giardin (bg) Gen Boélgesinin PCR ile Cogaltilmasi ve Dizi Analizi

Elde edilen izolatlardaki bg gen bdlgesinin varliginin belirlenmesinde, Caccio ve ar-
kadaglarinin' tanimladigi PCR yéntemi uygulandi. Primer olarak F(G376): 5'-CATAAC-
GACGCCATCGCGGCTCTC AGGAA-3' ve R(G759): 5'-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAG
ACGAC-3’ kullanildi. Elde edilen PCR urtnleri elektroforez cihazinda 120 V 500 mA’de
bir saat yurituldu. Daha sonra jel, Biorad Universal Hood goriintiileme sisteminde UV
15191 altinda goruntulenerek bg (384 bp) gen bolgesi varligr gosterildi. Beta giardin gen
bolgesi ¢cogaltilan rnekler -20°C’de saklandi.

Dizi analizi icin, Refgen (Ankara, Tirkiye) firmasi tarafindan 6nce Clustal W yontemi
ile diziler siralandi. Sonra neighbour-joining yontemi ile filogenetik agac cizildi. Orneklerin
genotiplendirilmesi ise iontek (istanbul, Tiirkiye) firmasina yaptirildi. Referans dizileri; A1:
M36728.1, A2: AY072723, A3: AY072724, B1: AY072725, B2: AY072726, B3:AY072727,
B4: AY072728 seklinde olup, GenBank’tan saglandi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme, SPSS 2.0 istatistik programi kullanilarak yapildi. Olciilebi-
len verilerin normal dagilima uygunluklari tek 6rnek Kolmogorov Smirnov testi ile analiz
edildi; normal dagihm gostermeyen gruplar arasi kiyaslamalarda Kruskal Wallis varyans
analizi ve Mann Whitney U testi kullanildi. Niteliksel verilerde Yates dulizeltmeli Pearson
X2 testi ve Kolmogorov Smirnov iki érnek testi ve McNemar testi kullanildi. Tanimlayici
istatistikler olarak medyan (minimum-maksimum) degerleri verildi. Tim istatistikler icin
anlambilik sinin p< 0.05 olarak secildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 39 o6rnegin, 30'u (%76.9) erkek, 9'u (%23.1) ise kadin olgulara
aittir. Olgularin yas araligi 1-74 yil (ortanca yas: 20 yil) olup, 12 (%30.8) 6rnek ¢ocuk
yas grubundaki olgulardan alinmistir (Tablo I). Erkek cinsiyetin fazla olmasinin nedeni,
Edirne Devlet Hastanesinden gelen 18 (%46.1) pozitif 6rnegin, portdr muayenesi icin
gelen kisilere ait olmasindandir. Olgularin 30’u Edirne merkez ilcede ikamet etmektedir.

Istk mikroskobunda x400’liik biiylitmede yapilan alan taramasinda, ortalama kist sa-
yisina gore 22 oérnek (+), 11 érnek (++) ve 6 érnek (+++) olarak degerlendirilmistir. Or-
neklerden elde edilen DNA miktari 37.7 ile 477 ng/ul arasinda degismektedir (Tablo I).
Calisilan 6rneklerin %48.7'si (19/39) PCR ile bg geni; %82'si (32/39) de LAMP ile EF-Ta
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Tablo 1. Olgularin Demografik Ozellikleri, Mikroskobik ve Molekiiler Analiz Sonuglari
Olgu Kist DNA diizeyi LAMP PCR
no Yas-Cinsiyet Semptom yogunlugu (ng/pL) (EF-10)  (B-giardin) Genotip
1 26-E -) (+) 88.4 Neg
2 23-E ) (++) 281.3 Poz (+) A2
3 5-K +) (+) 63.1 Poz
4 7-E +) (++) 268.8 Poz +) B3
5 23-E -) +) 373.2 Poz
6 21-E -) (+) 158.7 Neg
7 10-E (+) (+) 75.6 Poz
8 33-E +) +) 58.7 Poz
9 21-E -) (+++) 88.1 Poz +) B4
10 21-E -) +) 56.3 Poz
11 22-E +) +) 79.2 Poz
12 3-E (+) (++) 74.3 Poz (+) B2
13 4-E +) (+++) 156.8 Poz +) A2
14 21-E -) (+) 59.1 Poz
15 65-K +) +) 63.4 Neg
16 13-E +) +) 106.2 Poz
17 4-E (+) (+) 37.7 Poz
18 18-E +) (++) 72.2 Poz +) B2
19 8-K +) (+) 80.6 Poz
20 1-K +) (+) 137.9 Poz
21 13-K +) (++) 152.7 Poz +) A2
22 13-E (+) (+) 68.2 Poz
23 6-K (+) (+) 80.3 Neg
24 20-E -) (+) 61.9 Poz
25 20-E -) (++) 137.2 Poz +) A2
26 20-E ©) (++) 113.6 Poz +) *
27 20-E -) (+++) 235 Poz +) A3
28 20-E ) (+++) 338 Poz (+) A3
29 20-E -) (++) 237 Poz +) A2
30 21-E ) (+++) 477 Poz (+) B2
31 30-K +) +) 395 Poz +) A3
32 21-E -) (+) 82.5 Neg
33 67-E +) +) 118.9 Neg
34 20-E (+) (+) 112.5 Poz +) *
35 17-K -) (+) 301.1 Neg
36 21-E ©)] (++) 107.6 Poz (+) B2
37 21-E -) (++) 2721 Poz +) A2
38 74-K (+) (+++) 326 Poz (+) B2
39 21-E +) (++) 291 Poz +) B2
* Genotiplendirme yapilamadi. E: Erkek; K: Kadin; Poz: Pozitif; Neg: Negatif.
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geni acisindan pozitif olarak saptanmistir. Pozitiflik oranlart McNemar ki kare analizi ile
karsilastinldiginda, EF-7a LAMP testindeki pozitiflik orani, anlaml olarak daha ytiksektir
(p= 0.0001). LAMP pozitif 32 6rnegin 19'unda bg gen bolgesi PCR ile cogaltilirken,
LAMP ile negatif bulunan 7 érnek ayni zamanda bg PCR ile de negatif bulunmustur.

PCR pozitifligi; kist saflastirmasi yapilarak -20°C’de, 0-6 ay stire ile saklanmig 6rnekler-
de %33.3 (3/9), 7-12 ay saklanan 6rneklerde ise %25 (2/8) oraninda saptanmistir. Taze
diskidan DNA izolasyonunun yapildigi 6rneklerde ise %63.6 (14/22) oraninda PCR ile bg
gen bolgesi cogaltilmistir.

Pozitiflik oranlari ile kist yogunlugu karsilastirildiginda; (++) ve (+++) yogunluktaki 17
ornegin tuminde EF-Ta ve bg gen bolgeleri pozitif olarak bulunmustur. Kist yogunlugu
disuk olan 22 ornekte ise EF-To 6rneklerin %68.2'sinde, bg ise orneklerin %9.1’'inde
pozitif olarak saptanmistir. Kist yogunluklari ile PCR pozitifli§gi arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunurken (p= 0.0001), LAMP pozitifligi arasinda anlaml bir fark tespit
edilmemistir (p= 0.078). DNA miktari bakimindan PCR pozitif olanlarla negatif olanlar
arasinda istatistiksel yonden anlaml bir fark olup, PCR pozitif 6rneklerin DNA miktari
daha yuksektir (p= 0.0001). DNA miktarlari ile LAMP testi sonuglari arasinda anlamli bir
fark saptanmamistir (p= 0.872).

G.intestinalis pozitif 39 6rnekten 19’unda (%48.7), 384 baz cift (bp)’lik bg gen bdlgesi
cogaltilmig ve orneklerin ancak 17’sinde genotiplendirme yapilabilmistir. Bu 6rneklerin
9'u genotip A, 8'i genotip B olup, alt genotipler olarak A2 (n= 6), A3 (n=3), B2 (n=6),
B3 (n=1) ve B4 (n=1) tanimlanmistir (Tablo I).

Calismamizda elde edilen 6rneklerin 21°i; karin agris, ishal, siskinlik ve yagli diskilama
gibi klinik belirti ve bulgulari bulunan, diski bakisinda pozitiflik saptanan olgulara aittir.
Diger 18 ornek ise, portor muayenesi sirasinda pozitif ¢ikan, herhangi bir klinik bul-
gusu olmayan asemptomatik kisilerden alinmustir (Tablo I). Genotiplendirilen 6rneklerin
8'i semptomatik ve 9'u asemptomatik olgulara aittir. Semptomatik olgularda genotip B
(%62.5), asemptomatik olgularda ise genotip A (%66.7)'nin daha yaygin oldugu izlen-
mis; ancak klinik bulgular ile genotipler arasinda istatistiksel anlamhlk saptanmamistir
(p=0.347).

Orneklere ait gen dizileri, European Nucleotide Archive (ENA) gen bankasi veri tabani-
na kaydedilmistir. Filogenetik analiz sonucu elde edilen dendrogram ve ENA gen bankasi
erisim numaralari Sekil 1'de gosterilmektedir.

TARTISMA

G.intestinalis insanlarda sik gorilen bir protozoondur. Giardiyaz semptomlari kisiden
kisiye, enfeksiyonun siresine, alinan susa, parazit sayisina ve kisinin yasina gore degis-
mektedir. Saglikh kisilerde giardiyaz, kendini sinirlayabilen bir hastaliktir; bu enfeksiyon-
larin cogunlugu asemptomatiktir. Tim yaslarda olusabilen semptomlar; ishal, istahsizlik,
kramp tarzinda abdominal agri, siskinlik, epigastrik hassasiyet ve yagh diskilamadir. Co-
cuklarda kilo aliminin durmasina, malniitrisyona, biligsel fonksiyonlarinin azalmasina ve
gelisme geriligine sebep olmaktadir. Giardiyaz olgularinda vitamin B12, vitamin A ve
folik asit malabsorbsiyonu bildirilmistir>'>17,
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Genotip A2
2
13 (HG425170)
21
25
29
37
Genotip A3
L 27 (HG329627)
Giardia 28 (HG425167)
intestinalis GenotipA3
o 31 Genotip B4
9 (HG425171)
Genotip B3
4 (HG425173)
Genotip B2
12 (HG425172)
18
30 (HG425168)
36
38 (HG425169)
39
0.005

Sekil 1. Filogenetik analiz sonucu elde edilen dendrogram. Tablo I'deki olgular ve ENA gen bankasi erisim
numaralari belirtilmistir.

LAMP testi; su ve diski gibi cesitli materyallerde calisilabilen, basit, hizli, duyarliligi
ve 6zgulligu yiiksek molekiiler bir ydontem olarak tanimlanmaktadir. Calismamiza dahil
edilen 39 izolata, EF-Ta gen bdlgesi icin LAMP ve bg gen bodlgesi icin PCR yontemi uy-
gulanmis ve bu testlerin pozitiflik oranlar sirasiyla %82 ve %48.7 olarak saptanmistir.
Calismamizda, diger calismalara'®2° benzer olarak, LAMP testinde daha yiiksek pozitiflik
elde edilmistir.

Calismada, (++) ve (+++) kist yogunlugundaki 6rneklerin timiinde EF-Ta ve bg gen
bolgeleri cogaltilabilmis; buna karsin (+) kist yogunlugundaki 22 6rnegin %68’inde Ef-1a
ve %9’unda bg gen bdlgesi cogaltilabilmistir. PCR yonteminin pozitifligi ile kist yogun-
luklari arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark (p= 0.0001) bulunmasina ragmen,
LAMP yonteminin pozitifligi ile kist yogunluklari arasinda istatistiksel yonden anlamh
bir fark bulunamamistir (p= 0.078). Kist saflastirmasi yapilarak -20°C’de, 0-6 ay stire
ile saklanmis 6rneklerde %33.3 oraninda PCR pozitifligi saptanirken, bu oran 7-12 ay
saklanan ornekler icin %25 olarak izlenmistir. Taze digkidan DNA izolasyonunun yapildigi
orneklerde ise %63.6 oraninda PCR ile bg gen bdlgesi cogaltiimistir. Bu sonuclar; diger
calismalarda da belirtildigi gibi, 6rneklerde bulunan dustik kist sayisi ve diistik DNA mik-
tarinin?!22 ya da kistlerin uzun siire saklandiktan sonra DNA izolasyonu yapilmasinin®23,
PCR yontemini olumsuz etkiledigini gostermistir.
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Genetik calismalara gore pek cok Giardia alt gruplar olmasina ragmen, insanlarda
ve diger memeli tuirlerinde bulunan iki ana genetik grup, genotip A ve B’dir. Glinim(iz-
de insanlarda A ve B genotipi bulunmakla beraber, ev ve ciftlik hayvanlarini da iceren
codu hayvanda farkli genotipler bulunmaktadir®. 2005 yilinda yapilan bir calismada,
G.intestinalis'in A genotipinin sekiz ve B genotipinin alti alt genotipi oldugu gosteril-
mistir?*. Alt genotip A1 ve A2 insanlarda; A1, A3 ve A4 ise hayvanlarda baskin olarak
bulunmaktadir. insan izolatlari B3 ve B4 alt genotipinde iken, hayvan izolatlari B1 ve
B2 alt genotipindedir. Yapilan calismalarda, 2.800’den fazla 6rnegin molekiler analizi
sonucunda, genotip B’nin (%58) tiim diinyada daha yaygin oldugu gésterilmistir>’-24,
insanla iliskili G.intestinalis genotiplerinin saptanma oranlari, calismanin yapildigi bol-
gelere gore degismektedir. ABD, Portekiz ve italya’da genotip A daha fazla iken; geno-
tip B'nin baskin oldugu iilkeler ingiltere, Fransa, Hollanda, Norveg, Arjantin, Misir ve
Banglades'tir. Tayland’da ise karisik genotip orani %41 olarak bulunmustur>’?2. Ulke-
mizde G.intestinalis ile ilgili molekiler alanda yapilmis az sayida calisma bulunmaktadir.
Ankara’da® yapilan calismada genotip B baskin olarak saptanirken; Sivas'®, Aydin'! ve
Manisa’da®'? yapilan calismalarda genotip A baskin olarak bulunmustur. Manisa’da ya-
pilan calismada, érneklerin %15.5inin karisik genotip (A + B) oldugu belirlenmistir'2.

Giardia intestinalis pozitif 39 6rnekten ancak 19’unda, PCR ile 384 bp’lik bg gen bolgesi
saptanmis ve 6rneklerin 17’si genotiplendirme yapilabilmistir. Bu drneklerin dokuzu geno-
tip A ve sekizi genotip B olup; alt genotipler A2, A3, B2, B3 ve B4 olarak tanimlanmustir.
Arastirmamizda insan izolatlarinda siklikla saptanan A2 (n= 6), B3 (n=1) ve B4 (n=1) alt
genotiplerinin yaninda, evcil ya da yabani hayvanlarda siklikla, ancak insanlarda nadiren
saptanan A3 (n= 3) ve B2 (n= 6) alt genotipleri de tespit edilmistir>'%24. Bu calisma ile,
daha énce yapilan calismalardan®'" farkli olarak, Tiirkiye’de A3, B2, B3 ve B4 alt geno-
tiplerinin varhgr gosterilmistir. Buradaki alt genotip ¢esitliliginin fazla olmasinin, toplanan
orneklerin yariya yakininin (%46.1) portor muayenesi icin gelen askerlerden kaynaklan-
digr dustinllmistir. Hayvanlarda siklikla rastlanilan genotiplere rastlamis olmakla be-
raber, izolatlarin zoonotik olup olmadiklari konusunda bir yorum yapmamiz miimkiin
degildir. Bunun icin; tim Turkiye'yi kapsayan, hayvan izolatlarini da iceren, fazla sayida
ornek ile calismalar yapilmasi gerektigi kanisindayiz.

Calismamizda degerlendirilen olgularin 21'i semptomatik, 18’i asemptomatik olup,
bu olgulara ait izolatlarin sirasiyla sekiz ve dokuz tanesi genotiplendirilebilmistir. Bu so-
nuclara gore, semptomatik olgularda genotip B (%62.5) daha fazla iken, asemptoma-
tik olgularda genotip A (%66.7) daha fazla gorilmustiir. Olgularin semptomatik ya da
asemptomatik olmasi ile genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanma-
mistir (p= 0.347). Semptom varligi ile G.intestinalis genotipleri arasindaki iliskinin aras-
tinldig) bazi calismalarda®25-26 genotip A’'nin; bazi calismalarda®'%2” ise genotip B'nin,
diyare gibi semptomlarla iligkisi anlamli olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizin sonuglari
ise, semptomlar ile genotipler arasinda iliski saptamayan diger calismalara®*282° benzer-
lik gostermektedir.

Sonug olarak bu calismada, hastalardan ve portorlerden elde edilen G.intestinalis izo-
latlari, iki farkli molekiler yontemle incelenmis; LAMP ve PCR ydntemleri ile pozitiflik
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oranlari sirasiyla %82 ve %48.7 olarak saptanmistir. Beta-giardin bdlgesinin dizi analizi
sonucunda, Trakya Bolgesinde A2, A3, B2, B3 ve B4 alt genotiplerinin bulundugu belir-
lenmis; bu genotiplerden A3, B2, B3 ve B4 alt genotipleri tilkemizde ilk olarak bu calisma
ile gosterilmistir. Bu bulgular, 6nemli bir halk sagligi sorunu olan G.intestinalis'in molekui-
ler yapisi konusunda tlkemiz icin yonlendirici bir veridir. Calismada elde ettigimiz genoti-
pik veriler, Turkiye ve 6zellikle Trakya bolgesinde ortaya ¢ikabilecek salginlarin analizinde
ve yapilacak epidemiyolojik calismalarda yol gosterici olacaktir. Ayrica G.intestinalis’in
genetik yapisi, epidemiyolojisi ve bulasma yollarinin daha iyi anlasiimasi icin yapilacak
yeni calismalarda molekiler yontemlerin kullaniimasi yararl olacaktir.
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