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ÖZET

Tüm dünyada yaygın olarak bulunan Giardia intestinalis, insan ve diğer memelileri enfekte eden ince 
bağırsak yerleşimli kamçılı bir protozoon parazittir. Parazitin günümüze kadar sekiz farklı genotipi tanım-
lanmış olup, bunlardan insanlarda enfeksiyon oluşturan zoonotik karakterli genotip A ve B’nin, düşük 
konak özgüllüğüne sahip olduğu bildirilmektedir. Yapılan çalışmalarda farklı genotipe sahip izolatların 
farklı patojenik ve klinik özelliklere sahip oldukları ifade edilmektedir. Bu çalışmada Aydın’da saptanan 
G. intestinalis izolatlarının genotiplerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında, Ocak 2011 ve 
Aralık 2014 tarihleri arasında Adnan Menderes Üniversitesi, Parazitoloji Laboratuvarına değişik poliklinik-
lerden rutin parazitolojik inceleme için gönderilen ve direkt mikroskobik inceleme sonucu G. intestinalis 
saptanan toplam 40 dışkı örneği değerlendirilmiştir. Pozitif örneklerden DNA izolasyonu ticari bir kit 
(QIAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen, Almanya) ile yapılmış, G. intestinalis’in 16S rRNA ve beta-giardin 
gen bölgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile çoğaltılmış ve elde edilen amplikonlar dizilenmiştir. 
16S rRNA gen bölgesine yönelik PCR ile 40 izolatın 11’inde (%27.5) ve beta-giardin gen bölgesine 
yönelik PCR ile 10’unda (%25) olmak üzere toplam 21 örnekte beklenen boyutta bantlar görülmüştür. 
Dizilenen 21 amplikonun 10’u (%47.6) referans diziler ile %98-100 benzerlik göstermiş ve genotipleri 
belirlenebilmiştir. Genotiplerin dağılımı; A1 (n: 3), A2 (n: 3), A3 (n: 2) ve B (n: 2) şeklinde bulunmuştur. 
Elde edilen veriler ışığında insanlarda saptanan türlerin zoonotik olabileceği öngörülmektedir. Ülkemizde 
yapılan diğer çalışmalarda olduğu gibi, bölgemizde de genotip A’ya (8/10) genotip B’den (2/10) daha 
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fazla rastlanmıştır. Toplamda 40 izolattan 10’unun (%25) genotipi belirlenebilmiş; G.intestinalis geno-
tiplerinin belirlenmesinde beta-giardin genine yönelik dizi analizinin, 16S rRNA için olana göre daha iyi 
sonuçlar verdiği gözlenmiştir. Bu nedenle, iki gen bölgesinin karşılaştırılmasına olanak sağlayan, örnek 
sayısının fazla olduğu çalışmaların gerekli olduğu düşünülmektedir.

Anahtar sözcükler: Giardia intestinalis; genotiplendirme; beta-giardin; Türkiye.

ABSTRACT

Giardia intestinalis which is a fl agellate, intestinal protozoon of humans and a variety of mammalian 
species, shows worldwide distribution. To date, eight genotypes of the parasite have been identifi ed. 
Among these genotypes, assemblage A and B have zoonotic characteristics with low host specifi city, 
thus they are responsible for the human infections. The aim of this study was to identify G.intestinalis 
genotypes in Aydin, located in Aegean region of Turkey. A total of 40 stool samples that were found 
positive for G.intestinalis by direct microscopic examination, from Adnan Menderes University, Research 
and Training Hospital, Parasitology Laboratory from January 2011 to December 2014 were included in 
the study. DNA isolation from stool samples performed with commercial kit (QIAamp DNA Stool Mini 
Kit, Qiagen, Germany) followed by polymerase chain reaction (PCR) for G.intestinalis 16S rRNA and 
beta-giardin genes and then the amplicons were sequenced. Out of 40 isolates 11 (27.5%) were positive 
with 16S rRNA PCR and 10 (25%) were positive with beta-giardin PCR. Of 21 sequenced amplicons, 
10 (47.6%) of them showed 98%-100% similarity with reference sequences and their genotypes 
could be identifi ed. The distribution of genotypes were as follows: cluster A1 (n: 3), cluster A2 (n: 3), 
cluster A3 (n: 2) and assemblage B (n: 2). In the light of our results the isolates detected in humans 
might be zoonotic origin. In accordance with the previous reports in Turkey, assemblage A (8/10) was 
more common than assemblage B (2/10). In the present study, 10 (25%) out of 40 isolates could be 
genotyped and sequencing of beta-giardin gene yielded more effective results than sequencing of 
16S rRNA for the determination of assemblages. The present study indicated that, there is a need for 
prospective studies with extended number of cases allowing the comparison of the two genes used for 
G.intestinalis genotyping.

Keywords: Giardia intestinalis; genotyping; beta-giardin; Turkey.

GİRİŞ

Giardia, kuşlar, sürüngenler, memeliler ve insanlarda görülebilen gastointestinal 
yerleşimli, kamçılı bir protozoon parazittir. İnsanda enfeksiyona neden olan tek tür 
G.intestinalis olup zoonotik geçişin de mümkün olduğu bildirilmiştir. Kozmopolit bir da-
ğılım gösteren G.intestinalis, gelişmekte olan ülkelerde daha yaygın görülmekte ve bu 
ülkelerde önemli bir çocukluk çağı ishal etkeni olarak bildirilmektedir1. Ülkemizde son yıl-
larda yapılan bir çalışmada, G.intestinalis yaygınlığının %2.6 ile %15.6 arasında değiştiği 
rapor edilmiştir2. Aydın’da yapılan çalışmalarda ise parazit pozitifl iği oranları %1.7-15.5 
arasında değişmektedir3,4.

Yapılan araştırmalar, G.intestinalis’in en az sekiz adet genotipten (assemblage A-H) 
oluştuğunu ortaya koymuştur. Bunlardan genotip A ve B, insanda enfeksiyona neden 
olan zoonotik karakterli genotipler olarak bildirilmiştir5. Genotip tayini, farklı moleküler 
yöntemlerle [enzim elektroforez paternleri, iki turlu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-
restriksiyon parça uzunluğu polimorfi zmi (RFLP), gerçek zamanlı PCR ve glutamat dehid-
rogenaz, beta-giardin, uzama faktörü-1 alfa, trioz fosfat izomeraz ve 16S rRNA genlerinin 
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dizi analizleri] yapılabilmektedir6. Beta-giardin gen dizisine göre genotip A 3 (A1-3), ge-
notip B ise 4 (B1-4) alt gruba ayrılmaktadır7. Genotiplerde görülen farklılığın; parazitin 
fenotipi, metabolizması, biyokimyası, in vitro/in vivo çoğalma hızı, ilaç duyarlılığı, besiye-
ri pH tercihi, G.intestinalis virusuna duyarlılığı ve enfeksiyonların kliniğinde etkili olduğu 
ifade edilmektedir8. Ayrıca gruplar arasında kromozom sayısının ve büyüklüğünün de 
farklılık gösterdiği bildirilmiştir9. Buna karşın, konak özgüllüğünü belirleyen genetik fak-
törler henüz tam olarak aydınlatılamamıştır10. Bu çalışmada, laboratuvarımızda saptanan 
G.intestinalis suşlarının genotiplendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya, Ocak 2011-Aralık 2014 tarihleri arasında, Adnan Menderes Üniversitesi, 
Parazitoloji Laboratuvarında direkt mikroskobik inceleme sonucu G.intestinalis saptanan 
toplam 40 dışkı örneği alındı. Örnekler 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerinde herhangi bir 
fi ksatif eklenmeden -20°C’de saklandı. 

Örneklerden DNA izolasyonu, QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile üre-
tici fi rmanın önerileri doğrultusunda yapıldı. G.intestinalis 16S rRNA geninin 292 baz 
çift (bç)’lik kısmı RH11 (5’-CATCCGGTCGATCCTGCC-3’) ve RH4 (5’-AGTCGAACCC-
TGATTCTCCGCCCAGG-3’) primerleri ile çoğaltıldı. PCR reaksiyonu 30 μl hacimde; 
2 mmol MgCl2 (Fermentas), 0.2 mmol dNTP (Fermentas), 0.4 pmol her bir primer, 
0.3 U Taq polimeraz (Fermentas), 1x Taq tamponu (NH4)2SO4 (Fermentas) olacak 
şekilde hazırlandı. Amplifi kasyon işlemi, ısı döngü cihazında (TC-312, Techne), ön de-
natürasyon 96ºC’de 2 dk, 25 döngü (96ºC’de 20 sn, 59ºC’de 20 sn ve 72ºC’de 30 
sn), son uzama 72ºC’de 7 dk olacak şekilde gerçekleştirildi. G.intestinalis beta-giardin 
geninin 753 bç’lik kısmı G7 (5’-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’) ve G759 
(5’-GAGGCCGCCCTGGATCTT CGAGACGAC-3’) primerleri 16S rRNA’da olduğu gibi 
hazırlandı. Amplifi kasyon işlemi, ön denatürasyon 94ºC’de 5 dk, 35 döngü (94ºC’de 30 
sn, 65ºC’de 30 sn ve 72ºC’de 60 sn), son uzama 72ºC’de 7 dk olacak şekilde uygulandı. 
Reaksiyonların sonunda elde edilen PCR ürünlerinden 10 μl alınarak SYBR Safe (Invitro-
gen) ve 50 bç’lik belirteç (Fermentas) ile %1.5 agaroz jelde yürütülerek görüntülendi.

PCR sonucu elde edilen amplikonlar, dizilenmek üzere Macrogen Inc. (Güney Kore) 
fi rmasına gönderildi. Çalışmamızda elde edilen diziler 16S rRNA ve beta-giardin referans 
dizileri ile Clustal X kullanılarak karşılaştırıldı11. Beta-giardin geni için referansların Gen-
Bank erişim numaraları ve genotipleri; AY258617(A1), AY072723(A2), AY072725 (B1) ve 
AY072726 (B2) şeklinde idi. Ayrıca, Portland-1 (M54878) dizisi de 16S rRNA için referans 
olarak kullanıldı.   

BULGULAR

Çalışılan G.intestinalis pozitif 40 dışkı örneğinden 16S rRNA gen bölgesine yönelik 
PCR ile örneklerin 11’inde (%27.5), beta-giardin gen bölgesine yönelik PCR ile 10’unda 
(%25) beklenen boyutta (sırasıyla 292 ve 753 bç) bantlar gözlenmiştir. Bu örneklerin 
tamamında sadece tek yöntemle pozitif sonuç alınmıştır. Beta-giardin geni çoğaltılan 
örnekler ile 16S rRNA geni çoğaltılan örnekler farklı olup, her iki gen bölgesinin de çoğal-
tıldığı izolat bulunmamaktadır. 
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16S rRNA PCR pozitif 11 örneğe ait dizilerden 3’ünün (%18) GenBank’dakilerle %99 
benzerlik gösterdiği saptanmıştır. Bu örnekler referans diziler ile karşılaştırıldığında A1 
olarak tanımlanmış; ayrıca her üç örnekte de 272. bazdan sonra bir “guanin”in fazla ol-
duğu gözlenmiştir (Tablo I). Bu dizi GenBank’a gönderilmiş ve erişim numarası alınmıştır 
(KR297232). Diğer 7 diziden bazıları G.intestinalis’e özgü olmadığı için, bazıları da dizi 
kalitesinin düşük olması nedeniyle değerlendirilememiştir. 

Beta-giardin PCR ile bant görülen 10 örneğe ait diziler GenBank’daki verilerle karşı-
laştırıldığında 7’sinin farklı G.intestinalis suşları ile %98-100 arasında benzerlik gösterdiği 
saptanmıştır. Geriye kalan 3 örnek de dizi kalitesinin düşük olması nedeniyle değerlendi-
rilememiştir. Çalışmamızda elde edilen 7 dizinin referanslar ile karşılaştırılması sonucu 3’ü 
A2, 2’si A3 ve 2’si B olarak saptanmıştır (Tablo II ve III). Diziler GenBank’a gönderilmiş ve 
erişim numaraları alınmıştır (KR297233, KR297234).

TARTIŞMA

Giardia intestinalis kompleksinden genotip A ve B, insanlarda ve bazı memelilerde en-
feksiyon oluşturabilen zoonotik karakterli genotiplerdir6. Çalışmamızda, dizi analizi yapı-
labilen 10 izolattan sekizi genotip A, ikisi de genotip B olarak saptanmıştır. Ayrıca genotip 
A izolatları kendi içinde A1 (n: 3), A2 (n: 3) ve A3 (n: 2) olarak gruplandırılmıştır. Ancak 
genotip B için benzer bir gruplandırma yapmak mümkün olmamıştır. Dünya genelindeki 

Tablo I. Dizi hizalaması Sonucu “Portland 1” 16S rRNA Dizisine Göre Aydın İzolatlarında Saptanan Farklılıklar

Referans 

M54878 TCGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGG-
CGGAGAATCAGGGTTCGACTCCGGAGA 299

İzolat no
   1 *****************************G********************------- 214
   2 *****************************G********************------- 214
   3 *****************************G********************------- 214 

Tablo II. G.intestinalis İzolatlarının Beta-Giardin Dizilerinin Genotip A ile Karşılaştırılması Sonucu 
Saptanan Farklılıklar  

Nükleotid değişimleri ve pozisyonları
Genotip

415 423 561 684
Referans diziler AY072723 C T T G A2

AY258617 C T C A A1
AY072724 T C T G A3

İzolat no 4 C T T G A2
5 C T T G A2
6 C T T G A2
7 T C T G A3
8 T C T G A3
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araştırmalar değerlendirildiğinde, genotip B’nin daha yaygın (%60-69) olduğu görül-
mektedir12,13. Ancak Türkiye’de PCR-RFLP yöntemiyle ve beta-giardin geni dizilenerek 
yapılan araştırmalarda, çalışmamızda olduğu gibi genotip A’nın B’den daha yaygın ol-
duğu saptanmıştır14-16. İnsanlardaki farklı genotipler ile enfektivite ve enfeksiyonun klini-
ği arasındaki ilişkinin irdelendiği çalışmalarda oldukça farklı sonuçlar elde edilmektedir. 
Aydın ve arkadaşları17, semptomlu olgularda genotip A’nın, semptomsuz olgularda ise 
genotip B’nin anlamlı şekilde yüksek görüldüğünü bildirmiştir. Balcıoğlu ve arkadaşla-
rı14, enfekte 63 olgunun 54’ünde genotip A (%70.4), dokuzunda (%29.6) ise genotip 
B’yi saptamışlar; genotip B’nin kadınlarda daha sık görüldüğünü, karın ağrısı ve diyare 
ile ilişkili olduğunu belirtmişlerdir. Bu araştırıcılar ayrıca, üç izolata ait tpi gen dizisi de 
tanımlamışlardır14. Kocaeli’nde çocuk yaş grubunda yapılan bir araştırmada, 22 izolatın 
11’i (%50) genotip A, yedisi (%31.8) genotip B ve dördü karışık genotip (AB) olarak 
bulunmuştur16. Aynı araştırmada, yaş ile karışık genotiple enfekte olgular arasında an-
lamlı bir ilişki bulunurken, diğer genotiplerde benzer bir ilişkinin bulunmadığı da ifade 
edilmiştir16.  

Dışkıda bulunan inhibitörlerin PCR’de negatif sonuçlar alınmasına neden oldu-
ğu vurgulanmaktadır18. Buna ek olarak, Değerli ve arkadaşları15, kist duvarı nedeniyle 
G.intestinalis kistlerinin parçalanmasının trofozoitlere göre daha zor olduğunu ve yalnız-
ca kist görülen dışkı örneklerinden PCR ile sonuç alamadıklarını bildirmişlerdir. Babei ve 
arkadaşlarının19, dışkıdan farklı izolasyon kitlerini karşılaştırdıkları bir çalışmada, bizim 
çalışmamızda da kullanılan QIAamp Stool Mini Kit’in diğerlerine göre daha duyarlı oldu-
ğu saptanmış; ayrıca izolasyon öncesi yapılacak bazı modifi kasyonlarla da başarı oranının 
artırılabileceği belirtilmiştir. Çalışmamızda da direkt mikroskopi ile G.intestinalis saptanan 
40 dışkı örneğinin 11’inde (%27.5) 16S rRNA PCR ile, 10’unda (%25) ise beta-giardin 
PCR ile beklenen boyutta bantlar gözlenmiştir. Örneklerin büyük kısmında PCR ile bant 
saptanamamasında, yukarıda ifade edilen sorunların rol oynayabileceği düşünülmüştür.

Çalışmamızda 16S rRNA PCR ile elde edilen amplikonların %30’u, beta-giardin PCR 
ile elde edilen amplikonların %70’inin genotipi belirlenebilmiştir. 16S rRNA PCR ile ge-
notipi belirlenemeyen dizilerde birden fazla amplifi kasyona bağlı olabilecek arka planlar 

Tablo III. G.intestinalis İzolatlarının Beta-Giardin Dizilerinin Genotip B İle Karşılaştırılması Sonucu Saptanan 
Farklılıklar  

Nükleotid değişimleri ve pozisyonları

Genotip165 228 282 309 312 393 519 564 600 603 609
Referans 
diziler

AY072725 T A T T T T T C C A C B1
AY072726 C G C C C C T C C G C B2
AY072727 C A C C T C T C C G C B3
AY072728 C A C T T C C T T G T B4

İzolat no 9 A (T C) A C T (C) T C T C C G C B*
10 T (C) A C C (T) T C T C T (C) G C B*

* 9 ve 10 no’lu izolatlar genotip B olmakla birlikte alt grupları 165, 309 ve 600. sıradaki bazlardan dolayı belirlene-
memiştir.
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görülmüştür. 16S rRNA geni bakterilerde de bulunduğu için G.intestinalis’e özgü genin 
dışında diziler elde edildiği düşünülmektedir. Ancak beta-giardin geni hedef alındığında 
başarı şansının daha yüksek olduğu izlenmiştir. Bu gen bakterilerde bulunmadığı için 
16S rRNA PCR’dakine benzer bir durumun olmaması bu yönteme avantaj sağlamaktadır. 
Çalışmamızda genotiplendirilebilen örnek sayısının az olması her ne kadar çalışmamızın 
kısıtlılığı olarak düşünülse de, bu çalışma konuyla ilgili Türkiye’de yapılan az sayıdaki 
çalışmalardan biridir. Ayrıca ilimize ait ilk sonuçları içeren bu çalışmanın ilerideki çalış-
malara ışık tutacağını düşünmekteyiz. Sonuç olarak çalışmamızın verileri, ülkemizdeki 
diğer bölgelerde olduğu gibi Aydın’da da genotip A’nın baskın olduğunu göstermekte-
dir. Araştırmamızda genotipi belirlenebilen izolat sayısının düşük olması, parazitin DNA 
izolasyonunda yeni yaklaşımlara olan ihtiyacı ortaya koymaktadır.
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