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OZET

Tum dinyada yaygin olarak bulunan Giardia intestinalis, insan ve diger memelileri enfekte eden ince
bagirsak yerlesimli kamcili bir protozoon parazittir. Parazitin gliniimiize kadar sekiz farkli genotipi tanim-
lanmis olup, bunlardan insanlarda enfeksiyon olusturan zoonotik karakterli genotip A ve B’nin, distik
konak 6zgiilliigiine sahip oldugu bildirilmektedir. Yapilan calismalarda farkli genotipe sahip izolatlarin
farkli patojenik ve klinik 6zelliklere sahip olduklar ifade edilmektedir. Bu calismada Aydin’da saptanan
G. intestinalis izolatlarinin genotiplerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calisma kapsaminda, Ocak 2011 ve
Aralik 2014 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi, Parazitoloji Laboratuvarina degisik poliklinik-
lerden rutin parazitolojik inceleme icin gonderilen ve direkt mikroskobik inceleme sonucu G. intestinalis
saptanan toplam 40 diski 6rnegi degerlendirilmistir. Pozitif orneklerden DNA izolasyonu ticari bir kit
(QlAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen, Almanya) ile yapilmis, G. intestinalis'in 16S rRNA ve beta-giardin
gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmis ve elde edilen amplikonlar dizilenmistir.
16S rRNA gen bolgesine yonelik PCR ile 40 izolatin 11’inde (%27.5) ve beta-giardin gen bolgesine
yonelik PCR ile 10’'unda (%25) olmak Ulzere toplam 21 6rnekte beklenen boyutta bantlar gorilmastdr.
Dizilenen 21 amplikonun 10'u (%47.6) referans diziler ile %98-100 benzerlik gostermis ve genotipleri
belirlenebilmistir. Genotiplerin dagilimi; A1 (n: 3), A2 (n: 3), A3 (n: 2) ve B (n: 2) seklinde bulunmustur.
Elde edilen veriler 1si§inda insanlarda saptanan tiirlerin zoonotik olabilecegi 6ngériilmektedir. Ulkemizde
yapilan diger calismalarda oldugu gibi, bolgemizde de genotip A'ya (8/10) genotip B’den (2/10) daha
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fazla rastlanmistir. Toplamda 40 izolattan 10’unun (%25) genotipi belirlenebilmis; G.intestinalis geno-
tiplerinin belirlenmesinde beta-giardin genine yonelik dizi analizinin, 16S rRNA icin olana gore daha iyi
sonuglar verdigi gozlenmistir. Bu nedenle, iki gen bdlgesinin karsilastirimasina olanak saglayan, érnek
sayisinin fazla oldugu calismalarin gerekli oldugu diistintilmektedir.

Anahtar sézciikler: Giardia intestinalis; genotiplendirme; beta-giardin; Tiirkiye.

ABSTRACT

Giardia intestinalis which is a flagellate, intestinal protozoon of humans and a variety of mammalian
species, shows worldwide distribution. To date, eight genotypes of the parasite have been identified.
Among these genotypes, assemblage A and B have zoonotic characteristics with low host specificity,
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 identified. 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.

GiRig

Giardia, kuslar, strtingenler, memeliler ve insanlarda gorilebilen gastointestinal
yerlesimli, kamgili bir protozoon parazittir. insanda enfeksiyona neden olan tek tiir
G.intestinalis olup zoonotik gecisin de mimkin oldugu bildirilmistir. Kozmopolit bir da-
gihm gosteren G.intestinalis, gelismekte olan Ulkelerde daha yaygin gorilmekte ve bu
iilkelerde &nemli bir cocukluk cag ishal etkeni olarak bildirilmektedir'. Ulkemizde son yil-
larda yapilan bir calismada, G.intestinalis yayginliginin %2.6 ile %15.6 arasinda degistigi
rapor edilmistir>. Aydin’da yapilan calismalarda ise parazit pozitifligi oranlar %1.7-15.5
arasinda degismektedir*.

Yapilan arastirmalar, G.intestinalis'in en az sekiz adet genotipten (assemblage A-H)
olustugunu ortaya koymustur. Bunlardan genotip A ve B, insanda enfeksiyona neden
olan zoonotik karakterli genotipler olarak bildirilmistir>. Genotip tayini, farkli molekiiler
yontemlerle [enzim elektroforez paternleri, iki turlu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-
restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP), gercek zamanli PCR ve glutamat dehid-
rogenaz, beta-giardin, uzama faktoru-1 alfa, trioz fosfat izomeraz ve 16S rRNA genlerinin
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dizi analizleri] yapilabilmektedir®. Beta-giardin gen dizisine gére genotip A 3 (A1-3), ge-
notip B ise 4 (B1-4) alt gruba ayriimaktadir’. Genotiplerde gériilen farkliligin; parazitin
fenotipi, metabolizmasi, biyokimyasi, in vitro/in vivo cogalma hiz, ila¢ duyarliligi, besiye-
ri pH tercihi, G.intestinalis virusuna duyarliigi ve enfeksiyonlarin kliniginde etkili oldugu
ifade edilmektedir®. Ayrica gruplar arasinda kromozom sayisinin ve biyikligiinin de
farklihk gésterdigi bildirilmistir’. Buna karsin, konak 6zgiilligini belirleyen genetik fak-
térler heniiz tam olarak aydinlatilamamistir'®. Bu calismada, laboratuvarimizda saptanan
G.intestinalis suslarinin genotiplendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2011-Aralik 2014 tarihleri arasinda, Adnan Menderes Universitesi,
Parazitoloji Laboratuvarinda direkt mikroskobik inceleme sonucu G.intestinalis saptanan
toplam 40 diski 6rnegi alindi. Ornekler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde herhangi bir
fiksatif eklenmeden -20°C’de saklandi.

Orneklerden DNA izolasyonu, QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile (ire-
tici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. G.intestinalis 16S rRNA geninin 292 baz
cift (bg)’lik kismi RH11 (5’-CATCCGGTCGATCCTGCC-3’) ve RH4 (5-AGTCGAACCC-
TGATTCTCCGCCCAGG-3’) primerleri ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu 30 pl hacimde;
2 mmol MgCl, (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
sekilde hazirlandi. Amplifikasyon islemi, 1si dongu cihazinda (TC-312, Techne), 6n de-
nattirasyon 96°C’de 2 dk, 25 dongi (96°C’de 20 sn, 59°C’de 20 sn ve 72°C’'de 30
sn), son uzama 72°C’de 7 dk olacak sekilde gerceklestirildi. G.intestinalis beta-giardin
geninin 753 b¢'lik kismi G7 (5'-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3") ve G759
(5'-GAGGCCGCCCTGGATCTT CGAGACGAC-3") primerleri 16S rRNA'da oldugu gibi
hazirlandi. Amplifikasyon islemi, 6n denattirasyon 94°C’de 5 dk, 35 dongi (94°C’de 30
sn, 65°C’de 30 sn ve 72°C’de 60 sn), son uzama 72°C’de 7 dk olacak sekilde uygulandi.
Reaksiyonlarin sonunda elde edilen PCR urlnlerinden 10 pl alinarak SYBR Safe (Invitro-
gen) ve 50 b¢'lik belirteg (Fermentas) ile %1.5 agaroz jelde ydritilerek gortintilendi.

PCR sonucu elde edilen amplikonlar, dizilenmek tizere Macrogen Inc. (Gliney Kore)
firmasina gonderildi. Calismamizda elde edilen diziler 16S rRNA ve beta-giardin referans
dizileri ile Clustal X kullanilarak karsilagtirildi'". Beta-giardin geni icin referanslarin Gen-
Bank erisim numaralari ve genotipleri; AY258617(A1), AY072723(A2), AY072725 (B1) ve
AY072726 (B2) seklinde idi. Ayrica, Portland-1 (M54878) dizisi de 16S rRNA icin referans
olarak kullanildi.

BULGULAR

Calisilan G.intestinalis pozitif 40 diski 6rneginden 16S rRNA gen bdélgesine yonelik
PCR ile 6rneklerin 11’inde (%27.5), beta-giardin gen bolgesine yonelik PCR ile 10’‘unda
(%25) beklenen boyutta (sirasiyla 292 ve 753 bg) bantlar gozlenmistir. Bu 6rneklerin
tamaminda sadece tek yontemle pozitif sonuc¢ alinmistir. Beta-giardin geni cogaltilan
ornekler ile 16S rRNA geni cogaltilan 6rnekler farkli olup, her iki gen bolgesinin de cogal-
tildigr izolat bulunmamaktadir.
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16S rRNA PCR porzitif 11 6rnege ait dizilerden 3'iintin (%18) GenBank’dakilerle %99
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu ornekler referans diziler ile karsilastirldiginda A1
olarak tanimlanmis; ayrica her Gg¢ 6rnekte de 272. bazdan sonra bir “guanin”in fazla ol-
dugu gozlenmistir (Tablo I). Bu dizi GenBank’a gonderilmis ve erisim numarasi alinmistir
(KR297232). Diger 7 diziden bazilar G.intestinalis'e 6zgii olmadig icin, bazilarn da dizi
kalitesinin dusiik olmasi nedeniyle degerlendirilememistir.

Beta-giardin PCR ile bant goriilen 10 ornege ait diziler GenBank’daki verilerle karsi-
lastinldiginda 7’sinin farkh G.intestinalis suglar ile %98-100 arasinda benzerlik gosterdigi
saptanmustir. Geriye kalan 3 6rnek de dizi kalitesinin dugsiik olmasi nedeniyle degerlendi-
rilememistir. Calismamizda elde edilen 7 dizinin referanslar ile karsilastirilmasi sonucu 3’'i
A2, 2'si A3 ve 2’si B olarak saptanmistir (Tablo I ve IIl). Diziler GenBank’a gonderilmis ve
erisim numaralari alinmistir (KR297233, KR297234).

TARTISMA

Giardia intestinalis kompleksinden genotip A ve B, insanlarda ve bazi memelilerde en-
feksiyon olusturabilen zoonotik karakterli genotiplerdir®. Calismamizda, dizi analizi yapi-
labilen 10 izolattan sekizi genotip A, ikisi de genotip B olarak saptanmistir. Ayrica genotip
A izolatlan kendi icinde A1 (n: 3), A2 (n: 3) ve A3 (n: 2) olarak gruplandiriimistir. Ancak
genotip B icin benzer bir gruplandirma yapmak mimkiin olmamistir. Diinya genelindeki

Tablo 1. Dizi hizalamasi Sonucu “Portland 1" 16S rRNA Dizisine Gére Aydin lzolatlarinda Saptanan Farklilikiar

Referans

M54878 TCGCGGCGCGCCGAGGGCCCGACGCCTGG-
CGGAGAATCAGGGTTCGACTCCGGAGA 299

izolat no
T FERRERRRk Rk kR Gk ko 214
2 * * * * * *Gr* * * FHHH e 214
3 * * * * * *Gr* * * HHHH e 214

Tablo Il. G.intestinalis [zolatlarinin Beta-Giardin Dizilerinin Genotip A ile Karsilastinimasi Sonucu
Saptanan Farkhliklar

Nukleotid degisimleri ve pozisyonlari

Genotip
415 423 561 684
Referans diziler  AY072723 C T T G A2
AY258617 C T C A Al
AY072724 T C T G A3
izolat 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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Tablo IIl. G.intestinalis izolatlarinin Beta-Giardin Dizilerinin Genotip B ile Karsilastinlmasi Sonucu Saptanan
Farkhihiklar

Niikleotid degisimleri ve pozisyonlari
165 228 282 309 312 393 519 564 600 603 609 Genotip
Referans AY072725 T AT T T T T C C A C B1

diziler  Ay072726  C G ¢ ¢ ¢ ¢ T Cc Cc G cC B2
AY072727  C A C C T C¢c T C C G C B3
AY072728 C A C T T Cc C T T G T B4
izolatno 9 ACMTC A C T(©QQ T C T C C G C B*
10 T A C CM T C€C T C T© G C B*

*9 ve 10 no’lu izolatlar genotip B olmakla birlikte alt gruplari 165, 309 ve 600. siradaki bazlardan dolay: belirlene-
memistir.

arastirmalar degerlendirildiginde, genotip B'nin daha yaygin (%60-69) oldugu goril-
mektedir'?'3, Ancak Tirkiye’de PCR-RFLP ydntemiyle ve beta-giardin geni dizilenerek
yapilan arastirmalarda, calismamizda oldugu gibi genotip A'nin B’den daha yaygin ol-
dugu saptanmistir'*1. insanlardaki farkli genotipler ile enfektivite ve enfeksiyonun klini-
gi arasindaki iliskinin irdelendigi calismalarda oldukga farkh sonuglar elde edilmektedir.
Aydin ve arkadaslari'/, semptomlu olgularda genotip A'nin, semptomsuz olgularda ise
genotip B’nin anlamli sekilde yiiksek gorildigini bildirmistir. Balcioglu ve arkadasla-
n'4, enfekte 63 olgunun 54’iinde genotip A (%70.4), dokuzunda (%29.6) ise genotip
B'yi saptamiglar; genotip B’nin kadinlarda daha sik gortldiguni, karin agrisi ve diyare
ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Bu arastiricilar ayrica, Ug izolata ait tpi gen dizisi de
tanimlamislardir'. Kocaeli'nde ¢ocuk yas grubunda yapilan bir arastirmada, 22 izolatin
11'i (%50) genotip A, yedisi (%31.8) genotip B ve dordi karisik genotip (AB) olarak
bulunmustur'®. Ayni arastirmada, yas ile karisik genotiple enfekte olgular arasinda an-
lamli bir iliski bulunurken, diger genotiplerde benzer bir iliskinin bulunmadigi da ifade
edilmistir'®.

Diskida bulunan inhibitorlerin PCR’de negatif sonuclar alinmasina neden oldu-
gu vurgulanmaktadir'®, Buna ek olarak, Degerli ve arkadaslarn'®, kist duvari nedeniyle
G.intestinalis kistlerinin parcalanmasinin trofozoitlere gére daha zor oldugunu ve yalniz-
ca kist gorulen diski 6rneklerinden PCR ile sonug¢ alamadiklarini bildirmislerdir. Babei ve
arkadaslarinin'®, diskidan farkli izolasyon kitlerini karsilastirdiklari bir calismada, bizim
calismamizda da kullanilan QIAamp Stool Mini Kit'in digerlerine gore daha duyarli oldu-
gu saptanmis; ayrica izolasyon oncesi yapilacak bazi modifikasyonlarla da basari oraninin
artirilabilecegdi belirtilmistir. Calismamizda da direkt mikroskopi ile G.intestinalis saptanan
40 digki 6rneginin 11’inde (%27.5) 16S rRNA PCR ile, 10’unda (%25) ise beta-giardin
PCR ile beklenen boyutta bantlar gézlenmistir. Orneklerin biiyiik kisminda PCR ile bant
saptanamamasinda, yukarida ifade edilen sorunlarin rol oynayabilecegi dustunilmusgtdr.

Calismamizda 16S rRNA PCR ile elde edilen amplikonlarin %30’u, beta-giardin PCR
ile elde edilen amplikonlarin %70’inin genotipi belirlenebilmistir. 16S rRNA PCR ile ge-
notipi belirlenemeyen dizilerde birden fazla amplifikasyona bagl olabilecek arka planlar
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gorulmdstar. 16S rRNA geni bakterilerde de bulundugu icin G.intestinalis’e 6zgi genin
disinda diziler elde edildigi distiniilmektedir. Ancak beta-giardin geni hedef alindiginda
basari sansinin daha yiiksek oldugu izlenmistir. Bu gen bakterilerde bulunmadigi icin
16S rRNA PCR’dakine benzer bir durumun olmamasi bu ydnteme avantaj saglamaktadir.
Calismamizda genotiplendirilebilen 6rnek sayisinin az olmasi her ne kadar calismamizin
kisithhgr olarak dusunilse de, bu calisma konuyla ilgili Turkiye’de yapilan az sayidaki
calismalardan biridir. Ayrica ilimize ait ilk sonuclar iceren bu calismanin ilerideki cals-
malara 1sik tutacagini duslinmekteyiz. Sonug olarak calismamizin verileri, tlkemizdeki
diger bolgelerde oldugu gibi Aydin‘da da genotip A'nin baskin oldugunu gostermekte-
dir. Arastirmamizda genotipi belirlenebilen izolat sayisinin distik olmasi, parazitin DNA
izolasyonunda yeni yaklagimlara olan ihtiyaci ortaya koymaktadir.
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