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Giardiosis, tiim diinyada ve Tiirkiye’de, insanlarda ve hayvanlarda goriilen zoonotik
bir protozoon hastaligidir. Hastaligin klinik karakteri subklinikten, siddetli ishal ile
karakterize akut forma kadar degisir. Etkeni Giardia cinsinde yer alan kamgili
protozoonlardir. Baslica bagirsaklarda etkili olan parazitin dogadaki donglisii temel olarak
fekal oral bulagsma esasina dayanir. Digki ile atilan kist formlari, degisen ¢evresel kosullara
olduk¢a direngli oldugundan ve Ozellikle sulu ortamda uzun siire canli kalabildiginden,
hastaliga genelde yaygin olarak rastlanir.

Bu tezde, 01.01.2011- 31.12.2011 tarihleri arasinda Tekirdag Devlet Hastanesine
ozellikle sindirim sistemi sikayeti ile bagvuran 573 hastadan gaita numuneleri alinmig ve s6z
konusu siirecte hastaya ve gaita numunelerine yonelik temel parametreler kaydedilmistir.
Takibinde numuneler natif muayene ve doymus cinko siilfat flotasyon teknigi kullanilarak,
mikroskop altinda Giardia spp. kistleri yoniinden incelenmistir. Bu numunelerden, kist
yoniinden pozitif olanlar ve hastalifin subklinik formuna sahip olabilecegi diisiiniilen
orneklerden 90’1 secilmis ve DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Takibinde Giardia
duodenalis spesifik, B-giardin gen bolgesine yonelik primerler kullanilarak nested PCR
yapilmig ve iirlinler Haelll enzimi ile kesilerek poliakrilamid jel elektroforez-PAGE’de
yiiriitilmiistiir.

Sonug olarak, natif muayenede 21 (%3,66), doymus ¢inko siilfat flotasyonu ile 26
(%4,54), nested PCR ile 27 (%4,71) pozitif elde edilmistir. Sinirlayict enzim par¢a uzunluk
cesitliligi-RFLP verilerine gore, pozitif orneklerin 15’inin (%55,56) assemblage A, 2’sinin
(%7,41) assemblage B ve 10’unun (%37,03) assemblage B ve assemblage E miks oldugu
anlasilmigtir. Kaydedilen verilerle sonuglar karsilastirildiginda, Tekirdag’da insan
giardiosisinin belli bir 6nem tasidig1 ve hastaligin zoonotik dinamiginin bdlgede dnemli bir
role sahip olabilecegi goriilmiistiir. Yine bu tez caligmasiyla, diinyada ilk defa insanlarda bu
derecede yogun assemlage E bildirimi yapilmakta olup, ilgili olgularin belirgin klinik 6neme
sahip olmasi, s6z konusu tire yonelik daha ayrmntili caliymalar yapilmasi gerektigini
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Giardia, assemblage, PCR, RFLP, insan, Tekirdag

2013, 66 sayfa



ABSTRACT

MSec. Thesis

INVESTIGATION OF Giardia spp. EXISTENCE BY USING MICROSCOPIC METHOD
and PCR IN HUMAN IN TEKIRDAG

Sadiye KAPLAN KUCUK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sirr1t KAR

Giardiosis is a zoonotic protozoan disease, which is seen worldwide, including in Turkey.
Clinical feature of the disease varies from subclinical infection to overt, acute form
characterised with severe diarrhea. The agent is flagellated protozoan in Giardia genus.
Natural life cycle of the parasite, which especially affects the small intestine, is based on
primarily faecal-oral transmission route. The disease is prevalent because the cyst form,
excreated with faeces, is highly resistant to different environmental conditions, and can
survive for a long period especially in water.

In this study, single stool samples were collected from the 573 patients who applied to
the public hospital especially with complaints of gastrointestinal symptoms, between 01
January 2011-31 December 2011, in Tekirdag, and in this period, all the information were
recorded, about the faeces specimen and the patients. Subsequently, the samples were
examined using wet-mount and saturated zinc sulfate centrifugal flotation method, and the
slides were screened for the cysts of Giardia spp. under light microscope. Of the total
specimen, 90 samples, which were either cyst positive or negative but obtained from the
patients who were suspected of having subclinical form of the disease, were selected and
DNA extraction was performed. After that, nested PCR was conducted using Giardia
duodenalis specific primers targeted to DNA sequences of B-giardin gene region, and the
yields of the PCR were restricted with endonuclease Haelll and run on polyacrylamide gel
electrophoresis-PAGE.

As aresult, 21 (3.66%), 26 (4.54%) and 27 (4.71%) positive were detected in the wet-
mount, saturated zinc sulfate centrifugal flotation, and nested PCR methods respectively.
According to the restriction fragment length polymorphism-RFLP, it was observed that out of
the positive samples, 15 (55.56%) were assemblage A, 2 were (7.41%) assemblage B, and 10
(37.03%) were mix of assemblage B and assemblage E. It was evaluated that human
giardiosis has a certain importance in Tekirdag, and zoonotic cycle of the disease should have
an important role in the region. In this thesis, assemblage E infection, at this high prevalence
level in humans, is reported first here, and serious clinical features of the related cases pointed
to the need for more detailed studies on this assemblage.

Keywords: Giardia, assemblage, PCR, RFLP, human, Tekirdag

2013, 66 pages
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TESEKKUR

Bu tez igin ¢calismaya danisman hocamla konuyu tespit ettikten hemen sonra bagladim
ve bir yil siire ile tez materyallerini topladim. Orneklerin bir yil siireyle ¢inko siilfat
flotasyonunu yapmak ciddi anlamda zor bir siiregti; cam tiiplerin az olmasi ve siirekli tiiplerin
yeniden yikanip arindirilmasi prosediirleri gayet yorucuydu. Iste bu zor giinlerde, ¢alismamin
basindan sonuna kadar her agamasinda yardimci olan, benimle birebir ¢alisan, her konuda
destegini esirgemeyen, ¢ok yoruldugumuz zaman enerji versin diye findik fistikla besleyen

cok sevgili yiiksek lisans arkadasim, kardesim sevgili Nesrin Bahadir’a;
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sire zarfinda bazen benden sitemlerini sakinmayan, fakat her seye ragmen Oncelikle

anlayigini ve her tiirlii destegini esirgemeyen bir tanem, esim Nurettin Kiigiik’e;

Bu tezin ortaya ¢ikmasi i¢cin gereken numunelerin toplanmasi asamasinda bana ¢ok
yardime1 olan "Tekirdag Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuari’nda" calisan sevgili
mesai arkadaglarim Canan Altibag, Sebahat Pasa, Rukiye Egri, Yildiz Elma, Yelda
Ozpehlivan, Giilsen Demir Cevik ve Dilek Ertekin’e ve ayrica Mikrobiyoloji Laboratuvari

Sefleri Dr. Aslthan Uzun ve Dr. Erdal Oguz Kaya’ya;

Her tiirlii destegini bizden esirgemeyen Marmara Universitesi Ogretim Uyesi Sayin

Prof.Dr. Aysen Gargili’ya;

Yardim istedigimiz her konuda bizim i¢in vakit harcamaktan kaginmayan saym hocam
Dog¢. Dr. Rifat Bircan’a ve giileryiizleri ve her konuda destekleri i¢in Biyoloji BSliimiiniin ¢ok

degerli hocalarina ve arastirma gorevlisi Levent Can’a;

Tesekkiirii bir borg bilirim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Protozoonlar, tek hiicreli canlilar olup metazoada bir¢ok hiicrenin sistemli ¢aligmasi ile
gergeklestirilen stiregler, bu canlilarda tek bir hiicre tarafindan meydana getirilir (Sayg1 2002;
Ortega 2006). Protozoonlarin biiyiik bir kism1 dogada serbest olarak yasamini siirdiiriirken,
bazilar1 insan ve hayvanlarin parazitidir. S0z konusu parazitlik, tiire gére monoksen veya
heteroksen olabilmekte, bir¢ok doku ve organ ¢esidi enfeksiyondan etkilenebilmekte, olusan
klinik tablo akut, subakut, kronik, subklinik, 1limli veya yiliksek mortaliteyle
seyredebilmektedir (Karaer ve Dumanli 2010).

Ister parazit olsun, isterse serbest yasasin bir protozoonun viicudu, distan ice dogru iic
temel kisimdan olusur. Bunlar; plazma zari, sitoplazma ve ¢ekirdektir. Sitoplazma, plazma
zarmin hemen altinda, hiyalini gériinimde ve yumurta aki kivamimda olan ektoplazma ile,
ektoplazma ve ¢ekirdek zari arasinda kalan, graniiler yapidaki endoplazmadan olusur. S6z
konusu iki béliimiin ayrim1 bazi protozoonlarda net olarak segilirken, bazilarinda, 6zellikle de
151k mikroskobu kosullarinda olduk¢a zordur (Saygi 2002). Endoplazma, beslenme ve
cogalma fonksiyonlarin1 yerine getirirken, ektoplazmanin fonksiyonlar1 hareket, besinin
almmas1 ve viicudun korunmasidir (Yasarol 1984). Protozoonun tiirline gore, sitoplazma
icerisinde farkli biiyiikliige, sekle ve konuma sahip en az bir ¢ekirdek bulunur. Cekirdek,
canlinin hayati fonksiyonlarini yoneten ana iis konumunda olup, barindirdig1 karyoplazmanin
miktarina gore vezikiiler ve kompakt olmak iizere iki cesit c¢ekirdek ile karsilasilir (Saygi
2002). Bir¢ok protozoon tiirii, membrana bagl tek bir niikleusa sahiptir. Ote yandan, bazi
tiirlerde ¢ekirdek sayisi birden fazladir. Ornegin, Giardia spp.’de transkripsiyonel olarak
birbirinin kopyast olan iki aktif niikleus vardir. Yine, ¢ogu protozoon tiirii, hareket i¢in
Ozellesmis en az bir ¢esit organele sahiptir. Kamgi, dalgali zar, silyum, pseudopod bunlardan

baslicalaridir (Despommier ve ark. 2000).

Parazit protozoonlarin ¢ogu konakta intraseliiler, bazilar1 ise interseliiler yerlesim
gosterirler ki iireme alan1 ve konak ¢esidi konusunda genellikle zorunlu bir parazitlik ¢esidine
sahiptirler. Bakterilerin aksine, zorunlu parazit olan protozoon tiirleri konak disinda
ireyemezler. O nedenle de, gida kontaminasyonlarmin belirlenmesinde, bazi parazit
tiirlerinden yararlanmilir. Ciinkii, s6z konusu parazitlerin varligi, gidanin mutlak suretle enfekte
konak veya konaga ait enfekte materyal ile kontamine oldugunu gosterir. Bu noktada
karsilagilan en biiyiik problem, az sayida etkenin saptanmasindaki giigliiklerdir. Ad1 gegen

problemin iistesinden gelebilmek adina, etkili bir izolasyon ve molekiiler teknikler esasina
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dayali tanmi teknikleri gelistirilmistir. Ancak yine de, her organizma i¢in gecerli olan bazi
kisitlayici faktorler hala bulunmaktadir (Ortega 2006).

Protozoonlarin konaktan konaga gecisinde dogrudan temas, kontamine su ve diger
gidalarin tiiketilmesi ve artropodlarla nakil en dénemli yollardir. Ozellikle diski ile sagilan
protozoon kist veya ookistlerinin yayilisinda kontamine akarsu, kaynak sulari, kiy1 sular1 ve
diger sulu alanlar biiyilk 6nem tasir. Sicaklik, dogrudan giines 15181 ve kurumaya genelde
duyarli olan bu parazit formlari, sulu veya nemli, 6zellikle de los ortamlarda uzun siire
canliliklari1 muhafaza edebilmektedirler; ilgili direng¢ siiresi kimi tiirlerde aylarla ifade
edilmektedir. S6z konusu sularm dogrudan tiiketimde veya temizlik vs. amacl kullanimi
bulagsmaya neden olabildigi gibi, bu sularda yasayan kimi canlilarin tiiketilmesi de ayni
sonucu dogurabilmektedir (Giangaspero ve ark. 2007). Protozoonlarin bir artropod vektor ile
bulagmasi ¢ok sik karsilagilan bir durum olup, bu noktada sitma hastalig1 en bilindik 6rnekler
arasindadir. Ote yandan, protozoonlarda bulasma veya biyolojik siireclerinde izledikleri yol
belli konaklar iizerinden basit monoksen veya heteroksen olabilse de, baz tiirlerde fakiiltatif
heteroksenlik durumu da s6z konusudur. Bu tiirler, alternatifli yollar izleyebilme yetilerinden
otiiri diger tiirlerden ayrilirlar. Gruba verilebilecek en i1yi 6rnek bircok omurgaliyr ve insani
arakonak, kediyi de hem ara hem de son konak olarak kullanabilen Toxoplazma gondii’dir.
Gida araciligi ile bulasan protozoonlarin bircogu fekal-oral yolu takip eden monoksen
biyolojiye sahip ve sindirim sistemi veya iligkili organlarda etkili olan parazitlerdir. Bir¢ogu
gastroenteritisi isaret eden klinik bulgulara yol acar. Ote yandan, T. gondii gibi baz tiirler,
bulagsmada fekal-oral yolu kullansa da, bulasma sonrasi siire¢ tamamen beklenenin disina
kayar (Ortega 2006).

Protozoonlarin 6nemini belirtirken, 6ncelikle serbest yasayan yaklasik 50 bin protozoon
tiirliniin ekositemin vazgegilmez liyelerinden oldugunu vurgulamak gerekir. Diger taraftan
protozoonlar hayata dair bazi sirlar1 6grenmek ve ¢ozmek icin de ideal canlilardir. Yine,
parazit protozoonlarin konaklar: ile iliskilerindeki 6zelliklere bagl olarak, ayni protozoon
tiirlerinin bulundugu konaklarin akrabalik derecelerinin saptanmasinda rolleri vardir. Okyanus
ve deniz sularinda yasamlarint siirdiiren bazi protozoonlara (Foraminifera, Radiolaria,
Heliozoa) ait fosillerden yararlanarak o yerin jeolojik zaman devirleri hakkinda bilgi
edinilebilmektedir (Karaer ve Dumanli 2010). Ote yandan, insanlarda veya hayvanlarda etkili
olan ve ciddi hastalik tablosuna yol agan ¢ok sayida protozoon bulunmaktadir. Ornegin,
insanlar1 enfekte edebilen yaklasik 340 parazit protozoon tiirii bilinmekte olup, diinyanin

gelismekte olan bolgelerinde ikamet eden 3 milyar insan su anda enfektedir. Bu grup



hastaliklarda, yaygmlik, morbitite ve mortalite yoniinden 06zellikle enterik protozoonlar

onemli bir yere sahiptirler (Stark ve ark. 2009).

Ozellikle gelismemis iilkelerdeki cocuklar icin beslenme giigliikleri biiyiiyen bir
problem olarak varligini korumaktadir. Bu problemin giincelligini siirdiirmesi, ¢ocuklarda
biiylime ve gelisme geriligi yaratan ¢esitli enfeksiyonlarla basa ¢ikma zorunlulugunu daha net
bi¢imde goz oniine getirmektedir. Ilgili konuda oOnerilecek ydntemleri hayata gegirerek,
dogrulugu saptanmis olanlarini bolgesel ya da toplumsal birer politika haline getirebilme
gerekliligi, gelecek kusaklara karsi kaginilmaz bir 6dev konumundadir. Bu zorunlulugun
gereklerini yerine getirirken, sorunlar1 ortaya koymaya basladigimizda, ¢ocuklarda biiyiime-
gelisme geriligine yol agan hastaliklarla savasimin en basta geldigi goriliir. Cocuklarinda
yaygin olarak gelisme geriligi bulunan uluslar, egitimde ve sporda basarili olamamakta,
iretimde, ekonomide, teknolojinin uygulanmasinda yetersiz kalmakta ve sonucta da az
gelismis toplumlar arasinda yer almaktadirlar. Konuya parazitolojik yonden yaklastigimizda
ise karsimiza ilk olarak Giardia cinsi ve yol agtig1 hastalik tablolar1 ¢ikmaktadir (Ak ve ark.

2007).

Giardia intestinalis (syn. G. lamblia ya da G. duodenalis) insan ve hayvanlarda ishale
neden olan bir protozoon olup, bazi bolgelerde insanlarda goriilen su kaynakli salgmlarin en
yaygin nedenidir (Flanagan 1992; Sulaiman ve Cama 2006; Ali ve Nozaki 2007; Turgay
2009). Insanlardaki giardiosisin en énemli kaynagi insan gaitasi ile kontamine olmus yiizey
sularidir. Hastaligin antropozoonoz veya zooantroponoz 6zellik tasityip tasimadigr ile ilgili
bilgi ve ayrica hastaliga asal kaynaklik eden omurgali grubu heniiz tam kesinlik kazanmis
degildir (Weese ve ark. 2011). Son birka¢ yildir bilim insanlari, Giardia’nin insan-hayvan-
cevre arasi gegis ve kaynaklik dinamigi {izerine titizlikle egilmislerdir (Giangaspero ve ark.
2007). Su anda ikna edici kiiclik kanitlarin gosterdigine gore, ev hayvanlar1 insan
giardiosisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Ciftlik hayvanlariin veya diger evcil hayvanlarin
onemli bir kaynak olabilecegi yoniinde bildirimler yogunlagmistir. Parazitin zoonotik
karakterini anlamak adma G. intestinalis alt tiir ve tiplerinin (assemblage) iyi bilinmesi
gerekmektedir. Farkli konaklara 6zgili cesitli tiirleri vardir ve birgok tip tek bir konaga
ozgidiir. Cocuklarda ve kopeklerde Giardia’nin benzer assemblage izolasyonu rapor
edilmistir; fakat evcil hayvandan insana iletimin acik kanitlar1 eksiktir. Bu noktada, 6zellikle
kedi ve kopeklerin lizerinde titizlikle durulmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Weese ve ark.

2011).



Bu tez calismasinda, Tekirdag ilinde, insanlarda giardiosis yaygmligmnin ve yilici
dagiliminin ortaya konmasi, hastalia neden olan G. infestinalis’in assemblage diizeyinde
belirlenmesi ve s6z konusu alt tiplerin medikal agidan 6ne ¢ikan, tanimlayici 6zelliklerinin
saptanmast amag¢lanmistir. Boylelikle, zoonotik bir karaktere sahip olan giardiosisin ildeki
durumu ¢esitli yonleriyle irdelenecek ve elde edilen verilerden, olas1 miicadele programlarmin

sekillendirilmesinde yararlanilacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tarihge

Protozoolojinin tarihi, mikroskobun gozle goriilmeyen canlilarin arastirilmasinda
kullanilmasiyla bagslar. Bu incelemeleri baslatan, kisisel meraki nedeniyle Antony van
Leeuwenhoek olmustur (1632-1723). Hollandali bilim adami Leeuwenhoek, bir kumasg
tiiccarmin yaninda tezgahtar olarak ¢alisirken yagmur damlasimi, kendi digkismi, dis kirini ve
daha pek ¢ok materyali kendi yaptig1 basit mikroskop diizeneginde incelemis, gézlemlerini
hem yazi hem de ¢izimleriyle kagida dokmiistiir. Bununla da yetinmeyen arastirici,
bulgularini donemin en taninmis bilim kurulusu olan Londra’daki Royal Society’e bildirmistir
(Sayg12002).

Giardia, ik olarak mikroskop altinda kendi ishalli digkisin1 muayene eden
Leeuwenhoek tarafindan 1681 yilinda tanimlanmis (Conboy 1997; Sulaiman ve Cama 2006;
Thompson 2009) ve protozoon hakkindaki ayrintili bilgiler ise 1859°da Lambl’dan gelmistir
(Flanagan 1992). Baslangicta Cercomonas cinsinde oldugu diisiiniilmiis olan etken,
Cercomonas intestinalis olarak adlandirilmistir. Grassi 1879’da, Lambl’in tanimlamasindan
habersiz olarak, kemirgenlerde etkili olan bir tiirii Dimorphus muris olarak isimlendirmistir.
Kunstler 1882 ve 1883°te, kurbaga yavrusunda benzer bir etkeni belirlemis ve cins ad1 olarak
Giardia terimini kullanmistir. Blanchard 1888°de insanlarda etkili olan tiiri Lamblia
intestinalis, 1902°de de Stiles ayni tiirli Giardia duodenalis olarak adlandirmistir. Daha sonra
Kofoid ve Christiansen 1915°te ilgili tiir i¢in Giardia lamblia ismini dnermis olup, 1920°de de
Giardia enterica adindan bahsedilmistir (Weese ve ark. 2011).

Ilk tanimlandigi donemden bugiine ¢ok sayida Giardia tiiriinden s6z edilmis olup,
kirktan fazla tiir ad1 konak bazinda dnerilmistir. Ote yandan, cinse ait tiir sayis1 ve farklilig1 ile
ilgili tartismalar devam etmektedir (Weese ve ark. 2011). Tiir ad1 6nermelerinde temel olarak
etkenin konagi, biyolojisi ve morfolojisi dikkate alinmustir. Ornegin, G. muris ve G. lamblia
arasinda ayirim yapmak icin morfolojik kriterler kullanilmis ve insan i¢in G. lamblia ismi
boylece kabul gormiistiir. Filice 1952°de Giardia ile ilgili detayl bir agiklama yaymlamis ve
median cisimcigin morfolojisi temelinde kullanilan 3 tiir ismi Onermistir. Bunlar; G.
duodenalis, G. muris ve G. agilis’tir. G. lamblia tir ad1 1970’lerde yaygin olarak kabul
gormiistiir. G. duodenalis ad1 1980°lerde, G. intestinalis ad1 ise 1990’larda 6n plana ¢ikmustir
(Adam 2001). Uzun ge¢cmisine ragmen Giardia tiirlerinin patojenitesi ve akrabaliklar1 ile

bilgilerimiz cogunlukla her tiiriin kendi konagi ile siirlidir (Thompson 2009).



Leeuwenhoek’un Giardia’y1 ilk kez acgiklamasmi takip eden yillar boyunca, etkenin
hastaliga sebep olan bir parazit mi, yoksa kommensal bir parazit mi oldugu tartismasi1 da
devam etmistir. Dobell ve Miller 1920’lerde giardiosisin malabsorpsiyonla iligkili oldugunu
one siirmiislerdir. Bundan 30 yil sonra Rendtorff kistlerin oral inokiilasyonunu takiben
insanlarda belli derecelerde enfeksiyonlarin gelistigini gézlemlemistir. Artik giliniimiizde,
insanlarda Giardia enfeksiyonunun klinik 6nemi ve 6zellikle ¢cocuklardaki giardiosisin etkisi

konusunda herhangi bir stiphe bulunmamaktadir (Thompson 2009).
2.2. Giardia spp.’nin Simiflandirmadaki Yeri

Giardia tirleri Zoomastigophora simifi, Diplomonadida dizisi, Hexamitidae ailesinde
yer alan ¢ift ¢ekirdekli, kamg¢ili protozoonlardir (Ali ve Nozaki 2007). Parazitin siniflandirma

basamaklar1 kisaca su sekildedir (Karaer ve Dumanli 2010):

Protista (Eukaryota) Alemi
Metamonada Kok
Diplomonadea (Trepomonodea) Sinifi
Diplomonadida Dizisi
Hexamitidae Ailesi

Giardia Soyu

Giardia spp. i¢in uygun bir smiflandirma siireci bazi1 nedenlerden dolay1 zor olmustur.
Bunlar; (i) Organizmanin aseksiiel yapisi c¢iftlesme deneylerine izin vermez. Ayni grup
icindeki klonal organizmalarda tiir tayini i¢in iyi tamimlanmis kriterler yoktur; olanlarin da
gecerliligi  tartigmalidir.  (ii) Onceleri, etkenin enfekte ettigi konagm cesidi tiir
tanimlamalarinda esas kabul edilmistir; o nedenle de olasi tiir sayis1 abartilmistir. Takip eden
donemde, 151k mikroskobu araciligiyla tespit edilen morfolojik farklhiliklara bakilarak yapilan
tiir tanimlarinda ise olasilikla soylar, tiirler ve izolatlar arasindaki farkliliklar hafife alinmistir.
(111) Bir konaktan digerine yapilan capraz enfeksiyon denemeleri genellikle basarisizlikla
sonuglanmustir. (iv) izolatlarm ayrilmasinda kullanilan mevcut araglar, molekiiler ve elektron

mikroskobik tekniklerin kullanimina kadar yetersiz olmustur (Adam 2001).



Cizelge 2.1. Giardia cinsi igerisinde varligi kesinlesmis veya yaygin kabul edilen tiirler, bagl
alt gruplar ve 6ncelikli konaklar1 (Caccio ve ark. 2005; Lebbad 2010; Feng ve Xiao 2011)

Tiir Primer Konak

G. duodonalis Davaine, 1875

Assemblage A (G. duodenalis sensu stricto™®)

Tip1 Insan, birgok hayvan grubu (zoonoz)
Tip II Insan, birgok hayvan grubu (zoonoz)
Tip 11 Hayvanlarda
Assemblage B (G. enterica*)
Tip I Insan, ¢ingilya, kopek, kunduz, rat vs. (zoonoz)
Tip IV Insan, baz1 hayvanlar (zoonoz)
Assemblage C (G. canis™) Kopek, ¢akal, kurt, kedi
Assemblage D (G. canis*) Kopek, ¢akal, kurt, kedi
Assemblage E (G. bovis*) Ruminant, domuz
Assemblage F (G. cati*) Kedi; fare, sigan
Assemblage G (G. simondi*) Fare, si¢an; kedi
Assemblage H Deniz memelileri, deniz kuslar
G. agilis Kunstler, 1882 Amfibi
G. muris Benson, 1908 Kemirgen
G. microti Benson, 1908 Misk sigant, tarla faresi
G. psittaci Erlandsen and Bemrick, 1987 Kus
G. ardeae Noller, 1920 Kus
G. varani Lavier, 1923 Kertenkele

*[1gili genotiplerle ilgili olarak dnerilen isimler

Bugiine kadar Giardia cinsine bagli 41 tiirden bahsedilmistir. Ancak, ¢esitli morfolojik ve
biyolojik 06zelliklerine gore adlandirilmis ve genel kabul goérmiis 6-7 tiir bulunmaktadir
(Cizelge 2.1) (Monis ve ark. 2003; Thompson 2004; Feng ve Xiao 2011; Weese ve ark.
2011). Molekiiler biyoloji sayesinde Giardia karakterizasyonu adina Onemli asamalar
kaydedilmis, cins i¢inde daha dnce tanimlanan genetik farkliliklarin analizleri, taksonomisi ve
hastalik epidemiyolojisine dair 6nemli konular aydinliga kavusturulmustur (Caccidé ve ark.

2005).

Filice tarafindan 1952’de ortaya konan smiflandirma yontemine gore Giardia tirleri
median  cisimlerin  sekline,  protozoonun  bicimine ve  biiyiikliigiine  gore
simiflandirilabilmektedir (Flanagan 1992; Ak ve ark. 2007). Bu kriterlere gore 3 tiirden soz

edilir:



i- G. agilis: Amphibilerde goriiliir. Trofozoit uzun ve dar, 20x4.5 um ebatlarinda olup,
median cisimleri uzun, hatta gbézyasi seklinde ve viicudun uzun eksenine paralel
uzanmaktadir (Ak ve ark. 2007; Karaer ve Kar 2010).

ii- G. muris: Kemirgen, kus ve bazi siirlingenlerde goriiliir. 10x7 pm ebatlarindadir ve
daha ¢ok armuta benzer. Median cismi iki kiigiik yuvarlak seklinde olup merkezdedirler
(Ak ve ark. 2007; Karaer ve Kar 2010).

ili-G. duodenalis: Biyiikligli konagi olan memelinin tiirline gore degisiklik
gosterebilmektedir. Median cisim ¢ift, bazen tektir; parazitin viicudunda enine seyreder

ve penge seklindedir (Ak ve ark. 2007; Karaer ve Kar 2010).

Yapilan bir¢ok calisma G. duodenalis’in bir tiir kompleksi oldugunu ortaya koymustur
(Monis ve ark. 2003; Cacci6é ve Ryan 2008). Giardia spp. i¢in genotiplendirme tekniklerinin
biliylik cogunlugunda ssu-rRNA, B-giardin (bg), glutamat dehidrogenaz (gdh), elongation
faktor 1-a (ef-1), trioz fosfat izomeraz (¢pi), GLORF-C4 (C4) genleri ve son zamanlarda da
intergenomik rRNA spacerregion (/GS)’un analizinden yararlanmistir (Caccio ve Ryan 2008).
Yapilan molekiiler ve antijenik analizler, G. duodenalis’in genotipik ve fenotipik olarak
farkli, ancak morfolojik olarak benzer, en az yedi alt tiirliniin (A-G) oldugunu ortaya
koymustur (Monis ve ark. 2003; Thompson 2004; Weese ve ark. 2011). Bunlardan A ve B
tipinin insanlarda (Giangaspero ve ark. 2007), C ve D tipinin kopeklerde, kedilerde,
cakallarda ve kurtlarda, E tipinin ineklerde, koyunlarda, domuzlarda, mandalarda, F ve G
tiplerinin ise kedi ve farelerde goriildiigii bildirilmistir (Caccidé ve ark. 2005). Alt tiplerin
neden oldugu hastalik karakterleri arasinda kesinlesmis bir ayrimm olmadigi, ancak,
insanlardaki persiste enfeksiyonlardan B tipinin, aralikli ishal olgularindan ise A tipinin daha
¢ok izole edildigi bildirilmistir. Ote yandan, tipler aras1 baz1 6nemli farkliliklar, ayr1 tiir olarak
adlandirilmalar1 gerektigi diisiincesini de dogurmustur. Bu noktada onerilen isimler; A tipi
icin G. duodenalis, B tip1 i¢in G. enterica, C ve D tipleri i¢in G. canis, E tipi i¢cin G. bovis, F
tipi icin G. felis ve G tipi i¢in G. simondi’dir (Lebbad 2010). Yine, son zamanlarda yapilan bir
calismada (Lasec-Nesselquist ve ark. 2010) deniz canlilarinda etkili olan yeni bir assemblage

varlig1 ortaya konmus ve buna da assemblage H denmistir.

Kist ve trofozoit morfolojisindeki cesitlilik, G. duodenalis izolatlarmin ayriminda
molekiiler teknikleri bir noktada zorunlu kilmaktadir. Son on yil iginde, DNA amplifikasyon

tekniklerinin yayginlagmasiyla da birlikte, molekiiler tekniklere 6zellikle insanlarda goriilen



giardiosis  olgularma  kaynaklik edebilecek hayvanlarin  belirlenmesi  noktasinda

basvurulmustur (Cacci6 ve ark. 2009).

A tipinin Al ve All, B tipinin ise BIII ve BIV olmak iizere ikiser alt izolat grubundan
daha s6z edilmektedir. Bunlardan AIl ve BIV’iin insanlara spesifik oldugu, Al’in ise yaygin
olarak goriilen, hem insanlarda hem de hayvanlarda (evcil hayvanlar, kedi, kdpek, kunduz,
kobay, slow loris) rastlanan ¢ok sayida izolatinin bulundugu, dolayisiyla da giardiosiste s6z
konusu olan zoonotik potansiyelin temel olarak bu genotiple iliskili oldugu kaydedilmistir.
Yine BIII’iin de insan haricinde bazi hayvan gruplarinda da (slow loris, ¢ingilya, kopek,
kunduz, sigan, bir primat tiirii olan siamang) goriilebildigi ve dolayisiyla belli bir zoonotik
onem tasidig1 bildirilmistir (Thompson 2004; Karaer ve Kar 2010). Bir¢ok arastirmaci
tarafindan kabul edilen son konum ise, B tipinin her iki alt grubunun da zoonotik oldugu, A
tipinin {i¢ alt grubunun bulundugu, bunlardan Al ve AIl’nin hem insan hem de hayvanlarda
goriildigli dolayisiyla zoonotik oldugu, ancak AIIl’lin hayvanlara 6zgii oldugudur (Lebbad
2010).

2.3. Morfoloji

Genel olarak Giardia tiirleri monoksen temelli basit bir biyolojiye sahiptir (Feng ve
Xiao 2011) ve biyolojik siireclerinde iki farkli morfolojik asama gosterirler. Bunlar, enfektif
kist formu ve proliferatif trofozoit formudur (Flanagan 1992; Ali ve Nozaki 2007; Weese ve
ark. 2011). Trofozoitler armut seklinde, karakteristik bir goriinlime sahiptir ve 10-20 x 5-15
um boyutlarinda, bilateral simetrik yapidadir. Ventral ylizeyinin 6n kisminda yer alan ventral
diskten dolay1 tanimlanmalar1 kolaydir (Turgay 2009; Ankarlev ve ark. 2010). Disk, bagirsak
mukoza epitelinin yiizeyine baglanma siirecinde rol alan kontraktil proteinlerden aktin, o-
aktin, miyozin ve tropomiyozin icerir. Yine, metabolik siirecte onem tasiyan bazi diger
molekiillere de rastlanir ki bunlardan sistein, 37°C’nin altindaki sicaklikta ve oksijen
diizeyinin arttif1 durumlarda inhibe edilmektedir. Ultrayapisal olarak ventral disk 13
protofilamentten olugsmus mikrotiibiil setini igerir ve bu set ventral membrana baglh
durumdadir (Adam 2001). Diskin dayaniklilig1 tubulin, giardin ve diisiik afiniteli kalsiyum
baglayan anneksinler tarafindan saglanir ki disk yiizeyi sisteinden zengin molekiillerle

kaplidir (Despommier ve ark. 2000).

Trofozoitin sitoplazmasinda yer alan, emici disk diizeyinde, orta hattin iki yaninda

simetrik olarak duran oval yapida iki niikleus bulunur. Niikleuslar olduk¢a biiytik niikleolusa



sahiptir (Turgay 2009). Bu genel goriiniim ile trofozoitler Giemsa boyali preparatlarda
olduk¢a fotojenik bir tablo ¢izerler ki iki niikleus ile gozliiklii bir yiiz ve orta cisimcik ile de
tebessiim etmis bir yiiz ifadesi sergilerler (Lebbad 2010; Weese ve ark. 2011). Trofozoitlerin
sahip oldugu cekirdekler goriinim olarak neredeyse Ozdestir. Ayrica her iki ¢ekirdek de
transkripsiyonel olarak aktiftir (Despommier ve ark. 2000) ve replikasyonlar1 da asag1 yukari
ayni1 zaman diliminde gerceklesir. Iki cekirdek de esit sayida rDNA genine sahiptir. Her
ikisinde de yaklasik esit miktarda DNA’ya sahip oldugu niikleer boyalarla tespit edilmistir.
Trofozoitler, sahip olduklar1 s6z konusu iki tarafli asimetriyi muhafaza etmek adina, cogalma
siirecinde longutidunal olarak boliiniirler (Adam 2001). Her biri bazal cisimcikten koken alan,
on, arka, yan ve arka yan olmak iizere 4 ¢ift kamgis1 bulunur (Turgay 2009; Weese ve ark.
2011); her bir kamgida 9 cift periferik mikrotubul, iki merkezi mikrotubulii kusatir (Adam
2001). iki niikleus arasinda, adeta mikroorganizmay ikiye ayiran ve trofozoitin dar ucuna
dogru uzanan aksonem vardir (Ak ve ark. 2007). Median cisimcik dorsal ve orta hatta lokalize
olmustur ve siki paketlenmis bir grup mikrotiibiilden meydana gelmistir; bu durum Giardia
spp.’ye hastir. Sitoplazmada ayrica, lizozomal vakuoller, ribozomal ve glikojen graniilleri de

bulunur (Adam 2001).

Aerobik veya mikroarefilik ortamlarda yasamimi siirdiirebilen G. intestinalis
trofozoitleri, diger cogu Okaryottan farkli olarak mitokondri, peroksizom ve tipik Golgi
aygitindan yoksundur (Despommier ve ark. 2000; Ankarlev ve ark. 2010). ATP {iiretimleri
sadece substrat diizeyinde fosforilasyon ile miimkiin olur (Ali ve Nozaki 2007). Ote yandan,
calismalarda demir-siilfiir protein olgunlasmasinda rol oynayan, ¢ift zarla c¢evrili ilkel
mitokondri denebilecek yapilarin (mitozomlar) varligi gosterilmistir. Bu bulgular 151ginda,
Giardia tirlerinin prensip olarak amitokondriat olmadigi ve parazitin mitokondriyal
endosimbiyonttan koken alan bir organelin varligin1 hala korudugu ifade edilmistir.
Sitoplazma i¢inde dagilmus kiiciik hiicresel yapilarda lokalize olan ilgili organellerin, 6zellikle
bazal cisimcigin etrafinda kiimelendikleri gosterilmistir (Benchimol 2009). Ayrica, tipik
Golgi kompleksine rastlanmasa da, varliklar1 konusu hala tartigmalidir (Benchimol 2009).
Ozellikle trofozoitlerin kistlenme siirecinde goriiniir hale gelen ve Golgi kompleksini andiran
yigimlanmis membran kiimeleri gosterilmistir (Adam 2001). Giardia ayrica lizozomlara, geg
ve erken endozomlara karsilik gelen periferal yerlesimli bir vezikiil sistemine de sahiptir.
Parazitin, fonksiyonel olarak kesinlestirilememis internal vezikiilleri de bulunmaktadir

(Benchimol 2009). Giardia tirleri, DNA replikasyonu ve protein sentezi konusunda da tam
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bir de novo siire¢ izleyemezler; s6z konusu eksikliklerini konak {izerinden karsilarlar (Ali ve

Nozaki 2007).

Giardia tirlerinde morfolojik acidan dikkati ¢eken en ilging yapilar, mikrotubuler yapisi
hakkinda pek fazla bilgi edinilememis olan median cisimcik ve olduk¢a karmasik ve
olaganiistii organizasyona sahip olan hiicre iskeletidir (Benchimol 2009; Lauwaet ve Gillin
2009). Median cisimcik Onceleri, aksoneme transversal bir konumda yerlesmis mikrotubul
gruplar1 seklinde tanimlanmustir; ancak, calismalar, yapmin sadece bir iki temel birimden
degil oldukca farkli monomerlerden olusmus bir kompleks oldugunu gostermistir (Piva ve
Benchimol 2004). Bu noktada, median cisimcigin esas itibariyle miktar, icerik ve dizilim
bakimindan farkliliklar gosteren mikrotubul demetlerinden olustugu ifade edilmistir.
Yapisindaki belirgin morfolojik farkliliklar median cisimcigin G. duodenalis, G. muris ve G.
agilis gibi farkli Giardia tiirlerinin ayriminda kullanilmasma zemin hazirlamistir (Benchimol

2009).

Parazitin enfektif asamasi kisttir (Ali ve Nozaki 2007) ve bu formlar diskiyla atildig:
anda enfektiftir (Feng ve Xiao 2011). Ebat olarak 8-14 x7-10 um boyutlarinda olan kistler,
soguk, nemli ve los ortamlarda aylarca enfektivitelerini korurlar (Flanagan 1992; Ali ve
Nozaki 2007; Turgay 2009; Feng ve Xiao 2011). Sulu ortama uzun siire dayanmalarinda, kist
duvarinin paraziti hipotonik lizisten koruyacak kadar gii¢lii olmasi 6nemli bir faktordiir
(Gillin ve ark. 1996). Kistlesme sonrasi trofozoitte bulunan niikleus ikiye boliindiigli icin
iclerinde dort niikleus tagimaktadirlar (Turgay 2009). Kistlerin duvar kismi 0.3-0.5 pm
kalinlhiginda olup, bir dis filamentdz kat, bir de i¢ membran tabaka olmak {iizere iki kathdir.
dolayisiyla igerideki parazit hem kendi dis membrani ile hem de adi gegen iki dis bariyerle
korunmaktadir. Ortalama 0.3-0.5 nm kalinlhiginda olan filamentéz kat 7-20 nm’lik
filamentlerin ag seklinde siralanmasindan olusmustur. Duvarm ana kompanentini N-
asetilgalaktozamin ve molakiiler agirhigi 102 kDa olan dort mojor protein olusturur.
Bunlardan ii¢ kist duvar proteini (CWP1, CWP2, CWP3) ozellikle 6nemlidir. Daha 6nceki,
kist duvarinin kitinden (N-asetilglukozamin) olustuguna dair iddialar cliriitiilmiistiir. Yasam
dongiisiiniin direngli gecis formlar1 olan kistlerde metabolik faaliyetler minimalize edilmis
olup, s6z konusu etkinlik trofozoit formunun ancak %10-20’s1 diizeylerindedir (Adam 2001;

Ankarlev ve ark, 2010).
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2.4. Yasam Dongiisii

Parazitin yagam dongiisii temel hatlariyla bilinse de, bazi ayrintilar heniiz aydinliga
kavusturulabilmis degildir (Flanagan 1992; Eckmann 2003; Ali ve Nozaki 2007; Ak ve ark.
2007). Bulagmasi, konaktan konaga dogrudan ya da kontamine su ve gidalar yolu ile dolayli
bir sekilde olabilmektedir. Dongiide izlenen temel yol basit fekal-oral bulastir (Cacci6 ve ark.
2005). Giardia tiirleri yasam siireclerinde, hem konakta hem de serbest dogada, etkili bir
uyum stratejisine sahiptirler. Enkistasyon ve ekskistasyona yol acan dis fizyolojik etmenler
bilinmektedir; ancak, s6z konusu siireclere yonelik hiicre ici sinyaller hakkinda ayrintili bilgi
bulunmamaktadir. Ote yandan, parazitin morfolojik ve fizyolojik gegislerinde etkili olan bazi

0zel proteinlerden de s6z edilmektedir (Lauwaet ve Gillin 2009).

Parazitin konaktaki biyolojik siireci, kist formlarmin oral olarak alinmasiyla baglar
(Lujan ve ark. 1998). Asite direngli bir form olan kistler, alindiktan sonra sindirim
sistemindeki normal prosesi takip eder. Once mideye ulasir ve buradaki asitin yikimlayici
etkisinden kurtularak duodenuma geger. Ancak, bu siirecte midedeki diisiik pH,
duodenumdaki yiiksek pH ve yine her iki ortamda da bulunan 6zel proteolitik enzimler
sayesinde kist duvar1 zayiflar ve takibinde de agilir (Flanagan 1992; Eckmann 2003; Ali ve
Nozaki 2007; Ak ve ark. 2007). Mide asiditesi ve proteolitik etkisi kist duvarini belli derecede
zayiflatir; ancak, bu noktada ilgili incelme belli bir diizeyde gerceklesir. Kaldi ki, asir1
incelme veya kist duvarmin acilmasi, igeride bulunan protozoonun séz konusu yikimlayici
etkiye maruz kalmasi ve 8lmesiyle sonuglanacaktir. Ote yandan, bagirsaga girdiginde iyiden
iyiye incelmis olan kist duvarindan 6tiirii hemen duodenumda ekskistasyon gerceklesir ve

parazit tam da hedefledigi bolgede serbest hale gelir (Lauwaet ve Gillin 2009).

Midede maruz kaldig1 asidite ve diger etkiler, kistin hemen orada acilmasina neden
olmasa da, kist i¢indeki trofozoitin bazi metabolik siirecleri baslatmasina neden olmaktadir
(Sviard ve ark. 2003; Ankarlev ve ark. 2010). Ekskistasyonda proteaz 6zel Oonem tasir;
pankreatik proteaza ek olarak cathepsin B ailesinden G. lamblia sistein proteazi s6z konusu
siirec icin Onemlidir. Ekskistasyonu takiben, kist duvar1 dagilir ve igeriden dort ¢ekirdekli bir
protozoon ¢ikar. Ortama diisen protozoon DNA replikasyonu olmaksizin dogrudan sitokinezis
ile boliinmeye baslar ve sonucta her biri bir ¢ekirdekli dort protozoon olusur. Yine, hemen
arkasindan g¢ekirdekler boliiniir, flagellalar sekillenir, ventral disk gelisir, bazi sitoplazma
organelleri olusur, olgunlasir. Dolayisiyla 10-15 dk. gibi kisa bir zaman diliminde, bagirsak

lumeninde dort adet aktif Giardia trofozoiti sekillenmis olur (Adam 2001; Svird ve ark. 2003;
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Ak ve ark. 2007). Sonugta bagirsak epiteline tutunup beslenmesini siirdiiren parazit, uzununa

ikiye boliinerek ¢ogalmaya baslar (Roberts ve Janovy 2006). (Sekil 2.1).

\
Suyun, yivecegin, ellerin vs.
kontaminasyoru

Trotozoit

A Enfektif form X
A Diagnostik form A

Sekil 2.1. Giardia intestinalis’in yasam dongiisii (Weese ve ark. 2011)
Trofozoitler insanlarda Ozellikle duedonum, jejinum ve ileumun {ist kisimlarinda
konumlanirlar. Ekskistasyonda oldugu gibi, kolonizasyon siire¢lerinde de gastrik asit ve safra
tuzlar1 destektir. Alinan gidalar ve sindirilen iriinlerin yani sira hidrojen iyonlari, safra,
proteazlar ve diger sindirim enzimlerinin farkli karisimlarinda yilizen trofozoitler luminal
sivida flagellalarmi kullanarak, aktif sekilde hareket ederler (Roberts ve Janovy 2006;

Lauwaet ve Gillin 2009). Trofozoitler, sahip olduklar1 ventral disk araciligiyla ince bagirsak
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duvarindaki epitel hiicrelerinin yilizeyine yapisirlar. Siddetli enfeksiyonlarda mukoza
epitelinin 6nemli bir kismi isgal edilmis olur (Lauwaet ve Gillin 2009; Flanagan 1992).
Hiicrelere tutunmay1 saglayan molekiiler mekanizma tam olarak bilinmemektedir; ancak, disk
yiizeyinde karbonhidrat baglayan lektinler tanimlanmistir (Despommier ve ark. 2000).
Trofozoitler bu ¢evresel ortamda devam edebilirler veya akut ve siddetli intestinal ishal
dinamiginin etkisiyle bagirsagin ilerleyen boliimlerine taginabilirler. Bu siirecte, uygun
olmayan ortamlara gecis yapan trofozoitler kistlenemeden diskiyla atilabilir veya dejenere
olabilirler (Lauwaet ve Gillin 2009). Trofozoitler s6z konusu bagirsak akisina direnmek
amaciyla epitel ylizeyinde, mukus icerisinde kolonize olabilirler; ancak, mukoza igerisine
penetre olmazlar (Eckmann 2003).

Bagirsaktaki trofozoit formlar1 enfeksiyonun ileri donemlerinde kistlenme siirecine
girerler. Stire¢ sonunda olusan kistler digki ile atilir. Kist olusum siireci temel olarak ii¢
onemli asamada gerceklesir. Bunlar; 1) kist olusumunu indiikleyen uyaranlarin alinmasi ve bu
siirecte rol alan gen bdlgelerinin aktivasyonu, ii) kist duvari kompanentlerinin sentezi ve

hiicre ylizeyine nakli ve iii) kist duvariin tam olarak sekillenmesidir (Lujan ve ark. 1998).

Vejetatif formlarin varliklarin1 devam ettirebilme siireleri birtakim faktorlerce
belirlenir ki besin varligi bunlarin en énemlilerindendir (Sener ve ark. 2009). Ince bagirsakta
ve sulu gaita ortaminda parazitin aktif formunu idare edecek besinler bulunur; ancak, icerik
kalin bagirsaklara dogru ilerledik¢e suyunu kaybetmeye baslar ve bu durum enkistasyonu
uyarir (Roberts ve Janovy 2006). Yine, liremesini siirdiiren trofozoitler safra tuzlarinin, yag
asitlerinin (Flanagan 1992; Adam 2001) ve diisiik kolesterol igeren ¢evresel uyaranlarin (Ali
ve Nozaki 2007) etkisiyle kalin bagirsaga dogru ilerler ve kistlenmeye baslarlar (Flanagan
1992). Deneysel kanitlar kolesterol yoksunlugunun kistlesmeyi tetikledigini gostermistir
(Roberts ve Janovy 2006).

Giardia trofozoitlerinde kistlenme siirecinin  O6nemli bir kismi konagin
incebagirsaklarinda gecer. S6z konusu siirecin tamamlanmasi i¢in belli bir zaman dilimine
ihtiya¢ vardir. O nedenle, bagirsak igeriginin hizli hareket ettigi akut ishalli donemde, heniiz
kistlenmesini tamamlayamamis trofozoitlere digkida bolca rastlanir. Ancak, bunlarin dig
ortama veya oral olarak alinsa bile mide asiditesine olan direnci ¢ok diisiik oldugundan
bulagsmada onemleri yoktur ve atilimdan kisa siire sonra inaktive olurlar. Kistlere ise 6zellikle
normal sekilli digkilamanin oldugu siireclerde, yani igerigin bagirsaklarda yeteri kadar

oyalandig1 donemlerde daha ¢ok rastlanmaktadir (Ak ve ark. 2007). Her bir diskilamada atilan
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parazit sayist ilimli enfeksiyonlarda 300 milyon, ishalli olgularda ise 14 milyar diizeyine
cikabilmektedir (Roberts ve Janovy 2006). Birey enfekte oldugu stirece kist iiretimi devam
eder; ancak, kisinin immunitesindeki degisimlere de bagli olarak atilim genelde dalgali bir

seyir izler (Despommier ve ark. 2000).

Kist formuna doniisiim siirecinde, trofozoitlerin dayanikli yiizey, yani kist duvari
matriksini salgilamasi gerekir. Parazit ince bagirsagin asagi kisimlarinda yuvarlaklasir, kist
duvari sekillenir ve zamanla kistlenme tamamlanir (Sener ve ark. 2009). S6z konusu siirecte,
hiicre iskeleti biiyiik oranda sekil degistirir, kam¢ilar ve emici disk 6nemli diizeyde kaybolur
(Lauwaet ve Gillin 2009). Kistlenme siirecini erken ve ge¢ faz olarak ikiye aymrmak
miimkiindiir. Erken faz yaklasik 10 saatte, ge¢ faz ise yaklagik 16 saatte tamamlanir. Erken
faz, kist duvar1 komponentlerinin intraseliiler sentezini ve yiizeye tasinmasi siireglerini kapsar
(Adam 2001; Ak ve ark. 2007). Bu siirecte, kompanentlerin yilizeye tasmmmasini saglayan
membrandz yapilarda belirgin bir yigimlanma dikkati ¢ceker (Adam 2001; Roberts ve Janovy
2006, Ak ve ark. 2007). Elektron mikroskobunda, s6z konusu enkistasyon spesifik graniiller
kolaylikla tanimlanabilmektedir. Enkistasyonun ge¢ fazi, kist duvar: filamentlerinin trofozoit
plazmolemmasinda gdriinmesiyle baglar (Adam 2001; Ak ve ark. 2007). Kistlenme siirecinde
trofozoitler, filament6z matrikste yigimlanmis kist duvari proteinleri 1,2 ve 3 ve giardan
olarak adlandirilan 2-acetamido-2-deoxy-D-galactan ile kapli hale gelir. Kist duvari
proteinleri tasiyic1 vezikiiller aracilifiyla yilizeye iletilir; ancak, giardan iletimi
kesinlestirilebilmis degildir (Sener ve ark. 2009). Dis ylizeyi kalinlasmaya baslayan parazit,
s0z konusu siirecte bagwrsak epiteline tutunabilme yetisini kaybetmistir. Zamanla
sitoplazmadaki tasiyict vezikiiller de kaybolur. Enkistasyon siireci sonunda, kist icerisinde iki
cekirdekli bir protozoon bulunur. Daha sonra ¢ekirdekler ikiye boliiniir ve kist icerisinde dort

cekirdekli tek bir protozoon olarak varligini siirdiiriir (Adam 2001; Ak ve ark. 2007).

Enkistasyonun biyolojik amaci ¢evresel kosullarda canli kalabilen bir forma ¢evrilmek
ve yeni bir konagi enfekte etmektir. Enkistasyon sonucu olusan kist duvar1 konak disindaki
yasam i¢in esastir. Bu yap1 parazitin suda uzun siire canli kalmasina, klor gibi dezenfektanlara
diren¢g gdstermesine, konak mide asiditesinden protozoonun korunmasina imkan saglar.
Kistler soguga oldukca direngliyken asir1 sicak ve donmaya direng goérece daha diisiiktiir.
Duvardaki fibr6z yap1 su da dahil kii¢iik molekiillerin gecisini engellerken, ekskistasyonu

tetikleyen fizyolojik uyaranlara duyarhdir. S6z konusu iki yonlii tutum parazitin dongiisiini
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tamamlayabilmesi adina esastir (Despommier ve ark. 2000; Sener ve ark. 2009; Lauwaet ve

Gillin 2009).
2.5. Patoloji ve Immunoloji

Giardia trofozoitleri, 300 yildan daha uzun bir siire 6nce ishalli bir gaitada tespit
edilmis olmasma ragmen parazit, 1978’e kadar patojen kabul edilmemistir. Sonra, enfekte
kisilerde goriilen ince bagirsagin proksimalindeki lezyonlar ve malabsorbsiyon sorunlari
etkenin patojenitesi hakkindaki siipheleri ortadan kaldirmis ve WHO 1979°da paraziti
zoonotik olabilen etkenler listesine dahil etmistir (Lebbad 2010). Yine, G. intesitinalis ile
ilgili pek ¢ok calisma yapilmis olmasina karsin etkenin hastalik olusturma siireci ile ilgili
ayrintili bilgi heniiz yoktur. Invaziv olmamasina karsmn ciddi mukozal yang1 olusturan etkenin
spesifik bir toksini olup olmadig1 son zamanlara kadar tartisilagelmistir (Buret 2008) ve bazi
arastirmalarda patogenezinde rol alan kimi spesifik toksinler tanimlanmistir. Virulans
faktorlerin basinda, parazitin konak epiteline tutunmasini ve beslenmesini saglayan adezif
disk (Palm ve ark. 2005), parazitin hareketinde ve tutunmasinda rol alan dort ¢ift flagella ve
varyeteye spesifik ylizey proteinleri yer almaktadir. S6z konusu ylizey proteinleri siirekli
kendini degistirme yetisindedir ki bu durum da gelisen spesifik konak immunitesine karsi

paraziti korumaktadir (Prucca ve Lujan 2009).

Giardia lamblia, invazyon, inflamasyon, toksin ve virulans faktorlere sahip olmadigi
halde bagirsak yangisina neden olabilmesinden (Lauwaet ve Gillin 2009), patojenitesinden ve
tedaviye verdigi yanit seklinden 6tiirti, diger pek cok patojenden farkli bir konuma sahiptir
(Roberts ve Janovy 2006). Giardiosiste klinik tablonun siddeti muhtemelen parazitin
viriilansi, konagin gelisimsel, beslenme ve immunolojik yapisi1 (Caccidé ve Ryan 2008; Feng
ve Xiao 2011), dogal bagirsak florasi, diger patojenlerin bulunusu ya da yoklugu arasindaki

etkilesim tarafindan belirlenmektedir (Flanagan 1992; Feng ve Xiao 2011).

Enfekte bireyler tarafindan giinde 900 milyondan fazla kist atilabilirken, konag1 igin
uygun tiir veya tipin 10’dan az kistinin oral olarak alinmas1 enfeksiyona neden olabilmektedir.
Enfeksiyon kontamine olmus icme suyu ya da gol, gdlet ve yetersiz diizeyde dezenfektan
eklenmis ylizme havuzu gibi eglence amacglh sularin icilmesiyle bulasabilmektedir. El-agiz
iletimi 6zellikle ¢ocuk bakim merkezlerinde yaygindir. Gida kontaminasyonu ile bulas da

miimkiindiir (Adam 2001; Weese ve ark. 2011; Feng ve Xiao 2011). insanlarda G. intestinalis
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ince bagirsagin iist kisminda yasayan, mukozaya siki siki tutunan, zaman zaman safra kesesi
ve safra yollara penetre olabilen bir protozoondur (Turgay 2009).

Midede gastrik asit salinimi1 ve proksimal ince bagirsaktaki proteazlarin etkisi sayesinde
kistlerin a¢ilmasi ile trofozoitler serbest hale gelir. Trofozoitler hareketlidir, ikiye boliinerek
cogalir ve ince bagirsak epitelini tutar (Eckmann 2003). Etken tarafindan iiretilen, serin ve
sistein proteazlari, ince bagirsak epiteli bariyerini bozar, konakta bir immun cevap ve yangiya
neden olur (Ali ve Nozaki 2007). Trofozoitler ince bagirsakta mukozaya penetre olmazlar
(Weese ve ark. 2011); ancak, hiicre iskeleti ve hiicreler arasi1 baglantinin bozulmasz ile iliskili
olan enterositlerin apoptozisini indiikler (Ali ve Nozaki 2007). Ishalli bireylerde, trofozoitler
villus atrofisi, kriptik hiperplazi ve ince bagirsakta yangi hiicreleri tarafindan lamina
proprianin yaygin isgaline neden olabilirler. Baz1 vakalarda goriilen villus kisalmasi, bolgesel
bazi sindirim enzimlerinin salinimida problem yaratabilmektedir (Weese ve ark. 2011).

Bir¢cok enfeksiyon olgusunda hastaligin herhangi bir bulgusuna rastlanmaz. Bariz bir
sekilde bazi insanlar digerlerine nazaran daha hassastir; bazi insanlarda ise zamanla gelisen
bagisiklik hastaligin seyrini 6nemli derecede degistirebilmektedir. Kimi hastalarda mukus
iretiminde dikkat cekici bir artig, ishal, sivi kaybi, bagirsaklarda agri, gaz olusumu ve kilo
kaybi dikkati ¢eker. Gaita yaghdir, fakat diskida kan varlig1 asla hastaligin primer bir bulgusu
degildir. Parazit, konak hiicrelerinde lizise neden olmaz, ancak mukozaya ait miikdz salgi
miktar1 artar. Bagirsak epitelinin parazit tarafindan istilas1 epitelyum mikrovillusunda ciddi
kayiplara yol agabilir. Bu durum ise yaglarin ve bazi diger besin maddelerinin emilimini
aksatir. S6z konusu tablo hastaligin klinik bulgularinin olusumuna zemin hazirlar. Bazen safra
kesesi de parazit tarafindan istila edilebilmektedir. Bagl olarak, ilgili bolgede agr1 ve cesitli
komplikasyonlarin sonucu sarilik meydana gelebilir. Hastalik temelde 6liimciil bir karakter
tasimamaktadir (Roberts ve Janovy 2006).

IgA ve IgM antikorlar1 Giardia’ya kars1 gelisen immunolojik savunmada 6nem tasir.
S6z konusu spesifik antikorlar bagirsak liimenine de bolca salgilanirlar. Yapilan bazi
calismalar, B hiicrelerinin giardiosise karsi konakta gelisen immunite adina biiyiik 6nem
tasidigin1  gostermistir. Ote yandan, bazi diger calismalar, bu hiicrenin anti-giardial
bagisiklikta sadece sinirli bir rolii oldugunu da ortaya koymustur (Eckmann 2003). Asil biiytlik
role sahip olan lokal bagisiklik, sistemik bagisikligin da katkisiyla enfeksiyonu kontrol
etmekte, hastaligin siddetini ve yayilisin1 baskilamaktadir. O nedenle de, immun siipresiflerde
bagisiklik yoksunlugunun derecesi enfeksiyonun siddetinin ve gidisatinin en biiylk
belirleyicisidir (Stark ve ark. 2009). Bagisikligin bir sekilde gelismesi ve ortam kosullarmin

bozulmasi trofozoitlerde kiste doniisiimii de aktive etmektedir (Eckmann 2003).
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Oldukga belirgin bir antijenik varyasyon sergileyen G. duodenalis, genotiplere de bagl
olarak, her 6-12 nesil boyunca 180 farkli antijen eksprese edebilmektedir. Calismalar,
hastaligin konakta sinirlandirilmast noktasinda, Oncelikli roliin hiimoral bagisikliga ait
oldugunu gostermistir. Konak immun sistemini etkili sekilde uyaran en 6nemli antijen ise
sisteinden zengin yiizey proteinidir. Ote yandan, sz konusu bu degisken yapidaki antijen,
etkenin infektivitesini ve virulensini de belirleyen en onemli faktordiir (Roberts ve Janovy

2006).

Trofozoitlerin ylizey bilesenlerindeki antijenik ¢esitlilik enfeksiyonun 6zellikle erken
fazinda tipiktir. Biiylik olasilikla trofozoit yiizey proteinlerini kullanarak konak immun
yanitin1 (IgA antikorlar1) kendi istedigi yonde kullanmaktadir. Sisteinden zengin ylizey
proteinlerinin degisimi, parazitin daha ekskistasyon siirecinde bile dikkati ¢ekmektedir

(Despommier ve ark. 2000).

Anne siitli enfeksiyondan koruyucu 6zellik tasir; bu durum spesifik IgA antikorlarmni
tastyabilmesi ile iligkilidir. Yine, normal sindirim sistemindeki siitiin lipid hidrolizi {iriinleri
ya da laktoferrin gibi nonspesifik defanslar da bu noktada rol oynayabilir ki ilgili tiriinlerin
her biri Giardia igin toksik etki gosterebilmektedir. Bagirsak epitel hiicreleri tarafindan
lumene salinan nitrik oksitin parazit gelisimi ve farklilasmasini inhibe ettigi goriilmiistiir; ote
yandan, parazit epitelyum hiicrelerinin nitrik oksit sentezi i¢in ihtiya¢ duydugu ortamdaki
arjinin seviyesini diisiirmekte boylece ilgili yoldan gelecek bir savunmayi1 baskilamaya

calismaktadir (Despommier ve ark. 2000).
2.6. Klinik

Giardiosiste prepatent siire 1-2 hafta kadar olup (Ali ve Nozaki 2007), takibinde akut
bazen perakut gelisen, kansiz, kotii kokulu ishal, siskinlik, karin agris1 (Weese ve ark. 2011),
epigastrik agri, bulanti, kusma, agirlik kaybi gibi bulgulara rastlanir ki ¢cocuklarda, beslenme
problemi olanlarda, immunsiipresif bireylerde klinik daha agir izler (Adam 2001; Eckmann
2003; Thompson 2009; Ankarlev ve ark. 2010). Olas1 siskinlik ve karin agris1 genellikle 3-4
giin stirer (Eckmann 2003; Ali ve Nozaki 2007; Thompson 2009). Bir¢ok bireyde enfeksiyon
kendiliginden sinirlansa da (Feng ve Xiao 2011), ishal siiresi uzayabilir, hatta kronik boyut
kazanabilir (Weese ve ark. 2011). Kronik hastaliga halsizlik, yeme ile siddetlenen yaygin
karin hassasiyeti, yaglh ve kotii kokulu digkilama, sik ve az hacimli ishal durumu ve kilo kaybi1

eslik edebilir. Boylesi durumlarda hastalik birka¢ ay i¢inde siddetlenebilir veya gerileyebilir
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(Weese ve ark. 2011).Inat¢1 enfeksiyon ve ishal, dzellikle immun sistemi baskilanmis
bireylerde medyana gelir (Rossignol 2009). Ote yandan, klinik bulgular, asemptomatik kist
atillmindan, akut, kronik ya da aralikli olabilen ishal durumundaki diskilamaya kadar
degisebilmektedir (Sulaiman ve Cama 2006; Weese ve ark. 2011). O nedenle, giardiosiste
klinik tablonun olduk¢a degisken oldugu ve genel gecerli bir karakteristiginin bulunmadigi,
klinik bulgularin etkenin virulansina, hastanin gelisimine, beslenmesine ve immun sisteminin
durumuna bagli oldugu bildirilmektedir (Coccié ve Ryan 2008). Enfeksiyonun, kistleri yutan
her 100 insandan 5-15’inde asemptomatik seyrettigi, 25-30’unda akut ishal gelistigi ve 30-
70’inde ise enfeksiyona rastlanmadigi tahmin edilmektedir (Weese ve ark. 2011). Hatta,
enfeksiyonlarin hemen hemen yarisinda herhangi bir klinik bulgu ortaya konamadigi ve
bunlarin neredeyse tamaminin zaman igerisinde kendiliginden iyilestigi de iddia edilmektedir
(Ankarlev ve ark. 2010). Kald1 ki, giardiosis vakalarmin % 85’inin etkili konak savunmasi
varliginda kendiliginden sinirlandigi, kroniklesmenin ise 6zellikle bagisiklik problemi olan
kisilerde dikkati cektigi kaydedilmistir (Eckmann 2003). Kronik enfeksiyonlara, 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde sik rastlandigi, bu gibi alanlarda hastaligin endemik bir karakter
ortaya koydugu ve malabsorbsiyona, cocuklarda biiylime ve gelisme geriligine yol actigi
bildirilmistir (Ali ve Hill 2003). Persistent G. intestinalis enfeksiyonlarinin irritabl bagirsak
sendromu ve artritis ile de iligkisi kurulmustur (Buret 2008). Yapilan bir calismada
(Oberhuber ve ark. 1997) 567 giardiosisli vakanin biopsi ornekleri incelenmis, 18 kisinin
duodenal mukozasinda lamina proprianin hafif imflamasyonu gézlenmistir. Jejuno-ileal, mide
ve kolon mukozasinda parazite has histolojik degisiklikler tespit edilmistir. Pozitif 252
vakanin gastrik biopsisinde %57.8’inde Helicobacter pylori, %10.3’linde reaktif gastrit,
%12.9’unda normal mukoza, % 2.9’unda kronik atrofik gastrit ve %16.1°inde gastrit

goriilmiistiir.

Giardiosisin gida malabsorbsiyonu aracili bliylime aksakliklarina yol actigi bildirilmistir
(Sulaiman ve Cama 2006). Hastaligin biiyiime ve gelisme iizerine zararh etkileri bir¢ok
calismada gosterilmistir. Malniitrisyon enfekte cocuklarda yaygin olarak goriilen bir sorundur
(Ali ve Nozaki 2007). Yapilan bir calismada, 1-10 yaslarindaki ¢ocuklarda, enfekte grubun
kontrol grubuna gore daha diisiik kilo, serum demir ve ¢inko diizeylerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Besin malabsorpsiyonu, semptomatik giardiosisli hastalarin en son %50’sinde
rapor edilmistir. Ek olarak gelisim ve kilo lizerine giardiosisin negatif bir etkisi siklikla
bildirilmistir. Hatta asemptomatik giardiosiste muhtemelen malniitrisyon yolu ile gelismede

azalma not edilmistir. Daha da rahatsiz edici olan, hastaligin zeka ve fizikososyal gelisme,
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ozellikle de dil-bilissel ve ince-motor gelisme tizerine olan etkileridir (Feng ve Xiao 2011).
Hastalikla 1iligkisi 1yi derecede belgelenmis olan malabsorpsiyona bagli olarak yag,
karbonhidrat, seker ve vitaminlerin emilimi bozulabilmektedir. Semptomlar kistlerin atilmaya
baslamasindan bir hafta Once baslamakta ve enfeksiyon kendiliginden 6 hafta iginde
temizlenebilmekte ya da birka¢ ay devam edebilmektedir ki ilgili klinik sorunlar da yine ayni1
donem boyunca varligmi korumaktadir. Hastaligin seyri sirasinda, ekstraintestinal bazi
bulgulara da rastlanabilmektedir ki makiilopapiiler deri dokiintiisii, aftoz {ilserasyon, irtiker
bunlardan bazilaridir (Flanagan 1992).

Farkli G. duodenalis genetik gruplarmnin (assemblage) farkli toksinler ya da metabolik
irlinler ortaya koyabilmesi, onlarmn patojenitesinin de az ¢ok farklt olmasina neden
olmaktadir. Baz1 ¢alismalar, assemblage A izolatlarinin, assemblage B izolatlarindan daha
virulant oldugunu gostermistir. Assemblage A siklikla semptomlarin varligi ile iliskiliyken,
assemblage B enfeksiyonlar1 subklinik seyredebilmektedir. Avustralya’da 5 yasin altindaki
cocuklarda yapilan bir ¢alismada, assemblage A izolatlar1 ile enfekte ¢ocuklarin, assemblage
B izolatlar1 ile enfekte olanlardan 26 kat daha fazla ishale sahip olduklar1 bulunmustur. Bazi
calismalarda ise karsit sonuglar elde edilmistir. Hollanda’da 8-60 yaslar1 arasindaki kisilerle
yapilan bir calismada assemblage A’nin aralikli ishal ve assemblage B’nin duodenal
imflamasyon, bulant1 ve 1srarli semptomlar ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Ote yandan G.
duodenalis assemblage’lar1 ve viriilans1 arasindaki iligkinin olas1 ¢aligmalar1 tutarsiz sonuglar
da verebilmektedir (Feng ve Xiao 2011). Orta, aralikli ishali assemblage A’ya ve siddetli akut
ya da kronik ishali assemblage B’ye baglayan ya da tam tersini ifade eden zit sonuglar,
parazitin genetik ¢esitliliginin semptomlara olan katkis1 iizerine kesin sdylemi
engellemektedir (Cacci6 ve ark. 2005).

Giardia lamblia ile karsilasanlarin yaklasik yarist klinik olarak asemptomatiktir. Bu
insanlarin ¢ogu tasiyict konumundadir. Hastalik gelisenlerde en 6nde gelen semptom uzun
siireli ishaldir. Ishal hafif siddette ve yar1 kat1 halde ya da sulu ve hacimli olabilir. Son olasilik
klinik bulgular1 da siddetlendirir. Ishalin bu tipi tedavi edilmezse haftalarca ya da aylarca
siirebilir, siddeti zamanla artabilir veya azalabilir. Cocuklarda gelisme bozulur. Kronik
enfeksiyonlar 6nemli derecede kilo kaybi ile emilim bozuklugu sendromu, genel bir halsizlik
ve buna bagli yorgunlugun eslik ettigi yagl digskilama ile karakterizedir. Ek olarak, bazilar
epigastrik hassasiyet, istahsizlik hatta agri tarif eder. Belirli gidalara karsi olan alerjik
semptomlar ve bazi diger semptomlar bazen giardiozise eslik edebilir; ancak, benzer kimi
bulgularin hastalikla iligskisi kesinlestirilebilmis degildir. Belirli hasta gruplar1 giardiozise

yakalanma ve hastaligin kroniklesmesi noktasinda biiyiik risk tasirlar. HIV/AIDS hastaligi,
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diger immun sistemi baskilayan durumlar (hipogammaglobulinemi, kanser kemoterapisi vs.),
kistik fibrozis, ¢ocuklarda bagirsak emilimi problemleri bu gruba verilebilecek baslica

orneklerdendir (Despommier ve ark. 2000).

Hastaligin hayvanlardaki formu da, klinik olarak insanlardakine benzerlik gosterir;
ancak, bazi1 su kuslarinda (Threskiornis spp. vs.) primer yavru Oliimlerinden de sorumlu

oldugu bildirilmistir (Thompson 2004).
2.7. Epidemiyoloji

Giardia duodenalis’in birkag karakteristik 6zelligi ilgili enfeksiyonun epidemiyolojisini
belirleyen temel etmenlerdendir. Bunlar; (i) Etkenin enfektif dozu diisiiktiir. (i1) Kistler,
defekasyonla atilim aninda enfektiftir; o nedenle de dogrudan temas bulasta rol
oynayabilmektedir. (iii) Kistler degisik cevresel etmenlere olduk¢a direncli olup farkl
ortamlarda haftalarca, hatta aylarca yasami siirdiirebilir. (iv) Cevresel yayilim dinamigi,
siirec dahilinde su ve yiyeceklerin kontaminasyonu ile sonuglanabilmekte ve bu durum da

indirekt bulasa zemin hazirlamaktadir (Cacci6 ve ark. 2009).

Dogrudan temas kaynakli bulaslara en tipik 6rnek insanlarmn, 6zellikle de cocuklarin bir
arada bulunduruldugu mekanlarda goriilen yaygin hastalik varligidir. Gilinlik bakim
merkezlerinde artan oranlarda goriilen giardiosis salginlar1 sz konusu savi desteklemektedir

(Eckmann 2003; Sulaiman ve Cama 2006).

Eglence veya icme amaciyla kullamilan sularin aracilik ettigi salginlar hastaligin
epidemiyolojisinde biiyiik rol oynar. Giinlimiize kadar tespit edilen su aracili ve parazitik
protozoon kaynakli 325 salginin %40’min G. duodenalis tarafindan olusturuldugu tespit
edilmistir (Karanis ve ark. 2007). Ote yandan Giardia spp.’nin epidemiyolojik karakteristigi
ile ilgili ¢ok da ayrintil1 bilgilere ulasilabilmis degildir. Incelenen biitiin atik su érneklerinde
sadece G. duodenalis kistleri tanimlanmis ve daha da Onemlisi sadece insan patojenleri
(assemblages A and B) bulunmustur (Caccié ve ark. 2009). Bir mezbahadan alinan atik su
orneklerinde yiiriitiilen bir taramada, olasilikla ¢iftlik hayvani orjinli kontaminasyon ile ilintili
olarak assemblage A ve E kistleri tespit edilmistir. Ancak, kentsel orjinli atik su 6rneklerinde
sadece assemblage A ve B bulunmustur (Cacci6é ve Ryan 2008).

Taze tiiketilen elma, salata sebzeleri ve benzeri diger gidalarda etkenin kist formlarmna
siklikla rastlanmaktadir; ancak, s6z konusu kontaminasyonun aktif kaynagi konusunda belli

bir standardizasyon bulunmamaktadir. Enfekte ciftlik calisanlari, kist iceren sular ile
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yiyeceklerin yikanmasi veya heniiz bahcede bitkilerin kontamine sularla sulanmasi bazi
salginlardan sorumlu tutulmustur (Dixon 2009). Ornegin, Visconsin Sigorta Sirketinde
1990’larda goriilen bir giardiosis salgininin kafeteryada yiyecekleri hazirlayan enfekte bir kisi
ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Roberts ve Janovy 2006). Kontaminasyonun diger bir olasi
kaynag1 ise ¢iftlik hayvanlar1 ile dogrudan ya da dolayli temastir (Dixon 2009). Ciinkii,
zoonotik karakter de tasiyabilen giardiosisin, ¢iftlik hayvanlarinda ciddi ekonomik kayiplarla
sonuglanabilen ishal olgularina neden olabilecegi bildirilmistir (Eckmann 2003; Sulaiman ve
Cama 2006). Yine, enfekte giibrelerin tarlalara uygulanmasi muhtemel bir risk faktoridiir.
Ayrica, mezbahalarda kesilen hayvanlarin enfektif digkilariyla etin kontaminasyonu olagan
siipheli bir durumdur. Baz1 sebze ve meyvelerin genelde nemli olan ylizeyi, paraziti kuruma
ve sicak stresinden korumaktadir. Dolayisiyla, iiriiniin tiiketiciye ulasmadan dekontamine
edilmesi bulas siklusunun kirilmasi adina 6nemli olabilmektedir (Dixon 2009).

Mevsimsel olarak, giardiosisin yazlar1 (Roberts ve Janovy 2006) ve erken sonbaharda
daha fazla goriildiigii bildirilmistir. Bu durum hastaligm belli derecede mevsimsel karakter
tasidigin1 gdstermektedir (Weese ve ark. 2011). Ote yandan, giardiosisin mevsim ile olan
iligkisi tam olarak aydinlatilabilmis de degildir (Roberts ve Janovy 2006; Flanagan 1992).

Hastalikta yas dagilimi tipiktir (Flanagan 1992). Genel olarak biitiin yas gruplari
epidemiler siiresince esit olarak etkilenir, fakat klinik veya subklinik olgulara 6zellikle
endemik bolgelerdeki ¢ocuklarda daha ¢ok rastlanmaktadir (Weese ve ark. 2011). Bu noktada,
ozellikle 5 yas alt1 cocuklarin daha biiytik bir risk tasidig: ifade edilmistir (Eckmann 2003).

Hastaligin epidemiyolojisinde, lilke veya sehir bazinda toplumlarin gelismislik diizeyi
ve sosyoekonomik kosullar biiylik 6nem tasir. Baz1 sehirlerde digerlerine kiyasla giardiosisin
daha fazla goriilmesinin altyap1 sorunlariyla iliskili olabilecegi ifade edilmektedir (Ak ve ark.
2007). Endiistrilesmis sehirlerde Giardia kisti atilimimnin yayginligi saglikli bireylerde tahmini
olarak %1-7 arasindadir ki bu oran bazi bolgelerde daha da yiiksek olabilmektedir (Eckmann
2003; Weese ve ark. 2011). Gelismekte olan iilkelerde gidanin, gelismis tilkelerde ise suyun
asil bulas kaynagini olusturdugu bildirilmistir (Eckmann 2003). Ayrica, kontamine sularin
turistler ve cesitli amaglarla seyahat eden kisilerin enfeksiyonundan sorumlu ana kaynak

oldugu 6ne siiriilmiistiir (Ali ve Nozaki 2007; Turgay 2009).
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2.8. Zoonotik Onem

Giardia spp.’nin zoonotik karakteri konusunda tam bir uzlagsma hentiiz saglanabilmis degildir.
En azindan parazitin temelde antropozoonoz mu yoksa zooantroponoz mu oldugu konusunda
tartigmalar devam etmektedir. Bircok hayvan tiirliniin zoonotik Giardia tiirleri ile enfekte
oldugu bilinmektedir. Ancak, 6zellikle hayvanlarin insanlar agisindan kaynaklik edebilme
yetileri tartismalidir. Ornegin, 4-12 haftalik buzagilar klinik boyutta hastaha sahip
olduklarinda diskiyla 10°-10%gr kist atmaktadirlar. Ancak, bunlarda daha ¢ok, kendilerine
Ozgiin parazit tipine (E) rastlanmakta ve zoonotik etken kaynakli enfeksiyonlarla da ¢ok az
diizeyde de olsa karsilagilmaktadir. Benzer durum kedi ve kopekler i¢cin de gecerlidir. Bu
noktada en 6nemli zoonoz riskinin kdpeklerle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Thompson

2004).

Hastaliktaki diisiik enfeksiyon dozu ve etkenin kullandig1 farkli bulas rotalarmnin olmasi,
giardiosisin zoonotik dnemin kesinlestirilmesi noktasinda sorunlar yaratmaktadir (Cacci6é ve
ark. 2005). WHO 20 yildan uzun siiredir G. duodenalis’in zoonotik potansiyele sahip
oldugunu kabul ettigi halde direkt kanitlar hala eksiktir ve tartigmalar hem tiir hem de alttiir
bazinda devam etmektedir (Caccid ve Ryan 2008). Evcil veya yabani hayvanlarin zoonotik
onemi belirsizligini korumaktadir. Ote yandan, ¢iftlik hayvanlarinm, 6zellikle de sigirlarin

insan enfeksiyonlarina kaynaklik edebilecegi ile ilgili gii¢lii deliller mevcuttur (Dixon 2009).

Zoonotik iletim, veterinerler, ciftciler, onlarin aileleri ve ¢iftlik ya da hayvanat bahgesi
ziyaretgileri iizerinden dogrudan temas ile gerceklesebilmektedir. Ote yandan, bdylesi bir
bulas kontamine su ve besinler araciligi ile indirekt yoldan da gerceklesebilir. Atiklar,
tarlalara uygulanan hayvansal giibreler veya bazi diger kaynaklar ylizey veya yer alt1 sularinin
kontaminasyonuna yol acabilmektedir. Benzer sekilde iirlinlerin kontamine sularla yikanmasi
veya muamele edilmesi de dnemlidir. Yine, siit ve et gibi hayvan orijinli tiriinlerde Giardia
kistlerinin varligma siklikla rastlanmaktadir (Dixon 2009). Insanlarda, parazitin ssu-rRNA gen
bolgesi analizleri iizerinden yiiriitiilen taramalarda assemblage C ve D’ye rastlanmistir. Ote
yandan, ayn1 parazitler tpi veya ef-1 gen bdlgesi yoniinden incelendiginde assemblage A ve B
olduklar1 yoniinde bir sonu¢ ¢cikmistir. Yine, insan enfeksiyonu ile iligkili verileri olmayan
kedi spesifik assemblage F Etiyopya’da 7 insanda tanimlanmistir. Bu etkenler bg gen bolgesi
analizlerine gore %100 olarak kedi genotipi oldugu dogrulanmistir; ancak, kesin sdylem i¢in
ssu-rRNA veya tpi lizerinden de olgularm teyiti gerekmektedir (Caccidé ve Ryan 2008). Vahsi

toynakli hayvanlardan izole edilen alttiir ¢ogunlukla assemblage A olarak tiplendirilmistir;
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ancak, bu tiplerin genetik olarak insan izolatlarindan farkli oldugu da kaydedilmistir (Lalle ve
ark. 2007). Biitiin bu veriler bir noktada tartismali goriinse de, etkenin zoonotik dneminin

olabilecegini gostermektedir (Caccio ve ark.2009).

Sigirlar ya zoonotik G. duodenalis assemblage A yada konak spesifik, zoonotik
olmayan assemblage E ile enfekte olabilmektedirler. Sayisiz ¢alisma sigirlarda G. duodenalis
assemblage E’nin, assemblage A’dan daha yiiksek oranda bulundugunu goéstermistir (Dixon
2009). Bu noktada, gevis getirenlerdeki assemblage A varligina 6zellikle insanlarin kaynaklik
etmis olabilecegi diisiiniilmektedir (O'Handley ve Olson 2006; Dixon 2009). Yine, etlerde
yapilan bir taramada assemblage B’ye de rastlanmis ve bu durumun, ilgili kontaminasyonda

asil kaynagm insan olduguna 1yi bir delil olusturdugu kaydedilmistir (Dixon 2009).
2.9. Tam

Parazit protozoonlarin viicutta istila ettikleri doku, organ, ortaya ¢ikan klinik bulgular
ve hastaligi siddeti, etkenin tiirline bagli olarak degisir. Ancak, salt patolojik ve klinik
bulgulara bakilarak kesin tani zordur; ¢iinkii, s6z konusu bulgular konagn tiiriine, yasina,
icinde bulundugu biyolojik déneme, immun sisteminin durumuna vs. bagl olarak farkliliklar
gosterebilir. Ilgili nedenlerden 6tiirii, protozoon hastaliklarinda kesin tani, diger pek ¢ok
enfeksiyoz hastalikta oldugu gibi, dogrudan etkenlerin tanimlanmasiyla konabilir (Yasarol
1984).

Giardiosiste dogru tan1 koyabilmek i¢in, oncelikle hastadan iyi bir anamnez alinmalidir.
Laboratuvar bulgular1 arasinda digki orneklerinin yagli bir goriiniimde olmasi, diisiik serum
protein diizeyi, bazi hastalarda folat diizeylerinde diisme hastalik adina siiphe uyandirici
bulgulardandir (Ak ve ark. 2007).

Temel olarak giardiosisin laboratuar tanisinda dikkate alimmasi1 gereken bazi temel
kurallar vardir. Bunlar;

- Birden fazla digki numunesi (en az ti¢) test edilmeli ve ancak o zaman kesin sonugtan séz
edilmelidir (Conboy 1997; Lebbad 2010; Weese ve ark. 2011). Ciinkii, digskida kist atilimi1
tutarsiz bir seyir izlemektedir (Weese ve ark. 2011).

- Kistlerin daha 1iy1 tespiti i¢in, mikroskopik incelemeden once gaita drnekleri formalin ya da
diger bir fiksatif ile konsantre edilmelidir. Ornegin, formalin-etil asetat konsantrasyon
yontemi dahilinde uygulanacak 500 x g 10 dk. santrifiij islemi kullanigh bir yaklasim

olabilmektedir. Ote yandan, eger EIA (Enzyme Immunoassay) ya da hizli kartus testleri ile
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diskida olas1 antijen arayisina girisilecek ise, numunelerin konsantrasyonundan ka¢imilmalidir;
bu islem, ilgili antijenleri elemine edebilmektedir (Anonim 2013).
- Tanm tekniklerinin se¢imi ekipmana, kullanilan kimyasallara ve deneyime baglhdir; zaman ve

maliyet mutlak dikkate alinmalidir (Anonim 2013).

Giardiosisin tanisinda direkt ya da zenginlestirme yontemlerini takiben yapilan
mikroskobik digki muayenesi, diskida parazit antijenlerinin aranmasi ilkesine dayanan
serolojik  yontemler, indirekt seroloji ve PCR esasli molekiiler tekniklerden
yararlanilabilmektedir. Direkt digki muayeneleri, yaygm bir kullanima sahiptir; ancak, bu
yontemlerin diizensiz karaktere sahip kronik olgulardaki tani giicliniin zayif oldugu
bildirilmistir (Thompson 2004; S6nmez-Tamer ve ark. 2009; Lebbad 2010). Hastaligin tanis1
amaciyla kullanilabilecek metotlar1 direkt ve indirekt yontemler olmak iizere iki baslik altinda

toplamak miimkiindiir:

2.9.1 indirekt tam yontemleri

Bunlar hastanin kaninda parazite karsi olusmus antikorlarin saptanmasmi ya da
immunolojik yontemlerle digki 6rneginde dogrudan parazit antijenlerinin gosterilmesi esasina
dayanir. Bu noktada, direkt floresan antikor teknigi (DFA) duyarlilig1 ve 6zgilligi yiiksek bir
test olup, bir¢ok laboratuvar tarafindan digkida etken taramasi noktasinda altin standart olarak
kabul edilir. Ticari DFA kitlerinin kullaniminda, tani olasiligini arttirmak amaciyla diskinin
konsantre edilmesi 6nerilir. Ancak, bu yontemde 6zel ekipman ve piyasada bulunan ticari test
kitleri gerekir ve kalict bir boyama saglamaz (Weese ve ark. 2011). Ayrica,
immunodiagnostik yaklasimlarin, hastaligim ne siirecte oldugu ile ilgili belli bir bilgiyi
kazandirmadigi da bildirilmistir (Roberts ve Janovy 2006).
2.9.2. Direkt tan1 yontemleri
2.9.2.1. Diskida etken tanisi
A) Direkt baki (Natif-Lugol) yontemi: Kistler (Weese ve ark. 2011) ve trofozoitler direkt
mikroskobik muayene ile tespit edilebilir. Pozitif gaita drnekleri ¢cok sayida kist igerebilir.
Kistler en 1yi 100x biiylitmede tanimlanir. Bu formlarm bir okiiler mikrometre ile 6l¢giimii ve
morfolojik detaylar (diizgiin oval duvar, sekil ve boyut tutarlilig1) bu parazitin dogru teshisini
saglayacaktir (Conboy 1997). Natif yontemde bir damla digki numunesi lam iizerine alinir,
onun iizerine de bir damla fizyolojik tuzlu su veya lugol eriyigi damlatilir, karistirilir ve lamel
kapatilip mikroskop altinda incelenir. Eger diski 6rnegi sivi ise trofozoit gérme olasiligi

yiiksektir; boyle diskilar trofozoit i¢in en ¢ok bir saat icinde incelenmelidir. Ciinkii, trofozoit
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tanisinda etkenin hareketli olmasi 6nemlidir ve parazit kisa siirede inaktive olabilmektedir
(Ak ve ark. 2007).

B) Coklastirma yontemleri: Digkidaki kistlerin formalin-eter sedimantasyon teknigi ile
coktiiriilerek (Ak ve ark. 2007) ya da gesitli yogun soliisyonlarla yiizdiiriilerek toplanmasi s6z
konusudur. Bu teknik, yiiksek yercekiminden kaynaklanan ozmotik hasardan dolay1,
sitoplazmanin bir yanma bir vakuol ya da bosluk goriiniimiiniin olugmasina neden
olabilmektedir (Conboy 1997). Flotasyon araciligiyla gerceklestirilen zenginlestirme
yontemlerinde, doymus tuzlu su, Sheather’in doymus sekerli suyu ve doymus ¢inko siilfat
(ZnSOy4) ¢ozeltileri kullanilabilmektedir. Ancak, doymus sekerli su kistler1 deforme
etmesinden, doymus tuzlu su ise basarisinin diisiik olmasindan otiirii diskida kistlerin
taranmasinda pek tercih edilmemektedir. Bunlardan, 350 gr graniiler ¢inko siilfatin 1000 ml
distile suda ¢ozdiiriilmesiyle elde edilen 1.18 dansiteye sahip ¢ozeltinin, digkida kist aranmasi
esasina dayanan giardiosis tanilarinda 6zel bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir (Truant ve
ark. 1981; Conboy 1997; Artzer 2009; Rishniw ve ark. 2010).

C) Boyama yontemleri: Ozellikle protozoonlarin goriiliip tanimlanamadigi durumlarda veya
stirekli preparat elde etmek amaci ile uygulanir (Ak ve ark. 2007). Kullanilabilecek boyama
yontemleri arasinda trikrom (Weese ve ark. 2011), Giemsa ve Heidenhain’in demir
hematoksilen yontemleri sayilabilir (Ak ve ark. 2007).

D) Kiiltiir Yontemleri: Tamida kiiltiir yOntemlerini kullanmak rutinde kendine yer
bulamamistir (Sayg1 2002). Bu yontem kisaca, ekskiste olmus parazitin Karapetyan, TYI-S-
33, HSP-1 ve HSP-2 besi yerlerine ekilmesini kapsar (Ak ve ark. 2007).

E) PCR: Molekiiler tani teknikleri, 6zellikle az sayida oocyst atilimi ile karakterize olgularin
teshisinde 0zel bir konuma sahiptir. Hastaliin tanisinda kullanilabilecek, daha etkili
yontemlerin gelistirilebilmesi iizerine c¢abalar devam etmektedir. PCR esasina dayanan
tekniklerle, numunedeki tek bir kistin bile belirlenebilecegi, tani siirecinde tiir ve alt tiirlerin
de belirlenebilmesinin arastrmalar ag¢isindan Onemli bir avantaj konumunda oldugu

bildirilmistir (Roberts ve Janovy 2006).

Giardiosisin tanis1 amactyla, ssu-rRNA (the small subunit ribosomal RNA), bg, gdh ve
tpi gen bolgelerine yonelik primerlerden yararlanilabilmektedir (Hopkins ve ark. 1997; Monis
ve ark. 1999; Lalle ve ark. 2005; Caccio ve ark. 2010; Lasek-Nesselquist ve ark. 2010).
Bunlardan 6zellikle #pi ve gdh’in izolatlar arasinda belirgin variabiliteye sahip oldugu, ssu-

rRNA’nin ise en konservatif gen bodlgesi konumunda bulundugu ve genomda birgcok
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kopyasiin olmasindan 6tiirii sensitiviteyi de arttirdigi bildirilmistir. Fakat bu gen bdlgesinin,
yapilacak genotiplendirmelerde, tipler arasi ayrimi saglarken alt izolat gruplarmin
ayrimlarinda yetersiz kaldig1 da vurgulanmistir (Lebbad 2010). Son zamanlarda, 5.8S rDNA
ve intergenomik rRNA spacer bolgesi (/751 ve ITS2) amplifikasyonuna dayanan molekiiler
analizlerin, tiir ve alt tiir saptamas1 konusunda biiyiik avantajlara sahip oldugu da bildirilmistir

(Cacci6 ve ark. 2010).

2.9.2.2. Duodenal s1vida etken tamsi

Ozellikle giardiosis siipheli fakat diski ornekleri negatif sonu¢ veren durumlar igin,
direkt aspirasyon ile alman duodenum igerigi incelenebilmektedir (Flanagan 1992; Weese ve
ark. 2011). Entero-test adi verilen bir yontem ile, alinan aspiratta trofozoitler
tanimlanabilmektedir (Saygi 2002; Ak ve ark. 2007). Yine, bazi durumlarda basvurulan
duodenal biyopside, endoskopi yapilarak ince bagirsak mukoza epitelinin ugradigi morfolojik
degisiklikler ve protozoonun kendisi dogrudan gdosterilebilmektedir (Flanagan 1992; Ak ve
ark. 2007).

2.10. Tedavi

Klinik hastalik tablosu, bir¢ok olguda belli bir siire icerisinde kendi kendini
sinirlayabilmekte ve sadece destekleyici sagaltim yeterli olabilmektedir (Weese ve ark. 2011).
Semptomatik tedavide, ¢ocuklarda belirlenen eksiklik bulgularina gore demirli preparatlar, B
vitamin kompleksleri, folik asit verilebilmekte, proteinden zengin diyet takviyesi
yapilabilmektedir (Ak ve ark. 2007).

Giardiosis tedavisinde nitroimidazol grubu ilaglar, metronidazol ve tinidazol 6zellikle
tercih edilen kematerapdtiklerdir (Upcroft ve Upcroft 1998). Metronidazol 250 mg, giinde 3
kez, 5-10 giin (Sayg1 2002; Ali ve Nozaki 2007; Rossignol 2009), tinidazol 100 mg, giinde 3
kez, 7 giin, furazolidon 100 mg, giinde 4 kez, 7-10 giin, quinacrine 100 mg, giinde 3 kez, 5-7
giin, albendazol 400 mg, giinde 4 kez, 5 giin ve paromomycin 500 mg, giinde 3 kez, 5-10 giin
uygulanabilmektedir. Tinidazol ya da ornidazoliin giardiosis tedavisi i¢in genellikle tek bir
yiiksek doz (2 gr) rejimi de tavsiye edilir (Ali ve Nozaki 2007). Metronidazol % 80-95
oraninda 1iyilestirici giice sahiptir (Weese ve ark. 2011); ancak, bu ilacin alkollii i¢ceceklerle
birlikte alinmamas1 6nemlidir (Roberts ve Janovy 2006). Yapilan bir ¢alismada, 2-15 yas arasi
35 cocukta metranidazol ve tek doz ornidazol uygulamalar1 denenmis ve ornidazol uygulama
kolaylig1 ve etkinlik bakimindan daha iyi sonuglar vermistir (Ozbilgin ve ark. 1999).

Tinidazol de yine % 80-100 oraninda iyilestiricilige sahiptir ve tek dozluk kullanimlar i¢in

27



tercih edilebilir. Paromomycin 2. ve 3. trimesterdeki hamile kadinlarin tedavisi i¢in uygundur.
Giardiosiste, tasiyici bireylerin tedavisi genellikle 6nerilmez; fakat, hane halkinin, 6zellikle de
immun sistemi baskilanmis bireylerin, s6z konusu tasiyicilardan otiirii yiiksek risk altinda
olduklar1 unutulmamalidir (Weese ve ark. 2011).

2.11. Korunma ve Kontrol

Giardia intastinalis halk saghigini etkileyen 6nemli bir parazittir (Sulaiman ve Cama
2006). Etkili bir zoonotik karaktere sahip olmasi etkenin insanlardan, hayvanlardan ve
cevreden tiimden eliminasyonunu imkansiz kilmaktadir (Ak ve ark. 2007). Bu nedenle de,
hem insanlarda hem de hayvanlarda temel bulas kaynagi olan diskinin kontrolii nemlidir. El
hijyeni 6nemli bir tedbirdir ve enfekte bir hayvan ya da onun yasam alan1 ya da diski ile temas
sonras1 uygulanmasi korunmada biiyiik rol oynar. Hayvan diskilar1 toplanmalidir; 6zellikle
kopek ve cocuklarin oynadiklar1 parklarda vs. dayanikli kistler ile ¢cevresel kontaminasyonu
onlemek i¢in hemen bertaraf edilmelidir. Diger hayvanlarin diskis1 ile kontamine olmus su
birikintileri, gol, golet ya da diger su kaynaklarindan kopeklerin su igmesi engellenmelidir.
Stipheli enfeksiyonu olan ya da enfekte bir hayvan diger hayvanlardan ve yiiksek risk tasiyan
cocuklardan veya immun sistemi baskilanmig bireylerden ve hayvanlardan ayr1 tutulmalidir.
Kistler ayrica hayvanin viicut killarinda degisen periyotlar i¢in canli kalabilmektedir (Weese
ve ark. 2011). G. duodenalis’in kedi ve kopek gibi hayvanlarda tespiti ve subklinik bireylerin
tedavisi halk saglig1 agisindan biiylik 6nem arz eder (Conboy 1997).

Giardia kistleri soguk suda (8°C) 8 haftadan daha uzun siire ya da 1lik suda (21°C) 4
hafta canli kalabilir (Weese ve ark. 2011). Siradan dezenfeksiyon yontemleri ile inaktive
edilebilmekle birlikte, icme suyundaki normal klor konsantrasyonundan etkilenmemektedir
(Turgay 2009). Ancak, kistler donma, kuruma, direkt giines 15181 ve hizlandirilmis hidrojen
peroksit, camasir suyu (ev camasir suyunun 1:10 diliisyonu) ya da kuaterner amonyum
dezenfektanlar tarafindan oldiiriilebilir. Organik enkazi kaldirmaya yonelik derinlemesine
temizlik etkili dezenfeksiyon icin kritik 6neme sahiptir (Weese ve ark. 2011). Su kaynakl
enfeksiyonlar, ylizey sularinin uygun filtrasyonu ile de Onlenebilmektedir (Ali ve Nozaki
2007). Ham yiizey suyunun tiiketimi giardiosis i¢in Onemli bir risk faktoriidiir. Su
kaynaklarinin kontaminasyonu insanlardan, ¢iftlik hayvanlarindan ve vahsi yasamdan
kaynaklanabilir. Iki yillik bir ¢alisma Giardia kistleri ile yiizey suyunun cevresel
kontaminasyonunda her kaynagimn oOnemi degerlendirilmis, parazit ile ilgili en Onemli
yayginlik derecesine kanalizasyon sularinda rastlanmistir (Feng ve Xiao 2011).

Giardiosise yonelik olarak, insanlarda kullanilan etkili bir as1 bulunmamaktadir

(Eckmann 2003). Kopekler ve kediler ig¢in as1 kullanilabilecegi bildirilmistir; ancak, bu

28



uygulama Amerikan Hayvan Hastanesi Birligi gibi kurumlarca tavsiye edilmemektedir
(Weese ve ark. 2011). Deneysel asilar, insanlardan izole edilen G. duodenalis tarafindan
enfekte edilen kedi ve kopeklerde test edilmistir. Bu agilar hastaligin siddetini ve atilan kist

sayisini azaltict yonde etkiye sahiptir (Roberts ve Janovy 2006).

Tiirkiye’de 01.01.2005 tarihinden itibaren uygulanmaya baslanan bulasic1 hastaliklar
bildirim sistemine gore G. intestinalis D grubu bildirimi zorunlu enfeksiyon etkenleri
listesinde yer almakta, laboratuarlar D grubu siirveyans tipi ile dogrudan bildirim sistemine
dahil olmaktadirlar. Grup D bildirimi zorunlu enfeksiyon etkenleri sunlardir: Campylobacter
jejuni, Cryptosporidium sp., Entamoeba hystolytica, Enterohemorajik Escherichia coli,
Giardia intestinalis, Chlamydia trachomatis, Listeria monocytogenes, Salmonella sp. ve

Shigella sp. (Bayazit 2005).

Caligmalar, giardiosisin Tiirkiye’deki yaygmnligimin zamanla belli derecelerde azaldigini
gostermektedir. Bu durum, altyap1 ve insanlarin sosyo-Kkiiltiirel 6zelliklerindeki gelismelerle
iliskilendirilmektedir. Ote yandan, gelisim ve hastalikla ilgili veriler iilke genelinde homojen
bir karakter tasimamaktadir. Biitiin bu veriler 15181nda; genellikle toplumlarin gelismisligi ile
ters orantili olan giardiosisin prevelansinin azaltilmasi i¢in, toplumun biitiin kesimlerinin
kisisel hijyen ve sanitasyon kurallar1 hakkinda bilgilendirilmesi ve alt yapi sorunlarmnin
giderilmesi yaninda, sosyo-ekonomik kosullarn da iyilestirilmesi gerekliligi ortaya
cikmaktadir. Bu noktada da, en Onemli temizlik Onleminin, insan diskisinin g¢evreye
yayilmasini 6nlemek ve 6zellikle diskilama sonrasi temizlik oldugu anlasilmaktadir (Alver ve

ark. 2005; Yazar ve ark. 2005; Atas ve ark. 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar
Isisal dongiileme cihazi (thermocycler), Techne TC5000, ingiltere
Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya
Otomatik pipet, Axygen axypet, ABD
Yatay elekroforez tanki, Thermo, ABD
Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere
Giic kaynag, Cleaver, Ingiltere
Sallayicili su banyosu, Niive ST402, Tiirkiye
Inkiibatér, Incucell, Almanya
Sogutucu -20 °C, Vestel, Tiirkiye
Sogutucu +4 °C, Profilo, Tiirkiye
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir MSH-20A, Kore
pH metre, Hanna HI221, ABD
Vorteks, WiseMix VH-10, Kore
Hassas terazi, Ohaus, ABD
Transilliminator, Vilber Lourmat, Fransa
Fotograf makinesi, Canon, Japonya
Santrifiij, Niive-NF 400, Belcika

Dikey elektroforez tanki ve giic kaynagi (MP-300V), Cleaver, ingiltere
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3.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler
Taq DNA polimeraz enzim seti, Fermentas, Litvanya
FastDigest® Haelll (BsuRI) restriksiyon endoniikleaz, MBI Fermentas, Litvanya
Etil alkol, Sigma, ABD
Agaroz, Sigma, ABD
Tris, Sigma, ABD
EDTA, Sigma, ABD
Glasiyal asetik asit, Sigma, ABD
Borik asit, Sigma, ABD
DNA belirteg 100 bp, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirteg¢ 50 bp, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirteg 20 bp, Thermo Scientific, Litvanya
Etidyum bromiir, Sigma, ABD
Yiikleme tamponu, MBI Fermentas, Litvanya
ZnS0y4, Sigma, ABD
Potasyum Dikromat, Sigma, ABD
QIAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen, Almanya

Deoksiribontikleik asit trifostat (ANTP) set (100 mM dATP, dGTP, dCTP ve dTTP),
MBI Fermentas, Litvanya

PAGE:
N,N’-Methylenebisacrylamide, Sigma, ABD
Acrylamide, Sigma, ABD

31



N,N,N’,N’-Tetramethylethylethylenediamine(TEMED), Sigma, ABD
Ammonium persulphate, Sigma, ABD

3.1.3. Kullamilan cozeltiler

3.1.3.1. Doymus cinko siilfat cozeltisi

Behere alinan 100 ml. hacimde distile suya, 33 gr heptahydrate ZnSO4 eklenerek, oda
1s1sinda, magnetik karistiricida, iyice homojen bir hal alincaya kadar karistirildi. Kullanilma

stirecinde oda kosullarinda muhafaza edildi (Conboy 1997; Zajac ve ark. 2002).

3.1.3.2. Nested PCR cozeltileri

10X Reaksiyon tamponu: 7aq DNA polimeraz enzim seti igerisinde hazir olarak alinmastir.
100 mM Tris-HCI (pH 8,8)
500 mM KCl
0,8% (h/h) Nonidet P40

25 mM MgCl: Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan 25 mM MgClL, Tag DNA

polimeraz enzim kiti i¢erisinde hazir olarak alinmistir.

10mM dNTP: Her biri 100 mM olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP soliisyonlarmin her
birinden 10 pl alinmis ve 60 upl steril dH,O ile 500 pl’lik steril ependorf tiipii i¢inde
karistirilmistir. Sonugta, 100 pl, 10 mM dNTP hazirlanmistir.

3.1.3.3. Agaroz jel elektroforez cozeltileri
50X TAE (1 1t):

242 gr Tris baz

57,1 ml Glisiyal asetik asit

100 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0)

Hassas terazide 18,6 g Na,EDTA tartilip bir miktar dH,O ile ¢6zdiiriildii ve son hacmi 100
ml’ye tamamlandi; pH 8,0’a ayarlandi. Tris’ten 242 gr alindi ve 500 ml dH,O igerisinde
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¢cOzdiiriildii. Hazirlanan tris soliisyonu igerisine 57,1 ml glasiyal asetik asit ve daha once
hazirlanmis olan 100 ml 0,5 M Na;EDTA (pH 8,0) eklendi; arkasindan son hacim dH,O
ilavesiyle 1 It’ye tamamlandi. Cozelti filtre kagidindan gecirilerek siiziildii (Sambrook ve

Russell 1989).
3.1.3.4. RFLP ¢ozeltileri

Reaksiyon tamponu: Haelll (BsuR]) restriksiyon endoniikleaz enzim seti i¢inde hazir olarak

alimustir.
FastDigest®Haelll (BsuRI)
10X FastDigest® Buffer
10X FastDigest® Green Buffer
3.1.3.5. PAGE c¢ozeltileri
5XTBE (1 1t)
54 g Tris baz
27,5 g Borik asit
20 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0)

Hassas terazide 3,72 gr Na,EDTA tartilip bir miktar dH,O ile ¢ozdiiriildii ve son hacmi 20
ml’ye tamamlandi; pH 8,0’a ayarlandi. Tris’ten 54 gr, borik asitten de 27,5 gr alinarak 500 ml
dH,O igerisinde ¢Ozdiiriildii; lizerine 20 ml, daha O6nce hazirlanmis olan 100 ml 0,5 M

Na,EDTA (pH 8,0) eklendi. Arkasindan son hacim dH,O ilavesiyle 1 It’ye tamamlandi.
%30 acrylamide-bisacrylamide cozeltisi

29 gr acrylamide

1 gr bisacrylamide

100 ml ultra saf su
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Akrilamidden 29 gr ve bisakrilamidden 1 gr alind1 ve 100 ml ultra saf su i¢inde ¢alkalanarak
eritildi. Hazirlanan bu ¢6zelti 151k gérmeyen bir ortamda ada sicakliginda, en fazla bir ay

kullanilda.

%10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi
1 gr amonyum persiilfat
10 ml distile su

Amonyum persiilfattan 1 gr alind1 ve 10 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Bu ¢6zelti 151ksi1z

ortamda +4°C’de en fazla bir ay kullanild1.
3.1.4. Kullamilan primerler

Calismada G. intestinalis B-giardin gen bdlgesine spesifik primerler kullanilmustir. Ilk
PCR’de Caccio ve ark. (2002) tarafindan verilen, 752 bp (baz ¢ifti)’lik bir bolgeyi tireten G7
ve G759 primerleri, nested PCR’de ise Lalle ve ark. (2005) tarafindan bildirilen ve 511 bp’lik
bir bdlgeyi iireten BG1 ve BG2 primerleri kullanilmistir. S6z konusu primerler GenBank’tan
verilmis olan protokol numarasi (M36728) iizerinden kontrol edilmistir. Nested PCR
primerlerindeki bazi niikleotidlerin, ilgili literatiirde yanlhs yazildig: fark edilmis ve siparigler
Gen Bank’a gore diizeltilmistir. Kullamilan primerlerin (IDT®) dizileri Cizelge 3.1°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. PCR asamasinda kullanilan primerler ve ilgili bilgiler

Kod Primer dizini (5°—3") Tm(C®) Kaynak

G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC 70.1 Caccio ve ark. 2002
G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 67.3 Caccio ve ark. 2002
BG1 GAACGAGATCGAGGTCCG 54.9 Lalle ve ark. 2005
BG2 CTCGACGAGTTCGTGTT 51.8 Lalle ve ark. 2005
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3.1.5. Kullamilan restriksiyon enzimi

Haemophilus aegyptius adl1 bakteriden elde edilen ve DNA’y1 5'...G G*C C...3' ve
3'...C C*G G...5" bolgelerinden kesen bir endoniikleaz olan FastDigest® Haelll (BsuRI)

(Fermentas) restriksiyon enzimi kullanilmistir.
3.1.6. Hasta grubu

Calisma grubunu, 01.01.2011 ve 31.12.2011 tarihleri arasinda Tekirdag Devlet
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gaita numunesi incelemesi i¢in bagvuran hastalardan
alman 573 6rnek olusturmustur. Orneklerin belirlenmesinde, hastalarm hastaneye basvuru
nedenleri, sikayetleri, hekimin 6ngordiigii ilk teshis ve numunenin makroskobik olarak

goriiniimleri dikkate alinmastir.
3.2. Yontem
3.2.1. Numunelerin toplanmasi

Tekirdag Devlet Hastanesine 01.01.2011 ve 31.12.2011 tarihleri arasinda sindirim
sistemi gikayeti ile basvuran ve rutin digki muayenesine yonlendirilen hastalarin gaita
numunelerinden 573 6rnek alindi. Caligma siirecinde, toplanan numunelerin aylik dagilimimin
belli bir dengede ve aylik verilerin karsilastirilmasma imkan verecek bir dagilimda olmasina
dikkat edildi. Toplanan her numune i¢in hasta cinsiyeti, yasi, saptanan klinik bulgular, baska
bir hastaligi olup olmadigi, varsa adresi kaydedildi. Se¢ilen numneler 15 ml hacimli falkon
tiiplere alind1 ve sonug¢ konsantrasyonu %2,5 olacak sekilde potasyum dikromat (K,Cr,O7)
solusyonu ile muamele edildi. Ornekler, natif ve flotasyon incelemesine kadar +4°C’de

muhafaza edildi. Incelemeye kadar gecen toplam muahafaza siiresi bir ay1 gegirilmedi.
3.2.2. Numunelerin natif muayenesi

Potasyum dikromat ile muamele edilen ve +4°C’de tutulan numunelerin bir miktar: (4
ml) ilk Once cay slizgecinden gegirildi. Sonra potasyum dikromattan arindirmak i¢in 15 ml’lik
falkon tiipe alinarak kalan kismi distile su ile dolduruldu; 2500 rpm’de 6 dk. santrifiij edildi.
Siipernatant dokiildii. Bu isleme silipernatant berrak bir hal alana kadar tekrarlandi. En son
asamada, siipernatant dokiildii ve peletten ¢ok az bir miktar alinarak lugol eriyigi esliginde

mikroskopta x40 biiyiitmede incelendi. Bulgular kaydedildi.
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3.2.3. Doymus ¢inko siilfat flotasyonu

Cesitli aragtirmacilar tarafindan (Truant ve ark. 1981; Conboy 1997; Zajac ve ark. 2002;
Artzer 2009; Rishniw ve ark. 2010) ag¢iklanan yontemler modifiye edilerek uygulanmistir. Bu
amag i¢in, natif muayenesi esnasinda potasyum dikoromattan armdirilan, yikanmis peletler
kullanild1. Peletler %33’liik ZnSO4 ¢ozeltisi i¢inde tekrar siispanse edildi. Tip santrifiije
yerlestirildi ve tiiplin agzinda bombe olusturuncaya kadar ZnSO4 ¢ozeltisi eklendi.
Siispansiyon ile temas edecek sekilde tiipiin tizerine 18 mm?®’lik lamel yerlestirildi ve lamelin
istline hafif parmakucu darbesiyle vurularak tiipiin agzina iyice yerlesmesi saglandi. Sonra,
500 g’de (2000 rpm) 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiijden sonra 10 dk. bekletilen lameller,
sarsmadan alind1 ve lamel altindaki ¢ozelti damlacig: diisiiriilmeden kaldirildi. Lam tizerine
bir damla lugol ¢ozeltisi kondu ve ¢ozelti damlacigr lugol ile karisacak sekilde lamel lama
kondu. Sonra da, x40 biiyiitmede, mikroskop altinda numune incelenerek veriler kaydedildi.

DNA ekstraksiyonuna kadar 6rnekler -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.4 DNA ekstraksiyonu

ZnSOy flotasyonu sonucuna gore secilen 90 6rnegin DNA ekstraksiyonu QIAamp DNA Stool
Mini Kit kullamilarak yapilmis olup, islemin gerceklestirilmesi siirecinde, firma tarafindan
verilen protokol aynen takip edildi. Daha sonraki islemler i¢in kii¢iik miktarlara ayrilan DNA

ornekleri -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.5. Nested PCR

Yapilan nested PCR’nin ilk agamasinda, Caccio ve ark. (2002) tarafindan tarif edilen
yontemden yararlanildi. Master mix (25 pl) su sekilde hazirlandi: 3 pl template, 0,5 pl taq
DNA polimeraz (5 1U/ul), 1ul Fp (10 pmol), 1ul Rp (10 pmol), 0,5 ul ANTP-mix (10 mM),
1,5 pul MgClL, (25 mM), 2,5 ul buffer (10X), 15 pl niikleaz-free su. Kullanilan 1sisal.dongii
kosullar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Nested PCR asamasinda Lalle ve ark. (2005) tarafindan agiklanan ydntemden
yararlanildi. Master mix (25 pl) su sekilde hazirlandi: 4 pl template, 0,5 pl taqg DNA
polimeraz (5 1U/ul), 1ul Fp (10 pmol), 1ul Rp (10 pmol), 0,5 ul ANTP-mix (10 mM), 1,5 pl
MgCl, (25 mM), 2,5 pl buffer (10X), 14 pl niikleaz-free su. Nested PCR 1sisal dongii
kosullar1 ilk PCR’de oldugu gibidir; sadece annealing sicaklig1 55°C’dir.
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Cizelge 3.2. Yapilan ilk PCR’de kullanilan 1s1sal dongii kosullar

Ik PCR Thermal Cycler Kosullan
Sicakhk Siire Siklus sayisi Islem
95 15 dk. 1 Initial denaturation
95 30 s. Denaturation
65 30 s. 35 Annealing
72 60 s. Extension
72 7 dk. 1 Final extension

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez islemi %2’lik agaroz jelde gergeklestirildi. Ilk PCR’de 752 bp, nested PCR’de
511 bp bantlar gézlendi.

3.2.7. RFLP

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri, Haelll restriksiyon enzimi ile, Cizelge 3.3’de verilen
reaksiyon karigimlar1 hazirlanarak, yaklasik 3 saat, 37°C’de 1sisal dongiileme cihazinda

kesime tabi tutuldu ve kesim tiriinleri PAGE’de incelendi.

Cizelge 3.3. RFLP reaksiyon kosullar1

Reaksiyon Icerigi Miktar (ul)
PCR Uriinii 11
10X Reaksiyon Tamponu 3.2
Restriksiyon Enzimi 1.6
Saf Su 15
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3.2.8. PAGE

Jel dokiilecek cam levhalar iyice temizlenip, kurulanarak dikey elektroforeze yerlestirildi. Tki
tarafli jel icin 70 ml total hacimde olacak sekilde Cizelge 3.4.’deki malzemeler belirtilen
miktarlarda beher i¢inde karistirilarak %12°lik jel hazirlandi. Hazirlanan jelden levhalara, bir
siringa yardimiyla, hava kabarcig1 olusturmadan dokiildii. Jelin kurumasi i¢in yaklagik 1 saat
beklemeye birakildi. Jel kuruduktan sonra levhalar ige bakacak sekilde ters ¢evirildi. Tanka
1X TBE dolduruldu. Levhalar bu tankin i¢ine yerlestirildi. Jel hazirlanirken i¢ine konan TBE
orani da 1X olacak sekilde ayarlandi. Kuyucuklarmn i¢i 1X TBE ile yikandi. Her kuyucuga 12
pl RFLP iiriinii ylikleme tamponuyla birlikte yiiklendi; 2 saat 200 V ve 200 A kosullarinda
yuritiildi. Sonuglar Vilber Lourmat goriintiileme cihazinda fotograflandi ve bulgular

kaydedildi.

Cizelge 3.4. Poliakrilamid dikey jel elektroforez malzemeleri

Malzemeler Miktar
Distile su 27.03 ml
%30 acrylamide-bisacrylamide 28.2 ml
5X TBE 14 ml
Amonyum Persiilfat 700 nl
TEMED 70 pul

3.2.9. istatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA,
versiyon 15.0) ve Microsoft Excel 2007 programlar1 yardimiyla yapildi. Her bir karakter i¢in
edinilen sayisal degerlerin genel durumlarini anlamak amaciyla tanimlayici istatistikler

(ortalama, minimum, maksimum ve standart sapma degerleri) hazirlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Grubuna ve Genel Gaita Tetkikine Yonelik Veriler

Calismanin gergeklestirildigi bir yillik siire dahilinde, Tekirdag Devlet Hastanesi’ne
cesitli nedenlerle bagvuran ve Mikrobiyoloji Laboratuvarma yonlendirilen hastalarin
573’linden alman numuneler tezin temel materyalini olusturmustur. Tutulan kayitlardan elde
edilen verilere gore, hastalarin 301’1 (%52,53) erkek, 272’si (%47,47) kadin olup, yas
ortalamalar1 19,03 tiir (3 giinliik-97 yas). Numunelerin aylik dagilimi Ocak’ta 74, Subat’ta 56,
Mart’ta 85, Nisan’da 60, Mayis’ta 60, Haziran’da 18, Temmuz’da 51, Agustos’ta 41, Eylil’de
37, Ekim’de 18, Kasim’da 26 ve Aralik’ta 47°dir. Hastalarla ilgili olarak kaydedilmis olan ilk
klinik bulgular incelendiginde, olgulardan 427 tanesinin, giiniimiize kadar giardiosis ile iliskili
olabilecegi bildirilen semptomlara sahip oldugu goriilmiistiir. S6z konusu grupta, 257
(%44,85) gastroenterit, 118 (%20,59) karin agrisi, 47 (%8,20) bulanti-kusma, 4 (%0,7) irritabl

bagirsak sendromu ve 1 (%0,17) kabizlik tanis1 bulunmaktadir.

Gaita Orneklerinin makroskopik incelemesinde; 44’iiniin (%7,68) sari, 36’sinin
(%6,28) yesil, 18’inin (%3,14) sarims1 kahverengi, 11’inin (%1,92) sarmms1 yesil, 11’inin
(%1,92) kahverengi, 5’inin (%0,87) koyu, 1’inin (%0,17) mat, 1’inin (%0,17) beyaz, 1’inin
(%0,17) kirmizi, 445’inin (%77,66) ise normal renkte oldugu goriilmiistiir. icerik olarak
gaitalardan 84’liniin (%14,7) mukuslu, 14’lniin (%2,44) yagl, 7’sinin (%1,22) kanh ve
mukuslu, 4’linlin (%0,7) kanl, 464’iiniin (%80,98) ise normal oldugu anlasilmigtir. Kivam
incelemesinden elde edilen verilere gore de; 249°u (%43,46) yumusak, 104’ (%18,15) kati,
84’1 (%14,66) s1vi, 15’1 (%2,62) kati-sivi karisik, 6’s1 (%1,05) civik, 115’1 (9%20,07) ise

normaldir.
4.2. Mikroskobik Muayene Sonuclari

Incelenen 573 disk1 drneginin mikroskop altinda yapilan (x40) natif muayenelerinde
21’inin (%3,66) Giardia spp. kistlerine sahip oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.1). Ayrica, 93
(%16,23) ornekte 16kosit, 83 (%14,49) ornekte 16kosit ve eritrosit, 50 (%8,73) érnekte maya,
12 (%2,09) ornekte 16kosit ve maya, 4 (%0,7) ornekte eritrosit, 3 (%0,52) ornekte l6kosit,
eritrosit ve maya, 1 (%0,17) ornekte ise eritrosit ve maya, degisik yogunluklarda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.1. Diskinin natif mikroskobik muayenesinde goriilen Giardia spp. kistleri (x40)

Numunelerde, ¢inko siilfat flotasyon ile yiizdiirme sonrast mikroskop altinda (x40)
yapilan muayenede 26 (%4,54) 6rnekte Giardia spp. kistlerine rastlanmistir. Natif muayenede
kistlere rastlanan Orneklerin tiimiinden, yapilan bu zenginlestirme yOonteminde de pozitif
sonu¢ almmugtir. Mikroskobun x40 objektifi altinda, her bir sahada goriilen kist sayist 8

ornekte 1-2 (+), 2 drnekte 3-5 (++), 16 drnekte ise 5’in lizerinde (+++) ¢ikmuistir.
4.3. Nested PCR Sonuclar

Nested PCR, incelenen 573 numunenin 90’1 iizerinde gergeklestirilmistir. Bu amag
icin, mikroskobik muayenelerde pozitif ¢ikan 26 Ornek ile hem diski morfolojisi hem de
klinik veriler 1s181nda giardiosis olasilig1 yiiksek goriinen 64 numune se¢ilmistir. Sonug olarak

27 (%4,71) drnekten spesifik bantlar elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Nested PCR isleminde pozitif ¢ikan numunelere ait PCR iirtinlerinin (511 bp)
%?2’lik jel elektroforez goriintiisii. Numunelere ait protokol numaralar1 kuyucuklarm {ist
boliimlerinde verilmistir

Bu asamaya kadar uygulanan tan1 yontemlerinden ¢inko stilfat flotasyon yonteminde,
natifte pozitif ¢ikanlara ek olarak 5 6rnek, PCR’de ise zenginlestirmeye ek olarak 1 6rnek
daha fazladan pozitif sonu¢ vermistir. Buna gore, nested PCR temel alindiginda, ¢inko siilfat
flotasyon yonteminin duyarliliginin %96,30 (26/27), dzgiinliginiin %100 (63/63), ¢inko
stilfat flotasyon yontemi temel alindiginda ise, natif muayenenin duyarliliginin %=80,77

(21/26), 6zgiinligliniin ise %100 (547/547) oldugu anlasilmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Nested PCR ve ¢inko siilfat flotasyon yontemlerinden elde edilen sonuglarin

karsilagtirilmasi
Nested PCR
Toplam
() )

. . €3] 26 0 26
Cinko siilfat flotasyon

Sntemi
yontermt ©) 1 63 64
Toplam 27 63 90

Cizelge 4.2. Cinko siilfat flotasyon yontemi ile natif muayeneden elde edilen sonuglarin
karsilagtirilmasi

Cinko siilfat flotasyon yontemi
Toplam
() )
3] 21 0 20
Natif muayene
) 5 547 553
Toplam 26 547 573

4.4. RFLP Sonuglan

Calismamizda, nested PCR yontemiyle pozitif oldugu belirlenen 27 6rnege ait PCR
iirtinleri Haelll enzimi ile kesilmis (Lalle ve ak. 2005) ve restriksiyon triinleri PAGE (%12)
ile goriintiilenmistir. Sonug olarak, 6rneklerden 15’inin assemblage A (7, 17, 22, 77, 138, 276,
281, 290, 299, 338, 405, 421, 447, 483 ve 502 numarali 6rnekler), 2’sinin assemblage B (90
ve 349 numarali 6rnekler) ve 10’unun assemblage B ve E miks oldugu goriilmiistiir (307, 333,

361, 444, 510, 515, 518, 525, 532 ve 550 numarali 6rnekler). (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4)
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Sekil 4.3. Haelll enzimi ile kesilen 13 6rnege ait restriksiyon irinlerinin PAGE (%12)
goriintlisii. Ornek numaras1 ve ¢ikan assemblage cesidi kuyucuklarin iist kisimlarinda

verilmistir

Calismamizda kullandigimiz literatiire gore (Lalle ve ak. 2005), nested PCR
irlinlerinin (511 bp) Haelll enzimi ile kesim sonrasi, {iriinlerin sekans uzunluklari
assemblage’lara gore su sekildedir: Assamblage A i¢in 201, 150, 110 ve 50 bp; assemblage B
icin 150, 117, 110, 84, 26 ve 24 bp; assemblage C icin 194, 150, 102, 50 ve 15 bp;
assemblage D i¢in 200, 194 ve 117 bp; Assemblage E icin 186, 150, 110, 26, 24 ve 15 bp;
assemblage F i¢cin 186, 150, 110, 50 ve 15 bp. Elde ettigimiz goriintiilerde farkedilebilen en
kiiciik bantlar 26 ve 24 bp’dir; ancak, bu iki bant birbirinden ayirt edilememistir. Orneklerde
assemblage A bantlar1 tiimiinde net seg¢ilmistir; ancak, 17 numarali 6rnekte, 300 bp
dolaylarinda beklenmedik, belirgin bir bant ile karsilasilmistir. Ayni 6rnegin nested PCR
gortintiisii, s6z konusu bandin, PCR’deki bir ek liremeden degil, dogrudan restriksiyondan
kaynaklandigini gostermistir. Jelde, assemblage B ile ilgili bantlar da, kolaylikla
degerlendirebilecek ve kesin isimlendirmeyi miimkiin kilacak sekilde ¢ikmistir. Assemblage

B ve E misklerinde de yine adlandirma giicliigli ¢cekilmemistir. Bu noktada ozellikle B-F
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miksi olma olasiligi akilda tutulmus; ancak, assemblage F’de var olan 50 bp’in ilgili

kuyucuklarda gériilmemesi, s6z konusu assemblage’in elemine edilmesini saglamistir.
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Sekil 4.4. Haelll enzimi ile kesilen 14 6rnege ait restriksiyon iirtinlerinin PAGE (%12) goriintiisii.
Ornek numarasi ve ¢ikan assemblage c¢esidi kuyucuklarin {ist kisimlarinda verilmistir

4.5. Pozitif Orneklerin Cesitli Parametrelerle iliskisi

Pozitif olgularin 7’si ilkbahar, 6’s1 yaz, 7°si sonbahar ve 7’si kig doneminde gelmistir.
Aylara gore bakildiginda, en yiiksek pozitifliklerin sirasiyla Mayis (6 pozitif) ve Kasim (5
pozitif) donemine ait oldugu goriilmiistiir. Pozitif bireylerin yas aralig1 1-59 arasinda degismis

olup, ortalama deger 16,37 dir. Cinsiyete gore ise pozitif 27 hastanm 11°1 (%40,74) kiz, 16’s1
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(%59,26) 1se erkektir. Yapilan ilk klinik muayenede pozitif hastalarm 15’ine (%55,56)
gastroenterit, 5’ine (%18,52) solunum sistemi enfeksiyonu tanis1 konmus olup, diger 7
(%25,93) kiside herhangi bir tanimlama yapilmamistir. Makroskobik diski muayenesine gore,
pozitif numunelerin 10°u (%37,04) kati, 3’1 (%11,11) stv1 ve 14’1 (%51,85) normal ¢ikmustir.
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Sekil 4.5. Assemlage ve diski tipi arasindaki iliskinin bar grafik analizi

Assemblage ve izlenen parametreler arasi iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilan
degerlendirmelerde, assemblage A olan 15 hastanin ilk klinik tanis1 5 (%33,33) gastroenterit,
4 (%26,67) solunum sistemi enfeksiyonu ve 6 (%40,0) normal seklindedir. Diski tetkiklerinde
6’smnin (%40,0) kati, 1’inin (%6,67) sivi ve 8’inin (%53,33) normal oldugu goriilmiistiir. Bu
gruptaki hastalarin yas ortalamasi ise 16,07°dir (1-52). Assemblage B oldugu belirlenen iki

hastadan biri 3, digeri 5 yasindadir; klinik olarak, birinde solunum sistemi enfeksiyonu
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saptanirken digeri normal olarak tanimlanmustir. Iki hastanin da diski morfolojisi normaldir.
Assemblage B-E miks 10 hastanin ilk klinik tanis1 tamaminda gastroenterit iliskilidir. Bu
gruptaki digkilarin 2’s1 (%20,0) kati, 2’°si (%20,0) siv1 ve kalan 6’s1 (%60,0) normaldir. Yas
ortalamalari ise 19,3 (2-59) cikmustir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. Assemlage ve klinik tan1 arasindaki iligkinin bar grafik analizi
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Sekil 4.7. Assemlage, klinik ve digki tipi arasindaki iligkinin bar grafik analizi
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Sekil 4.8. Assemlage, klinik ve digki tipi arasindaki iligkinin dilimli grafik analizi
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Cizelge 4.3. Nested PCR ile incelenen 90 numuneye yonelik klinik, gaita tetkiki, mikroskobik muayene ve nested PCR-RFLP tetkiki
sonuglar1. Pozitif numunelerde belirlenen assemblage ¢esitleri (A, B ve B-E) harf ile gosterilmistir. (CSF : Cinko Siilfat Flotasyon)

No | Tarih | Yas |Cinsiyet| Klinik Tam Natif(xg;‘ye“e renk,Giziet:;ﬁ’asekﬂ CSF (x40) Mabhalle il-ilge (ifsﬁ;nl})f:gz)
1 Ocak 46 E Portdr kontrolii Lé.k OSi.t (1-2), mukuslu, yumusak 0 Gilindogdu Mah. Merkez 0
Eritrosit (20<)
2 Ocak 7 E |Karm agrist Lékosit (20<) fg:lg‘lz‘lze;‘il 0 Zafer Mah. Merkez 0
3 Ocak 28 E Ust sol. yolu enf. | Lokosit (20<) 0 Merkez 0
4 Ocak 7 E Astim yumusak 0 Cinarli Mah. Merkez 0
5 Ocak 53 E 1(\1/(123)%; neoplazi 0 Merkez 0
6 Ocak 26 E Sarilik kat1 0 Merkez 0
8 Ocak 38 K Acil hastasi katt 0 Merkez 0
9 Ocak 24 K Gastroenterit S1v1 0 Orta Cami Mah. Merkez 0
10 Ocak 5 K Karm agrist Lokosit (20<) sar1, yumusak 0 Merkez 0
11 Ocak 44 K Portor kontrolii yagli, kati 0 Merkez 0
12 Ocak 5 K Karm agrist katt 0 Aydogdu Mah. Merkez 0
75 Subat 56 E Gastroenterit ]lg?il:r(z)sslitt((ZZ%?)’ 0 Merkez 0
76 Subat E Karm agrisi Maya (20<) 0 Merkez 0
78 Subat 29 E Gastroenterit 0 Merkez 0
79 Subat 5 K Gastroenterit Ilgfil:r(z)sslitt((zl(?%()) 0 Cinarli Mah. Merkez 0
80 Subat 46 E Gastroenterit 0 Merkez 0
131 Mart 78 E Gastroenterit I]gijil:r(z)sslitt((llo.-zl)m’ yumusak 0 Merkez 0
132 Mart | 7 aylik E Bulanti-kusma Maya (20<) yumusak 0 Gilindogdu Mah. Merkez 0
133 Mart 50 E Gastroenterit Maya (20<) yumusak 0 Cimarl1 Mah. Merkez 0
134 Mart 33 E Portor kontrolii Maya (20<) yumusak 0 Cinarli Mah. Merkez 0
135 Mart 34 K Gastroenterit Lokosit (20<) yumusak, mukuslu 0 Gazibey Mabh. Malkara 0
136 Mart 7 K Gastroenterit katt 0 Merkez 0
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Cizelge 4.3’iin devami

. . . . . Natif Muayene Gaitada s PCR-RFLP
No Tarih Yas | Cinsiyet Klinik Tam (x40) renk, icerik, sekil C.S.F (x40) Mabhalle 1I-Ilce (Assemblage)
137 Mart 6 K Gastroenterit kati-sv1 karigik 0 Zafer Mah. Merkez 0
216 Nisan 60 E Ates Eritrosit (20<) yumusak 0 Kumbag Merkez 0
. . Lokosit (20<),
217 Nisan 5 E Gastroenterit Eritrosit (8-10) yumusak, mukuslu 0 Cinarli Mah. Merkez 0
218 Nisan 33 E Viral enfeksiyon | Maya (20<) 0 Merkez 0
219 Nisan 6 E Bulanti-kusma Sarimsi, yumusak 0 Selguk Koyii Merkez 0
220 Nisan E Gastroenterit 0 Merkez 0
221 Nisan 3 E Karm agrist kat1 0 Cinarli Mah. Merkez 0
222 Nisan 6 K Karin agrist kat1 0 Merkez 0
277 Mayis 14 E Acil hastasi yumusak 0 Muratli Caddesi Merkez 0
278 Mayis 4 E Gastroenterit sart, s1vi 0 Cinarli Mah. Merkez 0
279 Mayis 54 E Gastroenterit mukuslu, yumusak 0 Karacakilavuz Koyii | Merkez 0
280 | Mays | 39 g | Gastrodzofagial kati 0 Merkez 0
refli
. Karsiyaka
282 Mayis 33 K Gastroenterit S1v1 0 Mah./Susuluk Merkez 0
283 Mayis |5 aylik E Gastroenterit Lokosit (20<) yumusak 0 Aydogdu Mah. Merkez 0
284 Mayis 13 E Karm agrist kat1 0 Zafer Mah. Merkez 0
336 | Haziran 4 E Karm agrist kat1 0 Altinova Merkez 0
. . Lokosit (20<), Mustafa Kemalpasa
337 | Haziran | 21 K Gastroenterit Eritrosit (20<) yumusak 0 Mah. Merkez 0
354 |Temmuz| 37 E Gastroenterit Lokosit (20<) S1v1 0 Barbaros Merkez 0
. 1 Lokosit (20<), L
355 | Temmuz 1 E Febrilkanuliilsiyon Eritrosit (20<) yumusak 0 Gilindogdu Mah. Merkez 0
. Lakosit (5-6), .

356 |Temmuz| 30 Gastroenterit Eritrosit (20<) kanlt Karadeniz Mah. Merkez

357 | Temmuz | 8 aylik E Bulanti-kusma mukuslu yumusak 0 Merkez 0
358 |Temmuz| 14 K Gastroenterit Lokosit (20<), yumusak 0 Merkez 0

Eritrosit (5-6)
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Cizelge 4.3’iin devami

. . . . . Natif Muayene Gaitada s PCR-RFLP
No Tarih Yas | Cinsiyet Klinik Tam (x40) renk, icerik, sekil C.S.F (x40) Mabhalle 1I-Ilce (Assemblage)
. Lokosit (20<),
359 |Temmuz| 38 K Gastroenterit Eritrosit (7-8). yumusak, mukuslu 0 Merkez 0
360 | Temmuz| 49 Gasfr obzofagial katt 0 Merkez 0
reflii
- Lokosit (20<),
406 | Agustos 16 E Ates Eritrosit (7-8) kat1 0 Cinarli Mah. Merkez 0
407 | Agustos 9 E Karm agrist kat1 0 Merkez 0
o .. Lokosit (20<), yesil, mukuslu,
408 | Agustos 1 K Faranjit Eritrosit (20<) yumusak 0 Cimarl1 Mah. Merkez 0
o o Lokosit (20<),
409 | Agustos 6 E Karn agrist Eritrosit (4-5) mukuslu, yamusak 0 100. Y1l Mah. Merkez 0
. . Lokosit (20<), -
446 Eyliil 2 E Faranjit Eritrosit (8-10) sar1, yumusak 0 Karacakilavuz Koyii | Merkez 0
. Lakosit (7-8),
501 Kasim |2 aylik E Gastroenterit Maya (20<) sart, s1vi 0 100. Y1l Mah. Merkez 0
503 Kasim 2 K Gastroenterit Eritrosit (7-8) yesil, yumusak 0 Merkez 0
. Lokosit (20<),
504 Kasim 4 K Gastroenterit Eritrosit (20<) S1v1 0 Merkez 0
.. . . Lokosit (20<),
505 Kasim 52 K Ulseratif kolit Eritrosit (20<) 0 Merkez 0
506 Kasim 7 K Gastroenterit Sizll?l st kahvereng, 0 Merkez 0
507 Kasim 1 K Gastroenterit Si/rlll?l st kahvereng, 0 Hiirriyet Mah. Merkez 0
508 Kasim 70 E Bitkinlik kat1 Barbaros Merkez
527 Aralik 5 E Gastroenterit Lakosit (20<) kahverengi, yagl, Orta Cami Mah. Merkez
yumusak
528 Aralik 8 E Artrit sarimst kahverengi, 0 Cinarli Mah. Merkez 0
yumusak
529 Aralik 10 E Faranjit katt 0 Aydogdu Mah. Merkez 0
530 Aralik 13 E Gastroenterit kahverengi, kati 0 Merkez 0
531 Aralik 8 K Faranjit 0 Altinova Merkez 0
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Cizelge 4.3’lin devami

No | Tarih | Yas |Cinsiyet| Klinik Tam Natif Muayene (x40) renk,Giziet:;ﬁ’asekﬂ C.S.F (x40) Mabhalle il-ilge (ifsﬁ;nl})f:gz)
7 Ocak 1 E Pneumoni Giardia(+), Maya (20<) |sarimsi kahve, kati Giardia +++ | Camikebir Mah. Sarkdy A
17 Ocak 10 K Karin agrist Giardia(+) Giardia +++ Merkez A
22 Ocak 2 E Pneumoni Giardia(+), Maya (20<) |sarimsi kahve, kati Giardia +++ | Hacievhat Mah. Malkara A
77 Subat 52 K Bronsit Giardia(+), Eritrosit(20<) | kanl Giardia +++ | Ahmedikli Koyii Merkez A
138 Mart 11 K Karm agrist Giardia(+) Giardia +++ Merkez A
276 Mayis 21 E Portdr kontrolii Giardia(+) yumusak Giardia +++ Merkez A
281 Mayis 10 E Karm agrist kat1 Giardia ++ | Cmarlt Mah. Merkez A
290 Mayis 8 K Karm agrist Giardia(+) kat1 Giardia +++ Merkez A
299 Mayis 19 K Portdr kontrolii Giardia(+) yagli, kati Giardia +++ | Fatih Mah. Muratlt A
338 | Haziran 26 E Portor kontrolii Giardia(+) yumusak Giardia +++ | Cmarlt Mah. Merkez A
405 | Agustos 39 K Portor kontrolii Giardia(+) yumusak Giardia +++ Merkez A
421 | Agustos 8 K Karm agrist kat1 Giardia ++ Merkez A
447 Eylil 26 K Viral enfeksiyon | Giardia(+) kat1 Giardia + Merkez A
483 Ekim 4 E Uriner sis. enf. Giardia(+) kat1 Giardia +++ | Altinova Merkez A
502 Kasim 4 E Astim gﬁic)ijagz;;?tk&s (1)t<) mukuslu, sivi Giardia + Aydogdu Mah. Merkez A
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Cizelge 4.3’lin devami

No | Tarih | Yas |Cinsiyet| Klinik Tam Natif Muayene (x40) renk,Giziet:;ﬁ’asekﬂ C.S.F (x40) Mabhalle il-ilge (ifsﬁ;nl})f:gz)
90 Subat 5 K Beslenme eksik. | Giardia (+) Giardia + Gilindogdu Mah. Merkez B
349 | Haziran 3 E Oksiiriik Maya (20<) yumusak Giardia +++ Merkez B
307 Mayis 5 E Karm agrist Giardia(+) kati-sv1 karigik Giardia +++ | Aydogdu Mah. Merkez B-E
333 Mayis 8 K Karm agrist Giardia(+) yagli, yumusak Giardia + Ertugrul Mah. Merkez B-E
361 |Temmuz| 12 E Bulanti-kusma yumusak Giardia + Merkez B-E
444 | Agustos 10 E Bulanti-kusma kati-sv1 karigik 0 Cinarli Mah. Merkez B-E
510 Kasim 2 E Gastroenterit Giardia (+) katt Giardia + Aydogdu Mah. Merkez B-E
515 Kasim 10 E Karm agrist Giardia (+) yesil, yumusak Giardia +++ | Cmarlt Mah. Merkez B-E
518 Kasim 59 K Gastroenterit Giardia(+) yumusak Giardia +++ | Hiismen Aga Mah. | Malkara B-E
525 Kasim 6 E Karm agrist Giardia (+) kat1 Giardia + Aydogdu Mah. Merkez B-E
532 Aralik 57 E Gastroenterit Giardia(+) kahverengi Giardia + Gilindogdu Mah. Merkez B-E
550 Aralik 24 E Gastrooz. reflii Giardia +++ Merkez B-E
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen parazitik sindirim sistemi hastaliklari, gerek
ekonomik kayba neden olmalarindan, gerekse de oliim ile seyreden klinik tablo ortaya
koyabilmelerinden otiirii biiyiikk bir oneme sahiptirler. Giardiosis, ad1 gecen hastaliklarin en
onemlileri arasindadir ki s6z konusu 6nem hem diinya hem de Tiirkiye i¢cin gegerlidir (Ak ve
ark. 2007; Sonmez Tamer ve ark. 2009; Weese ve ark. 2011; Lebbad 2010). Diinya genelinde
yaygin olarak goriilen ve zoonotik bir 6neme sahip olan G. duodenalis, 40’tan fazla memeli
hayvan tiiriinde etkili olmakta (Upcroft ve Upcroft 1998; Monis ve ark. 2009) ve yillik 280
milyon insanda semptomatik enfeksiyona yol agmaktadir (Lane ve Lloyd 2002). Hastaligin bu
yoniiyle global bir endemiye sahip oldugu ifade edilmektedir (Feng ve Xiao 2011; Weese ve
ark. 2011). Ote yandan, parazitin yaygmlig1 farkli popiilasyon ve cografyalarda énemli 6l¢iide
degisiklik gostermektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde goriilen (Lebbad 2010)
etkenden dolayr Asya, Afrika ve Latin Amerika’da 200 milyon insanmn klinik diizeyde
enfeksiyon tablosu sergilemekte ve yine ayni bolgelerden yillik 500.000 yeni bildirim
yapilmaktadir (Caccié ve Ryan 2008). Diger taraftan, modern tilkelerde kist atiliminin %1-7
diizeylerinde oldugu ve s6z konusu araligin, toplumlarin gelismislik diizeyine gore degistigi
bildirilmistir (Eckmann 2003; Weese ve ark. 2011). Ornegin, gelismekte olan iilkelerin
cogunda insanlarin %20-30’u tasiyic1 iken (Adam 2001), belli bir sosyoekonomik esigin
iizerinde olan Isveg’te, iilke genelinde rapor edilen yillik giardiosis olgusu 1200-1500

dolaylarinda kalmaktadir (Lebbad 2010).

Ulkemizde ise, insanlarda G. intestinalis yaygmhginm bolgelere gore %0,8-54,8
arasinda degistigi bildirilmistir (Ak ve ark. 2007). Mikroskobik esaslara dayanan
taramalardan elde edilen sonuglar, bolgelere gore hastaligim yayilisint su sekilde
gostermektedir: Marmara Bolgesi’nde %4,7, Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde %6,2, Ege
Bolgesi’nde %8,5, Dogu Anadolu Bélgesi’nde %11,4, Akdeniz Bolgesi'nde %14,7, I¢
Anadolu Boélgesi’nde %15,9 ve Karadeniz Bolgesinde %17 (Yasarol 1984). Van’da 0-14 yas
grubu cocuklarda yiiriitilen bir calismada, sosyo-ekonomik diizey ve gociin bagirsak
parazitozlarinin yayilisina etkisi arastirilmis ve sonug olarak, parazitlerin gogmen grubunda
lojmanda yasayanlara gore 2,5 kat daha yaygm oldugu anlagilmistir (Y1lmaz ve ark. 1997).
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali'na 2000-2004 yillar1 arasinda
basvuran 34.883 hastada yapilan bir arastirmada 892 (%2,6) hastada parazitin kistlerine
rastlanmistir (Yazar ve ark. 2005). Yine, Ocak 2002- Haziran 2003 tarihleri arasinda Izmir
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Atatlirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen toplam
4.322 digkt Orneginin incelenmesi sonucu, 112 (%23,88) ornekten pozitiflik elde edilmistir
(Tiirk ve ark. 2004). Gata Haydarpasa Egitim Hastanesi Koproloji Laboratuvarina dort yillik
siire icinde bagvuran 9.867 kisiye ait sonuglar degerlendirilmis ve parazit yaygmlhiginmn %22
oldugu anlasilmistr (Ozyurt ve ark. 2007). Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Parazitoloji Laboratuvari’na bagvuran 3.925 hastanin %12,9’unda Giardia spp. pozitifligi elde
edilmistir (Degirmenci ve ark. 2007). Sosyo-ekonomik diizeyi diisiik ailelerin oturdugu ve
cevre diizenlemesinin iyi olmadigi Havutlu Koyli’nde yaslar1 0-6 arasinda degisen okul dncesi
cocuklardan alman 321 diski Ornegi incelenmis, 116’sinda c¢esitli bagirsak parazitleri
saptanmis ve bu parazitler arasinda ilk siray1 %19 (61) ile Giardia’nin aldig1 kaydedilmistir
(Tanriverdi ve ark. 1998). Nigde ve yoresinde ilkokul cocuklarinda yapilan bir taramada
%16,2’lik bir pozitiflige ulasilmis, bu oraniyla Giardia, paraziter hastaliklar arasinda ikinci
sirada ¢cikmis ve ekonomik yonden gelir diizeyi orta ve diisiikk olan ailelerin ¢ocuklarinda
parazit goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu gorilmiistiir (Topgu ve Ugurlu 1999).
Malatya’da 1999-2001 yillar1 arasinda ishal yakinmasi ile hastanelere bagvuran kisilerden
alman 500 disk1 6rnegi parazitolojik yonden muayene edilmis ve %6,2’lik Giardia pozititligi
elde edilmistir (Celik ve ark. 2003). Sivas Halk Sagligi Laboratuvarma 1987-1997 arasinda
basvuran 2.298 kisinin %55’ inde bagirsak parazitine rastlanmis, G. infestinalis yaygmlhigi ise
%4 bulunmustur (Alim ve ark. 1999). Kahramanmaras Universite Hastanesine, 2000-2002
tarthleri arasinda bagvuran 3.509 kisinin digk1 6rnegi bagirsak parazitleri yoniinden incelenmis
ve bunlardan %52,87’sinin Giardia ile enfekte oldugu anlasilmistir (Ciragil ve ark. 2003). Bu
tez siirecinde bir yil siireyle Tekirdag Devlet Hastanesi’ne basvuran hastalardan 573’line ait
digk1 ornekleri natif ve ¢inko siilfat zenginlestrme yontemi kullanilarak Giardia spp. kistleri
yoniinden taranmis ve sonu¢ olarak natif muayenede %3,66 (21/573), zenginlestirme
yonteminde ise %4,54 (26/573) pozitiflik elde edilmistir. Elde edilen bu veri, incelenen
numunelerin bir derecede genel hasta grubuna ait olmasi ve sehrin sosyoekonomik yapisi

dikkate alindiginda, beklendigi gibidir.

Yapilan molekiiler ve antijenik analizler, G. duodenalis’in genotipik ve fenotipik olarak
farkli, ancak morfolojik olarak benzer, en az yedi alt tiirliniin (A-G) oldugunu ortaya
koymustur (Monis ve ark. 2003; Thompson 2004; Weese ve ark. 2011). Bunlardan A ve B
tipinin insanlarda ve hayvanlarda (Giangaspero ve ark. 2007; Caccié ve Ryan 2008), C ve D
tipinin kopek, kedi, cakal ve kurtlarda, E tipinin sigwr, koyun, ke¢i, domuz, manda ve

muflonda (Avrupa yaban koyunu), F ve G tiplerinin ise kedi ve rodentlerde goriildiigii
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bildirilmistir (Caccido ve ark. 2005). Yine, son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada (Lasec-
Nesselquist ve ark. 2010), deniz canlilarinda etkili olan yeni bir assemblage varlig1 ortaya
konmus ve buna da assemblage H denmistir. Ayrica, assemblage A’nin Al, AlIl ve AlII,
assemblage B’nin ise BIII ve BIV olmak {izere alt izolatlarinin oldugu bildirilmis, bunlardan
Al, All, BIII ve BIV’iin zoonotik karakterde oldugu, AIIl’lin ise hayvanlara 6zgii oldugu
kaydedilmistir (Caccid ve ark. 2005; Lebbad 2010; Feng ve Xiao 2011).

Temelde assemblage B insanlara 6zgii bir grup olarak ele alinmis olsa da, kunduz, sigir,
kopek, at, esek, misk sigcani, tavsan, koyun gibi hayvanlardan da izole edilmis (Caccid ve
Ryan 2008), kuzularda (30-90 giinliik) ciddi ishale, malabsorbsiyon, agirlik kaybi1 gibi
bulgulara neden oldugu goriilmiistiir (Aloisio ve ark. 2006). Ozellikle de BIII tipinin slow
loris (Nycticebus sp.), ¢ingilla (Chinchilla spp.), kopek, kunduz, rat, siamang (Symphalangus
syndactylus) gibi hayvanlardaki varlig1 kesinlestirilmistir (Thompson 2004). Ote yandan
assemblage ve tiplere yonelik tartismalar devam etmekte olup, assemblage A ve B’nin
insandan ve hayvandan izole edilen tiplerinin genetik olarak bazi farkliliklara sahip oldugu,
olasilikla da farkli genotipler olabilecegi ifade edilmektedir (Caccid ve Ryan 2008). Yine,
belli assemblage’lere yonelik subgenotip sayisinin tahmin edilenden fazla oldugu da o6ne
siiriilmiistiir. Ornegin, cesitli konaklardan elde edilen G. duodenalis drnekleri yiiksek sekans
heterogenitesine sahip B-giardin gen bdlgesi yoniinden incelendiginde, assemblage A’nin 8§,
assemblage B’nin 6, assemblage D’nin 2 ve assemblage E’nin 3 subgenotipinin oldugu,
bunlardan Al, A2, A3, A4 ve B3’lin insanlardan, kdpeklerden ve buzagilardan izole edildigi,
dolayisiyla da ilgili hayvan gruplarmnin zoonotik agidan dnem tasidig: bildirilmistir (Lalle ve

ark. 2007).

Assemblage A ve B’nin insanlarda giardiosisten sorumlu temel parazitler oldugu
(Cacci6 ve Ryan 2008), assemblage B’nin daha yaygin goriildiigii (Caccio ve ark. 2005; Kohli
ve ark. 2008; Franzén ve ark. 2009; Breathnach ve ark. 2010; Jerlstrom-Hultqvist ve ark.
2010; Ankarlev ve ark. 2010; Al-Mohammed, 2011), diinya genelinde assemblage A’nin %35
(5-54), B’nin %60 (32,5-95), A-B miks olgularin ise %5 (0-25) aras1 bir yayginliga sahip
oldugu bildirilmistir (Caccié ve Ryan 2008). Ote yandan, ilgili assemblage’larin yaygmlig
bolgeden bodlgeye degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, insanlarda yapilan taramalarda
Tayland’da %73 assemblage A, %2,5 assemblage B (Traub ve ark. 2009), Etiyopya’da ise
%352 assemblage A ve %22 assemblage B saptanmistir (Gelanew ve ark. 2007). Ankara
Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde yapilan bir taramada 44 pozitif hastanin 25’inde
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assemblage B (%56,82), 19’unda assemblage A (%43,18) saptanirken (Aydin ve ark. 2004),
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarinda izole edilen 54
pozitif numunenin 38’inin (%70,37) assemblage A, 16’smin ise (%29,63) assemblage B
oldugu anlasilmistir (Balcioglu ve ark. 2012). Bu ¢alismada, nested PCR-RFLP ile yapilan
taramalarda ise pozitif 6rneklerin 15’inin assemblage A, 2’sinin assemblage B, ve 10 unun ise

assemblage B ve assemblage E miks enfeksiyon oldugu goriilmiistiir.

Insan giardiosisinin epidemiyolojisinde hayvanlarm rolii hala tartismali bir durumdur.
Insanlarda, baslica iki assemblage (A ve B), bulunmakta olup, bunlardan assemblage A’nin
daha genis bir konak spektrumuna sahip oldugu, insanlardaki diizeyinin %19’larda,
hayvanlardaki yayiliminm ise cesitli gruplarda %22-29 arasinda degistigi kaydedilmistir. Ote
yandan, assemblage B’nin 6zellikle insanlarda daha yaygin goriildiigi (%56), bu tip i¢in
temel kaynagin da yine insan oldugu da bildirilmistir. S6z konusu yayilim dinamiginden
otlirii, zoonotik acidan assemblage A On plana ¢ikmaktadir (Sprong ve ark. 2009). Calisma
bolgemiz olan Tekirdag’da, pozitif numunelerin hemen tamami sehir merkezinden geliyor
olmasina karsin, ¢ogunlugu assemblage A c¢ikmistir. Bu durum, olgularda muhtemel bir
zoonotik bulas paymin olabilecegini isaret etmektedir. Ote yandan, ilgili assemblage i¢in
birincil kaynak olan c¢iftlik hayvanlarmin (Guerden ve ark. 2008; Santin ve ark. 2009)
Tekirdag sehir merkezinde bulunmamasi, olas1 sebeke suyundaki veya tiiketilen taze sebze ve

meyvelerdeki olasi kontaminasyonu akla getirmistir.

Yapilan bu ¢alismada, kullanilan literatiirde (Lalle ve ark. 2005) verilen degerlere gore
assemblagelere yonelik RFLP bantlar1 dikkate alindiginda, assemblage B olan 10 Ornek,
assemblage E ile miks oldugunu kesin olarak gosterir bir bant dizilimi sergilemistir. Ote
yandan, ¢ift tirnakli ¢iftlik hayvanlarinda goriilen assemblage E’nin, sehirde yasayan
insanlardan izole edilmesi beklenmedik bir durumdur. Ayrica, tek basma bir assemblage E
orneginin izole edilememis olmasi durumu da s6z konusudur. Su asamada, miks gibi goriinen
orneklerin gergekten assemblage E mi igerdiginin, yoksa genotipik ag¢idan oldukca farkli bir
assemblage B grubunu mu isaret ettiginin anlasilmasi zor goriinmektedir. S6z konusu sorunun
coziime kavusmasi adma 1lgili sekansin ayrmtili analizinin yapilmas:1 gerekmektedir. Yine,
assemblage A olarak tanimlanan 6rneklerden birinde, beklenen RFLP iiriinii bantlarin disinda,
ek olarak 300 bp dolaylarinda oldukga net bir bant daha elde edilmistir. Ad1 gecen 6rnegin,
nested PCR {iriinii digerlerine denk diizeyde bant sergilerken, kesim dncesi, 300 bp civarinda,

herhangi bir bant vermemistir. Bu durum ilgili bantin tamamen kesimden kaynaklandigini
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gostermektedir. Biitiin bu veriler, yiiksek heterojeniteye sahip B-giardin gen bolgesi dikkate
alindiginda, belli assemblagelerin, beklenenden ¢ok daha fazla subgenotipe sahip
olabilecegini isaret etmektedir. Kaldi ki, ¢alismada kaynak olarak kullanmis oldugumuz

literatiirde (Lalle ve ark. 2005), yazarlar boylesi bir durumu da isaret etmislerdir.

Assemblage C, D, E, F ve G’nin konak spesifik bir 6zellik tagidigi, belli sayida hayvan
grubuna 0zgii olduklar1 ve temel olarak insanlar i¢in kanitlanmis bir 6nemlerinin bulunmadigi
bildirilmistir (Caccié ve Ryan 2008). Ancak, her ne kadar s6z konusu konak spesifitesinden
bahsedilmis olsa da, beklenmedik sekilde, assemblage C ve D’nin kedilerde, assemblage
D’nin domuzlarda, assemblage E’nin kedilerde, assemblage F’nin ise yine domuzlarda
goriildiigline dair az sayida da olsa bildirim bulunmaktadir. Ayrica, assemblage C, D, E ve
F’nin insanlarda goriildiigiine dair bildirimler de s6z konusudur (Feng ve Xiao 2011). Avrupa
Veteriner ve Halk Sagligi Enstitiisii (European Network of Public and Veterinary Health
Institutions) organizasyonu dahilinde yapilan bir calismada, 978 insan ve 1.440 hayvan
izolatinin genetik karakterizasyonu yapilmis ve insanlarda saptanan assemblage dagiliminin
%43 A, B %56, C %0,1, D %0,2, E %0,2 ve F %0,2 oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar soz
konusu tiirlerin insanda olusturabilecegi klinik ile ilgili bilgi bulunmasa da, bu durum adi
gecen biitlin aasemblage’larin az ¢ok zoonotik karakter tasiyabilecegini ve giardiosis
bulasinda konak parazit iliskisinden o6te faktorlerin etkili olabilecegini isaret etmektedir
(Sprong ve ark. 2009). Ozellikle sigir (Guerden ve ark. 2008; Santin ve ark. 2009), koyun-
keci ve domuz gibi ¢iftlik hayvanlarinda goriilen assemblage E’nin vahsi hayvanlardan,
kediden, kdpekten ve bazi1 diger hayvanlardan da izole edildigi kaydedilmistir (Sprong ve ark.
2009). Misir’da insanlarda yapilan bir taramada, elde edilen pozitif 6rneklerde #pi gen bolgesi
analizi yapilmis ve buna gore assemblage yaygmligi %80 B, %15 E ve %5 A olarak
belirlenmistir. Assemblage E’nin, sadece incelenen bir bolgede ¢iktig1 ve ilgili bolgede ciftlik
hayvanlarmmin yaygin olarak tretildigi kaydedilmistir (Foronda ve ark. 2008). Etiyopya’da
insanlarda yapilan bir caligmada, pozitif 6rnekler, bu tez calismasinda yapildig: gibi, B-giardin
gen bolgesine yonelik olarak nested PCR-RFLP ile incelenmis, assemblage dagilimlart %52
A, %22 B, %251 ise A-F miks (7 tane) veya B-F miks (8 tane) ¢ikmustir. Ayrica, A-F
pozitifler lizerinde gergeklestirilen sekans analizleri ile ilgili 6rneklerden iiglinde adi1 gecen
miks durumu kanitlanmistir (Gelanew ve ark. 2007). Yine, Tayland’da insanlarda yapilan
baska bir ¢alismada ise, numuneler ssu-rRNA gen bdlgesi analizi esasina gore irdelenmis ve
assemblage yayginligi %73 A, %17 insan ve kopek genotipleri miks, %5 A-B miks, %2,5 B,
%2,5 C ¢ikmustir (Traub ve ark. 2009). Ote yandan, her ne kadar arastirmacilar bazi gen
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bolgeleri analizleri kullanarak verilerini desteklemis olsalar da, kesin s6ylem i¢in farkli gen
bolgelerinin analizleri ile sonuglarin daha etkili sekilde desteklenmesi gerektigi de

bildirilmektedir (Caccié ve Ryan 2008; Feng ve Xiao 2011).

Giardiosiste klinik olduk¢a degisken olup, subklinikten akut veya kronik ishal, karin
agrisy, mide bulantisi, kusma, agirlik kaybma kadar degisen bulgularla seyreder (Eckmann
2003). Hastaligin siddeti parazitin virulansmna, konagm gelisimine, beslenmesine ve
immunolojik konumuna bagli olarak degismektedir. G. duodenalis’in assemblage’lar1 ile
hastalik siddeti arasindaki iliskiye yonelik bazi bulgular s6z konusu olsa da kesin veriler
bulunmamaktadir (Sahagtin ve ark. 2007). Ote yandan, her ne kadar alt tiplerin neden oldugu
hastalik karakterleri arasinda kesinlesmis bir ayrimin olmadig: ifade edilse de, insanlardaki
persiste enfeksiyonlardan B tipinin, aralikli ishal olgularindan ise A tipinin daha ¢ok izole
edildigi bildirilmistir (Lebbad 2010). Benzer sekilde, Hollanda’da yapilan bir taramada
assemblage B ile persistent diare arasinda bir iliski oldugu goriilmiistiir (Homan ve Mank
2001). Malezya’da, 2-76 yas arasi insanlarda yapilan bir tarama, assemblage B’nin klinik
olgularla daha cok iliskili oldugunu, 6zellikle 12 yas ve altindakilerde daha ¢ok goriildiigiinii,
kizlarda hastaligin erkeklere gore daha yaygin oldugunu ve 6zellikle de taze meyve ve sebze
tikketenlerde daha sik karsilagildigini gostermistir (Mahdy ve ark. 2009). Arabistan’dan da
yine assemblage B’nin klinik, A’nin ise subklinik olgularla iliskili oldugu ydniinde bildiri
yapilmistir (Al-Mohammed, 2011). Tirkiye’de ise, Manisa’da yapilan bir caligmada,
assemblage B’nin klinik olgulardan asil sorumlu grup oldugu ve ilgili genotipin kadinlarda
erkeklere kiyasla anlamli diizeyde daha yaygin oldugu ifade edilmistir (Balcioglu ve ark.
2012). Bu durum, kuzularda (30-90 giinliik) da ciddi ishal, malabsorbsiyon ve agirlik kaybi1
gibi bulgularla seyrettigi bilinen assemblage B’nin (Aloisio ve ark. 2006), insanlarda da klinik
acidan daha Onemli olabilecegini gostermektedir. Ancak, assemblage B’nin 5 yas alt1
cocuklarda klinik boyuta ulasmadigi da ifade edilmis olup (Sahagin ve ark. 2007),
Banglades’te yapilan bir ¢alismada assemblage A’nin B’ye gore ishalden iki kat daha fazla
sorumlu oldugu, B’lerin genelde asemptomatik olgulardan izole edildigi, ancak kist atiliminin
B’de daha yiiksek oldugu yoniinde bir sonuca varilmistir (Haque ve ark. 2005). Ulkemizde,
Ankara’da yapilan bir ¢alismada da yine semptomatik bireylerde A’nin, asemptomatiklerde
ise B’nin daha yaygin oldugu yOniinde bir sonu¢ ¢ikmistir (Aydin ve ark. 2004). Yine,
Brezilya’da, ishalli ¢cocuklarda yapilan incelemeler klinik agidan assemblage A ve B arasinda
bir fark olmadigini, 6te yandan, B’de kist atilimmin daha diizensiz ve toplamda da A

enfeksiyonlarmdan daha fazla oldugunu gdstermistir (Kohli ve ark. 2008). Ingiltere’de
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yapilan diger bir ¢alismada, assemblage A ve B’nin enfeksiyon olusturma yetisi ile hastalarin
yas ve cinsiyet dagilimi birbirine benzer ¢ikmis, klinik olarak A’nin ates olusturma yetisinin
biraz daha belirgin oldugu, ancak yine A ile ilgili enfeksiyonlarin biraz daha kisa siirdiigii
goriilmiistiir. Yine, her iki assemblage ile iliskili enfeksiyonlarin mevsimsel dagilimlarmin da
birbirine benzedigi ve ilgili olgulara o6zellikle Ekim-Aralik aylarinda rastlandigi ifade

edilmistir (Breathnach ve ark. 2010).

Yapilan bu caligmada, assemblage A saptanan hastalarin %33,33’{i sindirim sistemi
sikayetine sahip iken, digerlerinde 1ilgili sistemi isaret eden herhangi bir bulguya
rastlanamamistir.  Ayrica, digkinin  makroskobik muayenesinde 9%40,0’inm  kat1  ve
%353,33’linlin normal oldugu gorilmiistiir. Sadece bir numunede ishal gozlenmis ancak, ayni
hastanin digki tetkiklerinde bolca 16kosit ve eritrosite de rastlanmis olup, adi gecen ishal
bulgusunun, olasilikla tabloya eslik eden diger bir enfeksiyondan kaynaklandigi sonucuna
vartlmistir. Ote yandan, assemblage B oldugu belirlenen iki hastadan birinde solunum sistemi
enfeksiyonu saptanirken digeri normal olarak tanimlanmistir. Assemblage B-E miks 10
hastanin ilk klinik tanis1 ise tamaminda gastroenterit iligkilidir. Bu gruptaki diskilarin
%20,0’s1 kat1, %20,0’s1 siv1 ve kalan %60,0’1 normaldir. Pozitiflerin mevsimsel dagilimi
incelendiginde ise, 6ne ¢ikan herhangi bir assemblage tipi belirlenememis olup, aylara gore

genel giardiosisi yogunlugunda Mayis ve Kasim aylarinda bir ylikselme dikkati cekmistir.

Assemblage A ve B haricindeki zoonotik tiirlerin insanlarda goriilme olasiligmnin
oldukca diisiik oldugu (yaklasik %0,8) ve ortaya koyduklar: klinik bulgularla ilgili pek bir
bilginin bulunmadig1 kaydedilmistir (Sprong ve ark. 2009). Yapmis oldugumuz taramada,
assemblage E’ye bu denli yaygin rastlanmasi elbette beklenmedik bir durumdur; ancak, s6z
konusu pozitif bireylerin tamaminin gastrointestinal sistem sikayeti ile hastanelere basvurmus
olmasi da bir o kadar beklenmedik bir durumdur. ilk bakista ad1 gegen klinik seyrin olgulara
eslik eden assemblage B ile iliskili olabilecegi akla gelmektedir. Ote yandan, yalnizca B
rastlanan iki bireyde de ilgili sistemi isaret eden bir bulgu saptanamamistir. Elbette kesin
soylem, daha ¢ok pozitif ornekle yapilacak, daha ayrintili arastirmalar1 gerektirmektedir.
Ancak, miks olgularda gozlenen yaygm klinik tablonun, assemblage’lar aras1 beklenmedik
interaksiyonlarin bir gostergesi olabilecegi de akilda tutulmalidir. Kaldi ki, yapilan bazi
calismalar, temelde eseysiz bir lireme sekline sahip olan Giardia tiirlerinin, bir g¢esit eseyli
iireme stirecine girebiliyor olabileceklerini, bu durumun ise farkl assemblage’lar aras1 genetik

degisimleri miimkiin kilabilecegini gostermistir (Cooper ve ark. 2007; Teodorovic ve ark.
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2007). Ote yandan, ilgili degisimin derecesi ve parazitin dogal dongiisiindeki 6nemi hala

tartigmalidir (Caccio ve Sprong 2010).

Sonu¢ olarak bu calisma, Tekirdag ilinde insanlarda giardiosisin belli bir yayginliga
sahip oldugunu, olgulardan daha ¢ok assemblage A’nin sorumlu oldugunu, ancak klinik
giardiosisin daha ¢ok assemblage B-E miksleriyle iliskili oldugunu gdstermistir. Tetkik
sonuglarinda assemblage E’nin assemblage B ile miks olarak goriilmesi durumu kesin
sOylemi giiclestirse de, s6z konusu genotipin insanlardaki onemi iizerinde daha dikkatli
durulmas1 gerektigi ve yapilan taramalarin, farkli gen bolgelerine yonelik sekans analizleri ile

giiclendirilmesinin daha dogru bir yaklagim olacagi anlasilmistir.
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gorevine devam etti.2005-2006 yillar1 aras1 Pataloji laboratuvarinda ¢alist1.2006 yilinda
Mikrobiyoloji Laboratuvarma gecti.2009°da Saghik Bakanligi iinvan smavini kazanarak
2010°da biyolog olarak laboratuvardaki gorevine devam etti. Daha sonra 1 yil siireyle
Biyokimya Laboratuvarinda ¢alisti.Evli ve iki ¢ocuk annesi olan Sadiye Kaplan Kii¢iik 2011
yilindan bu yana Tekirdag Halk Sagligi Laboratuvarinda biyolog olarak goérevine devam

ediyor.
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