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ONSOZ
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

Giardia intestinalis (G.intestinalis)’in neden oldugu giardiosis tiim diinyada ve
ozellikle de gelismekte olan iilkelerde en sik rastlanan protozoon hastali§i olarak
bildirilmektedir. Endiistriel iilkelerde %2-5 arasinda, gelismekte olan iilkelerde %20-30’a
varan oranlarda yayilis gosterdigi belirtilmektedir. Ozellikle ¢ocuklarda yiiksek oranda
goriildiigii ve uzun siireli diyarelere bagli malnutrisyon ve gelisme geriligine neden oldugu
ifade edilmektedir (Roxstrom-Lindguist ve ark 2006, Ak ve ark 2007). Ulkemizde de son
yillarda yapilan caligmalar incelendiginde farkli bolgelerde %0,8’den %54.,8’e kadar
degisebilen oranlar bildirilmistir (Kocazeybek 2001, Yilmaz ve ark 2002, Celik ve ark
2003, Ciragil ve ark 2003, Yaman Karadam ve ark 2008). G.intestinalis ile enfeksiyonun
fekal oral gecis ya da kontamine olmus yiyecek veya suyun kullanimi ile meydana geldigi
ifade edilmektedir. Ozellikle lagim sularinin igme sularina karismasi ile salginlar ortaya
cikabildigi belirtilmektedir (Ak ve ark 2007, Leber ve Novak-Weekley 2009).
G.intestinalis ile enfekte olan bireylerin ¢gogu asemptomatik olmasina karsin semptomatik
hastalarda akut enfeksiyonlarin diger protozoal, viral ve bakteriyel patojenler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlar1 taklit edebildigi belirtilmektedir. Yaklasik 10-20 giinliikk bir
inkiibasyon zamanindan sonra hastalarda bulanti, titreme, diisiik dereceli ates, iist karin
agrist ve ani sulu ishal baslangici gibi yakinmalar bulunabilecegi ifade edilmektedir.
Diskinin; kan, hiicresel eksuda ya da mukus olmaksizin koti kokulu oldugu
bildirilmektedir. Hastalarda tekrarlayan ishal, karin bélgesinde huzursuzluk, siskinlik,
gegirme ve mide yanmasi gibi semptomlar esliginde subakut ya da kronik enfeksiyon
gelisebilecegi ifade edilmektedir. Kronik giardiosisli hastalarda ishal, dehidratasyon,
malabsorbsiyon ve pankreatik fonksiyon azalmasi goriilebilecegi de belirtilmektedir (Leber

ve Novak-Weekley 2009).

Giardiosis'in etyolojik tanisinda digkida etkensel tani, duodenum sivisinda etkensel
tan1 ve indirekt tan1 yontemlerinin kullanildig: ifade edilmektedir. Diskida etkensel tanida
nativ-lugol yontemi ile direkt baki, ¢coklastirma yontemleri, boyama yontemleri ve kiiltiir
yontemi kullanilabilecegi belirtilmektedir. Boyama yontemlerinden o6zellikle Giemsa,
demir hematoxylene ve trichrom boyama yontemlerinin yararli oldugu bildirilmektedir.

Duodenal sividan etkensel tanida: duodenum aspirasyonu, entero-test ve duodenal biyopsi
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yontemleri ile alinan materyallerin G.intestinalis agisindan incelenmesinin yapilabildigi
ifade edilmektedir. Indirekt tan1 yontemlerinin ise hastanin kaninda G.intestinalis’e kars:
olusmus antikorlar1 veya digkida parazitin antijenlerini gostermeye yonelik yapilabilecegi
ifade edilmektedir. Digki 6rneklerinde G.intestinalis antijenlerinin saptanmasi igin kabul
goren yontemlerin enzyme linked immonosorbant assay (ELISA), direkt floresan antikor
testi (DFA) ve immunokromotografik (IK) analizler oldugu bildirilmektedir (Leber ve
Novak-Weekley 2009). Bu yontemlerin yiiksek 6zgiillik (%90-100) ve duyarliliga (%65-
100) sahip olduklart belirtilmektedir. Bu yoOntemler trichrom boyama yoOntemi ile
karsilastirildiginda oldukga duyarli olduklar bildirilmekte, ancak taze direkt baki ve boyali
preparatlar incelenmezse diger onemli patojenlerin gozden kacabilecegi belirtilmektedir
(Garcia ve Shimizu 1997, Johnstan ve ark 2003). Siklikla kullanilan DFA
yontemi’nin %95’den fazla bir duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmekte, ancak
bu yontem pahali ve degerlendirmesi uzmanlik isteyen bir ara¢ olan fluoresan mikroskop
kullanilmasimi gerektirdigi ifade edilmektedir. Gastrointestinal semptomlari olan 558
olgunun incelendigi bir calismada diskida G. intestinalis, E. histolytica, C. parvum
saptanmasina yonelik kullanilan mikroskobik yontemlerin immiin tanisal yontemlere gore
duyarhliklar, oOzgillikleri ve tutarliliklar1 [kappa (k) degerleri] sirasiyla; %26.0-
75.0, %97.6-100.0 ve 0.20-0.66 (diisiikk-orta diizeyde) bulunmustur (Kustimur ve ark
2009). Yapilan bir ¢aligmada DFA yonteminin duyarliligi %100 6zgiilliigi ise %99,8 olarak
bildirilmis ve bu yontemin geleneksel mikroskobi yontemine gére daha duyarli oldugu
belirtilmistir (Zimmerman ve Needham 1995). Yapilan diger bir ¢aligmada uzun siire
bekletilmis diski Orneklerinden G.intestinalis’ in tanisi i¢in DFA yonteminin diger
mikroskobik inceleme yontemlerine gore ¢ok daha iistiin oldugu bildirilmistir (Morimoto
ve ark 2001). Digki 6rneklerinden G.intestinalis’in farkli yontemlerle arastirildigi bir diger
calismada ise DFA ile ELISA ve DFA ile trichrom boyama yontemleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadigi ifade edilmistir (Dogruman Al ve ark 2006). Klinik
orneklerden G.intestinalis saptamak igin molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla ilgili de
calismalar yapildig1 bildirilmistir (Almar ve ark 2002). ilk ¢alismalar deoksiriboniikleik
asit (DNA) bazli molekiiler tan1 yontemlerinin kullanislt oldugunu diisiindiirmekle birlikte
DNA izolasyonunda bir takim giigliikler oldugu ve polymerase chain reaction (PCR) gibi
amplifikasyon yontemleriyle duyarliligr arttirmanin miimkiin oldugu bildirilmistir (Char ve
Farthing 1991). Bizim ¢aligmamizin amaci digki Orneklerinden  G.intestinalis
saptanmasinda, direkt taze diskidan ve ¢oklastirma yontemi sonrasi nativ-lugol ile direkt

mikroskobi, DFA ve IK yontemleri arasinda fark olup olmadiginin arastirilmasidir. Direkt
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mikroskobik inceleme ve/veya formol etil asetat yontemleri altin standart kabul edilerek
DFA ve IK yontemleri ile karsilastirilacak bu yontemlerin duyarlilik ve o6zgiilliigii
saptanacaktir. Sonug olarak G.intestinalis tanis1 igin DFA ve IK yoOntemlerinin ne kadar

uygun oldugu saptanmaya calisilacaktir.

1.2. Genel bilgiler

Giardia genusu iginde yer alan organizmalarin kamgili protozoonlar oldugu ve
insanlar ve diger memelileri i¢ine alan olduk¢a kalabalik bir omurgali grubunu enfekte
ettigi ifade edilmektedir (Roxstrom-Lindquist ve ark 2006, Cotton ve ark 2011). Giardia
tiirlerinin Diplomonadida phylumu altinda yer alan Zoomastigophorea sinifina ait oldugu
bildirilmektedir. Gardia tiirlerinin etkiledigi tiim omurgalilarda yasadigi yerin ince
bagirsaklar oldugu bilinmektedir (Ak ve ark 2007, Cotton ve ark 2011). G.intestinalis’in,
ilk olarak, kronik diyare yakinmasi olan Van Leeuwenhoek’un kendi sulu diskisina
mikroskop altinda bakmasi ile goriildiigli, sulu olmayan digki orneklerinde parazite

rastlamadigin bildirdigi ifade edilmektedir (Ak ve ark 2007).

Giardia cinsinin daha Onceleri yerlestigi konaga ve viicut boyutlarmna gore
smiflandirildigi ifade edilmektedir. Bu smiflandirma yontemi ile 6 Giardia tiiriiniin
bulundugu ve bunlarin 40°dan fazla hayvan tiiriinii enfekte ettigi bildirilmistir. Francis
Filice tarafindan 1952’de ortaya konan; Giardia tiirlerinin median cisimlerinin sekline,
protozoonun bi¢imine ve biiyiikliigline gore ayrildig1 siniflandirma yonteminin ¢ok daha
pratik oldugu ifade edilmektedir. Bu kriterler kullanildiginda baslica ti¢ Giardia tiiriiniin
tanimlandigi ifade edilmektedir ( Ak ve ark 2007):

1- Giardia agilis: Boyutlar1 20x4.5 um olup, viicudunun ve median cisimlerinin
uzun ve dar oldugu ifade edilmektedir. Median cisimlerinin viicudun uzun
eksenine paralel ve gozyasi seklinde olabildigi bildirilmektedir. Bu Giardia

tiirtiniin amfibilerde goriildiigii ifade edilmektedir.

2- Giardia muris: Boyutlar1 yaklasik 10x7 um olup daha ¢ok armuta benzedigi
ifade edilmektedir. Median cisimlerinin merkezde iki kiigiik yuvarlak seklinde
oldugu ve bu tiirtin kemirgenlerde, kuslarda ve bazi siirlingenlerde goriildigi

bildirilmektedir.



3- Giardia duodenalis (G. lamblia - G. intestinalis): Parazitin biiyiikligiiniin,
bulundugu konak memeliye gore farklilik gdsterdigi belirtilmekle birlikte
genellikle uzunlugunun 11-16 pm, genisliginin 5-9 um olabilecegi ifade
edilmektedir. Bu tiirtin median cisimlerin parazitin viicudunu enine gectigi,
viicudun bir yarisindan diger yarisina uzandigi ve penge seklinde oldugu
bildirilmistir. Median cisimin nadiren bir tane olmakla birlikte genellikle iki
tane oldugu ifade edilmektedir. Genellikle G. intestinalis olarak adlandirilan bu

tiiriin, insanda da etken olan tiir oldugu bildirilmektedir (Ak ve ark 2007).

1.2.1. Morfolojisi

G.intestinalis’in evriminde trofozoit ve kist olmak iizere iki morfolojik sekil
goriildiigii bilinmektedir. Parazitin trofozoit seklinin uzunlamasina ortadan ikiye boliinmiis
armut seklinde oldugu 9-21 pum boyunda, 5-15 um eninde oldugu bildirilmektedir. On
yliziinde genisleyen boliimiin neredeyse tamamini kaplayan emici diskin yer aldig1 ve bu
yapmin parazitin yiizeylere tutunmasmi sagladigi ifade edilmektedir. Emici diskin
arkasinda iki adet oval sekilde nukleus bulundugu ve nukleus icinde genellikle merkezi
yerlesimli olan biiylik karyozomlar goriildigii belirtilmektedir. G.intestinalis’in trofozoit
seklinin yandan goriintiisiinde ise on yiiziiniin yere paralel olacak bi¢gimde diiz, dorsal(sirt)
yiiziiniin ise bombeli oldugu ifade edilmektedir. iki nukleus arasinda adeta
mikroorganizmay1 ikiye ayiran ve armutun dar ucuna dogru uzanan aksonem, median
cisimler ve organizmanin dort ¢ift kamgisina kok olusturan kinetosomal komplekslerin yer
aldig1 bildirilmektedir. G. intestinalis’in dort ¢ift kamg¢iya sahip oldugu bunlarin; anterior,
lateral, ventral ve posteriorda oldugu ifade edilmektedir. Aksonemlerin 6n kamgcilarla
devam ettigi ve bu aksonemlerin, 6n kamgilarin bir miktar kavis almis olan intrastoplazmik
parcalar1 gibi oldugu ifade edilmektedir. Median cisimlerin mikrotiibiiler yapilar olarak
goriildigi belirtilmektedir. G.intestinalis’in kist seklinin ise 8-12 um uzunlugunda ve 7-10
um genisliginde oval, sitoplazmalar1 ince graniillii olup i¢inde orta cisimler, kam¢i1 ve diger
hiicre organel kalintilar1 ile 2-4 nukleus kistin bir ucunda toplanmis olarak gorildiigii ifade
edilmektedir (Daldal ve Ozensoy 1997, Ak ve ark 2007). Giardia cinsinin mitokondri ve
golgi cisimcigi bulunmamasina ragmen okaryot mikroorganizmalar olarak siniflandirildigi
ifade edilmektedir. Giardia kistlerinin ikiden dorde kadar degisen sayida nukleus ve
trofozoit organellerinin kalintilarini igerdigi ve oval sekilde oldugu belirtilmektedir (Gillin

ve ark 1991, Ak ve ark 2007).



1.2.1.1. G. intestinalis’in Trofozoit Seklinin Ince Yapisi

G. intestinalis trofozoitlerin emici disklerinin birka¢ yapisal elementten olusan
konkav yapida ve sert oldugu ifade edilmektedir. Bu emici diskten, dorsal olarak
sitoplazmaya mikroseritler uzandigi ifade edilmektedir. Bu mikroseritlerin karsilikli
kopriilerle birbirlerine, ayrica plazma membranina komsu olan mikrotiibiillere ventral
olarak baglandig1 bildirilmektedir. Diskin fibroz yapida oldugu ve disar1 ¢ikinti yapan
kenarinin, sitoplazma membraninin  yan ¢ikintistna  sikica  baglanmis  oldugu
belirtilmektedir. Tubulin adi verilen proteinlerin G. intestinalis’in en 6nemli iskelet yapisi
proteini oldugu bildirilmektedir. Ayrica emici disk mikrosgeritlerinin giardin denilen bir
protein igerdikleri bildirilmektedir. Boyutlar1 29-38 kDA arasinda degisen ve G.
intestinalis’e 6zgiin olan giardin proteinlerinin; yalniz emici diskte bulundugu ve emici
diskin fonksyonunda 6nemli rol oynadig1 ifade edilmektedir. Ayrica bu proteinlerin yeni
gelistirilecek kemoterapotik ajanlar icin iyi hedef olduklarinin diisiiniildiigii ifade
edilmektedir. Sadece Giardia tiirlerinde ¢ift olarak bulunan orta cisimlerin, mikrotiibiil
paketinden olustuklarinin belirlenmesine karsin, fonksiyonlarmin heniiz bilinmedigi ifade
edilmektedir. Emici diskin olusumunda rol oynadiklarinin 6ne siiriildiigli ve biyokimyasal
yapilar1 hakkinda ileri ¢alismalarin gerektigi bildirilmektedir. Esit biiyiikliikte ve simetrik
iki niikleusun bir tek Giardia cinsinde bulundugu, morfolojik olarak ayirt edilemeyen iki
niikleusun, DNA yapilarinin da ayni oldugunu diisiindiiren sonug¢larin bulunmasina ragmen
DNA analizleri ve kromozom sayir analizleri ile ilgili calismalarin devam ettigi

bildirilmektedir (Daldal ve Ozensoy 1997, Ak ve ark 2007).

1.2.1.2. G. intestinalis’in Kist Seklinin Ince Yapisi

G. intestinalis kistlerinin dort adet niikleus igerdigi bilinmektedir. Bu niikleuslarin
yuvarlak oval sekilde oldugu, kistlerin sitoplazmasinda rastgele dagilmis olarak
bulundugu, tipik niikleer zarfla ¢evrilmis ve orta yogunlukta niikleoplazma igerdikleri ifade
edilmektedir. Nukleuslarda merkeze yakin niikleolus oldugu diisiiniilen biiyiik, yogun
graniiler bir yapmin da bulundugu ifade edilmektedir. Kamgilarin aksonemlerinin niikleus
cevresinde bulundugu, daha oval sekilli kistlerde, kist merkezinde uzunlamasina
yerlesebildigi, 8 aksonemin de genellikle segilebildigi ifade edilmektedir. Kistlerin
sitoplazmasin1 kist duvarindan ayiran yapiin plazma membrani oldugu bilinmektedir.

Sitoplazmanin periferik kisminda, vakuollerin oldugu seffaf bir boliim bulundugu ifade

5



edilmektedir. Kist ¢eperinin ana yapisin1 N-asetigalaktozamin olan fibréz proteindz bir
yapinin olusturdugu bildirilmektedir. Kist ¢eperinin kalinliginin yaklasik 0.3 pm oldugu
ifade edilmektedir. Giardia tiirlerinin bazilarmin igerisinde bakteri, mikoplazma ve
viriislerin endosimbiyontlar olarak gozlendigi de bildirilmistir. Bunlardan ¢ift sarmalll
riboniikleik asit (dSRNA) olan ve Giardia lamblia viriis (GLV) olarak tanimlanan virusun,
trofozoitlerin biiylime oran1 ve yapigsmasinin azalmasi ile iligkili oldugu ifade edilmektedir.
Ayrica agir enfeksiyonlarda hiicre lizisine ve daha ¢ok oranda parazitin ¢ogalmasinin
inhibisyonuna yol a¢tig1 ifade edilmistir (Thompson ve ark 1993, Daldal ve Ozensoy 1997,
Ak ve ark 2007).

1.2.2. Parazitin Yasam Dongiisii

Giardia’nin yasam dongiisiiniin; digki ile atilan kistlerin uygun bir konak tarafindan,
oral yoldan yiyecek ve iceceklerle alinmasi ile konak omugalinin ince bagirsaginda
basladig1 belirtilmektedir. Konak icerisinde mide asiditesinin de etkisi ile kist duvarinin
pargalanarak trofozoitin ortaya c¢ikmasinin ekskistasyon olarak isimlendirildigi ifade
edilmektedir. Trofozoit formunun ait oldugu omurgali konagin ince bagirsak mukozasina
tutunmasini saglayan yapinin emici disk oldugu ifade edilmektedir. Parazitin bazi ylizey
molekiillerinin (alfa, beta, delta, gama giardinler gibi) bu siki yapismada etkili oldugu
bildirilmektedir. Emici disk yardimiyla mukozaya yapisan trofozoitlerin niikleusunun
burada ikiye boliindiigii ve trofozoitin tekrar tutunma siirecine basladigi, sonucta ¢ok fazla
sayida trofozoitin, konak omurgalinin ince bagirsak mukozasina yapismis bi¢imde
yasamlarina devam ettikleri ifade edilmektedir. Bu trofozoitlerden bir kisminin intestinal
epitelden ayrilarak bagirsak peristaltizmin etkisi ile digki ile atildigr bilinmektedir. Zaman
alict bir silire¢ olan parazitin trofozoit formundan kist formuna doniisiimiiniin konak olan
omurgalinin ince bagirsaginda gergeklestigi belirtilmektedir. Digki1 daha sekilsiz ve sivi
iken, diski 6rneklerinde daha ¢ok trofozoit formun goriildiigii ifade edilmektedir. Bunun
sebebinin bagirsak iceriginin bagirsakta durma siiresinin kisa olup, parazitin trofozoit
formundan kist formuna gegisi i¢in gerekli siire kadar ince bagirsak liimeninde kalamamasi
oldugu belirtilmistir. Parazitin iki niikleuslu trofozoit formunun, iki niikleuslu kist formuna
doniisiimiiniin enkistasyon olarak adlandirildigi ifade edilmektedir. Daha sonra bu iki
niikleusun da ikiye boliinerek dort niikleuslu kist formunun olustugu bildirilmektedir.
Parazitin kist formunun ise daha c¢ok sekilli diski Orneklerinde gorildiigii ifade

edilmektedir (Daldal ve Ozensoy 1997, Cotton ve ark 2011).



1.2.3. Epidemiyoloji

G. intestinalis’in intestinal malabsorbsiyon ve diyareye neden olan, tiim diinyada
yaygin bir intestinal protozoon oldugu bilinmektedir. Igme suyu kaynakli en yaygin
patojenlerden biri oldugu ifade edilmektedir. Endiistriel {ilkelerde %2-5 arasinda,
gelismekte olan iilkelerde 9%20-30’a varan oranlarda yayilis gosterdigi belirtilmektedir.
Ozellikle gocuklarda yiiksek oranda goriildiigii ve uzun siireli diyarelere bagli malnutrisyon
ve gelisme geriligine neden oldugu ifade edilmektedir (Roxstrom-Lindguist ve ark 2006,
Ak ve ark 2007). Ulkemizde de son yillarda yapilan calismalar incelendiginde farkli
bolgelerde %0,8’den %54,8 e kadar degisebilen oranlar bildirilmistir (Kocazeybek 2001,
Yilmaz ve ark 2002, Celik ve ark 2003, Ciragil ve ark 2003, Yaman Karadam ve ark 2008).

Giardiosis’in insanlar arasinda fekal oral yol ile yiyecek ve su araciligiyla veya
cinsel yolla yayildig1 bilinmektedir. Yapilan calismalarda hayvanlarda bulunan Giardia
tirlerinin de insanlar1 enfekte edebilecegini gosteren giiclii deliller elde edilmis ve
zoonotik bulagin miimkiin olabilecegi ileri silirilmiistiir. Giardia kistlerinin insanlar
arasindaki bulaginin fekal oral yolla kisiden kisiye bulas ve kontamine yiyecek ve sular
araciligiyla ¢evresel bulas olmak iizere iki sekilde gerceklestigi gosterilmistir. Fekal oral
yolun giardiosis bulasinda en onemli yol oldugu belirtilmektedir. Sagliksiz ve hijyen
kosullarinin bozuk oldugu ortamlarda gelismis {ilkelerde bile yiiksek oranlarda (%5-43)
giardiosis’e rastlandigi bildirilmektedir (Uner ve Ertug 1997, Roxstrom-Lindguist ve ark
2006).

Kontamine yiyecek ve sular yoluyla ¢evresel bulasta, niifusun biiytlik bir kismi tek
kaynaktan enfekte olabildiginden bunun giardiosis epidemiyolojisinde en biiylik tehlike
olarak goriildiigi bildirilmektedir. Su kaynaklarinin kontaminasyon nedenlerinden en
Oonemlisinin, temas ettikleri kanalizasyonlar olmakla birlikte, insanlar1 enfekte edebilecek
Giardia tiirlerinin rezervuari olan hayvanlarin da sularin kontaminasyonunda potansiyel bir

tehlike olabilecegi belirtilmektedir (Uner ve Ertug 1997).

1.2.4. Konak Parazit iliskileri ve Patojenite

Kamgilar ile hareket eden Giardia trofozoitlerinin emici diskleri ile ince bagirsagin

yukar1 kismindaki epitel hiicrelerine kuvvetle yapistigi bildirilmektedir. Bu kuvvetli
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baglanmada giardinler gibi bazi parazit yiizey proteinlerinin rol aldig1 ifade edilmektedir.
Giardia trofozoitleri ile intestinal epitel hiicrelerinin bu etkilesiminin diyare olusumuna yol
acan bir¢cok olay1 tetikledigi belirtilmektedir. Bu olaylarin enterosit apoptozisi, ince
bagirsak bariyer disfonksiyonu, konak lenfositlerinin aktivasyonu, mikrovilluslarin
kisalmas1 veya atrofisi, disakkaridaz eksikligi, ince bagirsak malabsorbsyonu, anyon
hipersekresyonu, ve bagirsak pasaj hizi artis1 olarak siralanabilecegi ifade edilmektedir.
Yapilan arastirmalarda bu olaylardan 6zellikle trofozoitlerin enterositlerin apoptozisini
uyarmasinin, Giardia infeksiyonunun patogenezinde anahtar rol oynadig1 ifade edilmistir.
Trofozoitlerin bazen bagirsak salgi bezleri igine girebildigi, bazen de duodenumdan safra
kanallarina ge¢ip, safra kanallarinda da goriilebildigi ifade edilmektedir (Roxstrom-

Lindguist ve ark 2006, Ak ve ark 2007, Cotton ve ark 2011).

G. intestinalis trofozoitlerinin % 7 gliserol iginde -70 °C’de iki yil canli
kalabildiklerinin saptandig1 ifade edilmektedir. Kistlerin sularda ortam 1sisina bagli olarak
8 °C’de iki ay, 21 °C’de 5-24 giin, 37 °C’de 4 giin canl kalabildigi bildirilmektedir. % 0.5
klorlu suda iki ii¢ giin yasayabildigi ifade edilmektedir. Digki ile birlikte sinekler tarafindan
alinan G. intestinalis kistlerinin sineklerin bagirsaklarinda 24 saat canli kalabildikleri
bildirilmektedir. Kistlerin 65 °C’de iki dakikada (Dk) 61diigli, dondurma ve ¢oziindiirme
isleminin ise %99’un iizerinde O6ldiiriicii etki yaptig1 ifade edilmektedir. G. intestinalis
trofozoitlerinin biiyiimesi, gelismesi ve ¢ogalmasi icin enerji kaynagi olarak mutlaka
glikoza ihtiyaci oldugu belirtilmistir. Yapilan c¢alismalarin arjinin ve alanin basta olmak
tizere bir ¢ok aminoasidin Giardia’nin besiyerinde tiremesi esnasinda enerji

metabolizmasina dahil oldugunu gosterdigi ifade edilmektedir (Ak ve ark 2007).

G.intestinalis bulasinin kist i¢eren gida veya sularin agiz yolu ile alinmasi vasitasi
ile oldugu bilinmektedir. G.intestinalis kistlerinin mideyi gegtikten sonra ince bagirsaklarin
alkalen ortaminda trofozoit sekle donistigii ifade edilmektedir. G.intestinalis’in
trofozoitlerinin duodenum, jejunum ve ileumun iist kismi ile ender olarak safra kesesi veya
safra yollarinin epitel yiizeylerinde yerlestigi bildirilmektedir. Giardiosiste goriilen diyare
ve steatorenin patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte, bunu agiklayabilmek i¢in bazi
mekanizmalar ileri siirlilmektedir. Bunlarin; intestinal epitel hiicrelerinin apoptozisinde
artts, mukozanin ve mukozal epiteldeki kanallarin ¢ok fazla sayida parazit tarafindan
mekanik olarak tikanmasi; firca epiteli ve mikrovillus yapisinda bozulma; yag emilimi i¢in

gerekli bagirsak i¢i komponentlerin bozulmasi; parazitin ve konagin besin i¢in yarismaya
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girmesi; artan mukus sekresyonu; parazitin salgiladigir bir toksinin bagirsaklar iizerine
etkisi olabilecegi ifade edilmektedir (Ketelaris ve ark 1991, Alkan 1997, Cotton ve ark
2011). Ancak bugiin i¢in G.intestinalis’in ince bagirsak mukozasinda hasara yol agtigi
goriisiiniin  agirhk kazandii  belirtilmektedir. Ince bagirsak biyopsilerinin 151k
mikroskobunda yapilan incelemelerinde, villuslarda parsiyelden subtotale kadar degisen
seviyelerde atrofi goriildiigii, bunlara mukozada inflamasyon ve intraepitelial lenfosit
miktarinda artmanin da eslik ettigi ifade edilmektedir. Mikrovillus membran disakkaridaz

aktivitesinde ve glikozun aktif transportunda azalmanin da saptandig: belirtilmistir.

Giardiosisin yol agtig1 hasarla ilgili ilgi cekici bir baska hipotez de parazitin
salgiladig1 hyaluronidaz, proteaz, ve mukopolisakkaridaz gibi enzimlerle parazitin kolon
mukozasina invaze olmasini kolaylastirmas: olarak degerlendirilmektedir. Salgiladigt bir
ekzotoksin araciligiyla bagirsak epitel hiicrelerinde harabiyete yol actigi da
belirtilmektedir. Bununla birlikte parazitin tasidigi ¢esitli proteinazlarin varliginin,
mikrovillus membraninin ylizey proteinleri iizerine olas1 yikici etkileri hakkinda fikir
vermekte oldugu ifade edilmektedir. G.intestinalis’in ayrica konagin tripsini tarafindan
aktive edilen mannoz baglayici bir ylizey lektinine sahip oldugu da ifade edilmektedir. Bu
lektinin villus yapisinda iki degisiklik olusturabilecegi ifade edilmektedir. Bu
degisikliklerden birincisinin lektinin enterositler iizerine dogrudan zarar verici etkisi
olabilecegi bildirilmistir. Ikinci olarak ise Giardia’nin tasidigi mannoz baglayici lektinin
bir mitojen gibi enterositlerin yarilanma dmriinii azaltarak gelismemis ¢cok sayida enterosit
olusumunu, dolayisiyla da disakkaridaz aktivitesinde azalmay: indiikledigi ifade
edilmektedir. Her iki mekanizmanin da su an i¢in kanitlanmamis oldugu bildirilmektedir.
Bunun yaninda mukozada meydana gelen inflamasyonun da epitel hasarinin olusumunda
rol oynadigi ifade edilmektedir. Diger inflamatuar bagirsak hastaliklarinda oldugu gibi
giardiosisde de lamina propriada inflamatuar degisiklikler oldugu belirtilmektedir. Ayrica
ince bagirsak mukozasinda artan lektin veya anti CD4 antikorlarmin T hiicresi aktivitesini
arttirarak, villoz atrofiye yol actig1 ifade edilmektedir. Giardiosiste T hiicre aktivitesinin
artmasinin spesifik Giardia antijenleri veya Giardia lektininin olasi dogrudan etkisine
bagli oldugu bildirilmektedir. Artan lenfositlerin yani sira, bolgeye go¢ eden mast hiicreleri
ve bunlarin yol agtig1 lokal anaflaktik etkilerin giardiosisdeki inflamatuar yaniti daha da
belirginlestirdigi ifade edilmektedir. Biitlin bu sayilan mukozal etkilerin immiinitesi
baskilanmis kisilerde ¢ok daha ciddi olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (Markel ve ark

1992, Ak ve ark 2007). Yapilan ¢alismalarda Giardia infeksiyonunun villuslarin kisalmasi
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yolu ile intestinal absorbsiyon kapasitesini azaltarak malnutrisyona sebep oldugu ifade

edilmistir (Ventura ve ark 2013).

G. intestinalis’in ince bagirsagin iist kisimlarinda mukozal epitele ventral
ylziindeki emici disk araciligiyla tutunarak yerlestigi bilinmektedir. Parazitin intestinal
mukozaya yapismasini kolaylastirabilen ilging bir 6zelligin de salgiladigr bir lektin
proteininin bu tutunmayi kolaylastirmasi ve ayni zamanda duodenum salgilarinin bu
lektinin olusumunu uyarmasi oldugu ifade edilmektedir. Boylece mukozal epitele
tutunabilen protozoonun yapigma sonucu yol actigi mekanik etki sayesinde mukozal
irritasyona da neden oldugu; bunun da Giardia’nin patojen etkilerinden birini olusturdugu

belirtilmektedir (Gillin ve ark 1991, Ak ve ark 2007).

Bazi hastalarda giardiosise sekonder intestinal bakteri artis1 meydana geldigi ve bu
bakteriler tarafindan safra tuzlarinin daha fazla konjugasyonu sonucu, yag emiliminde bir
azalma meydana geldigi ifade edilmektedir. Ayrica parazitin kendisi tarafindan tiiketilen
safra tuzlarinin da yag emilimini olumsuz yonde etkileyen ve pankreatik lipazin etkisini de
azaltan bir dizi intestinal olaya yol agtigi ifade edilmektedir. Giardia trofozoitlerinin
konagin hidrolitik enzimleri ile de etkilesime girdigi; boylece tripsin aktivitesinin ve
lipolizin inhibe oldugu da belirtilmektedir. Semptomatik vakalarda pankreasin ekzokrin
fonksiyonlarinda azalmanin da meydana geldigi, parazitin eradikasyonundan sonra bu
fonksiyonlarin diizelmesinin bunun bir kanit1 olarak sayilabilecegi belirtilmistir (Ak ve ark

2007).

Giardiosis i¢in risk tastyan gruplarin; bebeklik ve c¢ocukluk déneminde anne
stittinden yoksun kalanlar, yetersiz beslenen bebek ve ¢ocuklar, turistler, immun yetmezligi
olanlar, erkek homoseksiieller, doku antijeni gruplarindan HLA A1, A2, B8, B12’ye sahip
olanlar, peptik iilser, safra kanali hastaliklari, pankreatit, aklorhidri, gastrektomi, kistik
fibrozis gibi hastaliklara sahip olanlar oldugu ifade edilmektedir (Ak ve ark 2007).

1.2.5. Kilinik

Giardia ile enfekte bireylerde asemptomatik tasiyiciliktan akut veya kronik diyareli
hastaliga kadar cesitli tablolar meydana gelebilecegi ifade edilmektedir. Konak immun

sisteminin bu klinik farkliliklarda anahtar rol oynadigi ifade edilmektedir. Giardia
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enfeksiyonunun immun sistemi saglam kisilerde aslinda kendi kendini sinirlayan bir
enfeksiyon oldugu belirtilmektedir. Giardia enfeksiyonunun semptomlarinin genellikle
ishal, siskinlik, karin agrisi, mide bulantisi, kusma seklinde oldugu, bu semptomlarin kilo
kayb1 ve anoreksiyaya yol acabilecegi ifade edilmektedir (Cotton ve ark 2011).
Yetiskinlerin ve biiyiik ¢ocuklarin genellikle G.intestinalis’i semptomsuz olarak tasidiklar
bildirilmektedir. Ancak hayatin erken donemlerindeki Giardia enfeksiyonunun genellikle
semptomatik oldugu ifade edilmektedir. Diyarenin en sik goriilen sikayet oldugu
bildirilmekle beraber; davranis bozukluklari, gelisme geriligi, kronik karin agris1 ve diski
tutamama gibi sikayetlerin de oldukga sik goriildiigii ifade edilmektedir. Cocukluk ya da
bebeklik caginda bu semptomlar varsa, diyarenin bunlardan birinin ya da birkaginin
golgesinde kalmis olabilecegi ifade edilmektedir. Bunlarin disinda karinda siskinlik,
istahsizlik, kramp tarzinda karin agrilari, epigastrik hassasiyet, steatore ve malabsorbsiyon
sendromu gibi baska sikayet ve bulgular da olabilecegi ifade edilmektedir (Markell ve ark.
1992, Ak ve ark 2007). Ayrica sekonder sinovite yol actifini bildiren arastirmalar da
mevcuttur (Letts ve ark 1998).

Giardiosisin inkiibasyon siiresinin 10-30 giin arasinda oldugu bildirilmektedir. Bu
stirenin 10-100 giinliik 1srarc1 semptomatik siirecin igerisinde yer aldigi belirtilmektedir.
Bu siire¢ icinde ortalama kilo kaybinin 3-4 kg civarinda olabilecegi, hastaligin yeniden
alevlenme oraninin %25’e kadar ulasabildigi ifade edilmektedir (Homan ve Mank 2001,
Ak ve ark 2007). Bu hastalikta asemptomatik tastyicilik, akut ve kronik olmak iizere {i¢ tip

klinik tablo asagida 6zetlenmistir.

1.2.5.1. Asemptomatik Tasiyicihk

Asemptomatik tasiyiciligin hastalifin en yaygin sekli oldugu bildirilmektedir.
Hastaligin bu seklinde zaman zaman gelip gecen diyare donemleri olsa da bunun
hastalarda ¢ok fazla sikint1 olusturmadigi belirtilmektedir. Enfeksiyonun hastalik seklinde
ortaya c¢ikmayisinin konagin immiin sisteminin ve savunma mekanizmalarinin giicii ile

ilgili oldugu diistiniilmektedir (Ak ve ark 2007, Cotton ve ark 2011).
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1.2.5.2. Akut Tablo

Akut tabloda semptomlarin ortalama bir hafta i¢cinde (3-20 giin) ortaya ¢iktigi,
hastaligin 2-4 haftada kendini sinirladig1 ifade edilmektedir. Hastaliga yakalananlarin %25
'inde semptomlarin 7 hafta ya da daha uzun siire devam edebildigi bildirilmektedir. Bu
tabloda semptomlarin genellikle sulu diyare seklinde baslayip, daha sonra sekillenerek
steatore, bulanti, karinda rahatsizlik, siskinlik, siklikla kilo kaybi seklinde devam ettigi
ifade edilmektedir. Semptomlarin peptik iilseri veya safra kesesi hastaliklarini taklit
edebilecegi bildirilmektedir. Akut tablonun o6zellikle diisiik endemik bolgeden yiiksek
endemik bolgeye giden kisilerde goriildiigii ifade edilmektedir (Gtiriiz 1997).

1.2.5.3. Kronik Tablo

Giardia enfeksiyonlarinda immunitesi saglam kisilerde genellikle enfeksiyonun
kendi kendini sinirladig ve iyilestigi ifade edilmektedir. Ancak bazi vakalarda %30-50’ye
varan oranlarda kronik giardiosis gelisebildigi bildirilmektedir. Kronik giardiosisde; kronik
diyare, steatore, yag emiliminde bozulma, yagda eriyen vitaminlerin emiliminde bozulma,
karbonhidrat ve protein emiliminde bozulma, kilo kaybi1 ve anemi gibi semptom ve
bulgularinin olabilecegi ifade edilmektedir. Diger bir deyisle kronik giardiosisin, kronik
malabsorbsiyon sendromuna yol agtig1 belirtilmektedir. Giardiosisin bu en Onemli
komplikasyonu olan beslenme yetersizligi sonucu bir dizi problem ortaya ciktigi, bu
komplikasyonun 6zellikle gelismekte olan ve gelismemis iilkelerdeki ¢cocuklarda 6nemli
saglik sorunlarina yol actigi bildirilmektedir. Herhangi bir yasta da goriilebilecek bu
semptomlarin, genellikle bebeklik ve kiiclik yaslarda karsimiza ¢iktigi belirtilmektedir.
Kronik giardiosisin genel belirtilerinin en ¢ok sigkin karin, uzun-ince ekstremiteler ve
gelisme geriligi oldugu bildirilmektedir. Periferik veya generalize 6dem de goriilebildigi
ifade edilmektedir (Markel ve ark 1992, Ak ve ark 2007). Giardiosisin yol agtid
malabsorbsiyonun demir emilim bozukluguna da yol agabildigi, buna bagli giardiosisde
demir eksikligi anemisi goriilebidigi ifade edilmektedir ( Ak ve ark 2007).

Kronik giardiosiste zaman zaman kas ve eklem agrilarinin da klinik tabloya eslik
edebilecegi  bildirilmektedir. ~ Hipersenstivite =~ reaksiyonlar1  siklikla ~ helmint
enfeksiyonlarinda karsimiza ¢ikmakla beraber, giardiosisde de eozinofili ve iirtikerin

gortilebildigi ifade edilmektedir. G. intestinalis enfeksiyonlarindan sonra goriilebilen olasi
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reversible sekeller de artralji, sinovit ve artrit olarak bildirilmektedir (Letts ve ark 1998, Ak

ve ark 2007).

1.2.6. Tam

Giardiosisde tan1 koyabilmek i¢in oncelikle bu parazitin akla getirilmesi gerektigi
bilinmektedir. Yakin zamanda gerceklestirilmis bir yabanci iilke seyahati veya endemik bir
bolgeden geliyor olmanin bu paraziti diistinmek i¢in ipuglari olabilecegi ifade edilmektedir
(Thompson ve ark 1993). Giardiosisli hastalarin en sik sikayeti olan diyarenin ¢ok degisik
karakterlerde olabilecegi ifade edilmektedir. Ornegin akut veya kronik, aralikli veya
devamli olabilirken zaman zaman konstipasyonla yer degistiren sekilde de olabildigi
belirtilmektedir. Diskinin genellikle mukuslu oldugu belirtilmektedir. Ancak yumusak veya
sulu, nadiren kanli da olabilecegi, zaman zaman yag da igerebilecegi bildirilmektedir.
Karm agrisi, siskinlik, karinda gaz, bulanti, kusma, istahsizlik, yorgunluk, kilo kayb1 ve

nonspesifik psisik baz1 semptomlar da goriilebildigi ifade edilmektedir (Ak ve ark 2007).

1.2.6.1. Etyolojik Tam

1.2.6.1.1. Direkt Baki (Nativ-Lugol) Yontemi

Digkr incelemelerinin tiim diger bagirsak protozoonlarinda oldugu gibi giardiosis
tanisinda da yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri oldugu ifade edilmektedir (Ozbel
ve Dager 1997). Ozellikle sivi bir diski drneginde 151k mikroskobunda direkt baki ile
hareketli trofozoitlerin goriilebilecegi ifade edilmektedir. Nativ yonteminde bir lam iizerine
diskinin ¢esitli yerlerinden alinan az miktardaki materyal konulup, lizerine bir damla
fizyolojik tuzlu su konularak karistirildigi ve bir lamel kapatilarak kisa zamanda
incelendigi bildirilmektedir. Bu yontemle hareketli trofozitler ve boyanmamuis kistlerin
goriilebilecegi ifade edilmektedir. Lugol yonteminde ise fizyolojik tuzlu su yerine Lugol
eriyigi kullanildigi, bu yoOntemle trofozoitlerin hareketsiz, tipik armut seklinde, iki
nukleuslu olarak goriildiigii bildirilmektedir. Kistlerin ise sitoplazmadan ayrilmig kist
duvari ve sitoplazma i¢indeki fibrillerle kolayca tanindigi, niikleuslarinin ise zor goriildiigii
ifade edilmektedir. Nativ-lugol yontemlerinin, sivilarin birbirine karismamasi sarti ile ayni

lam iizerinde uygulanabilmesi, son derece kolay olmasi ve fazla ekipman gerektirmemesi
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nedeniyle ¢ok kullanilan yontemler oldugu; ancak yanlis negatif sonuglarin olduk¢a sik

goriilmesinin ise bu yontemin dezavantaji oldugu ifade edilmektedir.

Digki numunelerinde kist sekillerinin her giin goriilmeyebilecegi, bu nedenle birden
fazla digki 6rneginin farkli gilinlerde alinmasi, degisik yontemler ve boyama teknikleri
kullanilarak daha giivenilir sonuglar elde edilmeye calisilmas: gerektigi bildirilmektedir.
Klinik olarak giardiosisden siiphelenilen hastalarda digki 6rneginin incelenmesine 1srarla
devam edilmesi gerektigi belirtilmektedir. Eger diski siv1 ise trofozoitleri gérebilmek igin
alindiktan sonra en ge¢ bir saat igerisinde incelenmesi gerektigi, ciinkii genellikle sivi
diskida bulunan trofozoit sekillerin kisa zamanda bozulabildigi ifade edilmektedir. Digki
orneklerinin merthiolat iyot formaldehit (MIF), %10’luk formalin ya da polivinil alkol gibi
fiksatifler i¢ine konarak daha sonra incelenmek iizere saklanabilecegi bildirilmektedir

(Ozbel ve Dage1 1997, Ak ve ark 2007).

1.2.6.1.2. Coklastirma Yontemleri

Bu yontemlerin amacinin digkidaki kistlerin ¢oktiiriilerek veya ylizdirilerek bir
araya toplanmasi ve goriilebilme sansinin arttirilmasi oldugu ifade edilmektedir. Coktiirme
(sedimentasyon) yontemleri, formalin etil asetat (formalin eter veya ritche) sedimentasyon
yontemi; yiizdiirme yontemleri ise ¢inko siilfat veya doymus tuzlu su ile flotasyon yontemi

olarak bildirilmektedir (Ozbel ve Dagc1 1997).

1.2.6.1.3. Boyama Yontemleri

Digkida protozoon goriiliip tanimlanamadigi durumlarda veya kalic1 preparat elde
etmek amaciyla uygulanmakta oldugu ifade edilmektedir. Boyama yontemleri arasinda
Giemsa, Heidenhain’in demir hematoxylene ve trichrome boyama yontemleri oldugu

belirtilmektedir (Ozbel ve Dage1 1997, Ok ve ark 1997).

1.2.6.1.4. Kiiltiir Yontemleri

Serolojik yontemler icin gerekli olan antijenlerin elde edilmesinde, genetik,
biyokimyasal ve immiinolojik arastirmalar i¢in kullanilmak iizere Giardia suslarinin hasta

diskilarindan saf olarak elde edilmesi gerektigi ifade edilmektedir. Bu izolasyon igsleminin;
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a) Sukroz gradient santrifiij ile kistlerin digk1 artiklarindan ayrilmasi ve konsantre edilmesi,
b) Asit soliisyonu i¢inde ekskistasyonun saglanmasi,

c) Ekskiste olmus parazitin Karapetyan, TYI-S-33, HSP-1 ve HSP-2 gibi besiyerlerine
ekilmesi

d) Aksenik kiiltiiriin elde edilebilmesi icin antibiyotik ve antimikotik soliisyonlarin

kullanilmas1 basamaklarmdan olustugu ifade edilmektedir ( Ozbel ve Dagc1 1997).

1.2.6.1.5. Duodenum Aspirasyonu

Giardia trofozoitlerinin duodenumdan bir floroskop ve bir duodenal tiip yardimi ile
alman sivi Orneklerde de goriilebilecegi ifade edilmektedir. Bu uygulamanin ayrica
Cryptosporidium ve Isospora ookistlerinin ve Strongyloides larvalarinin saptanmasinda en
duyarli yontem oldugu bildirilmistir. Duodenum aspirasyonu yapmak i¢in; duodenum igine
10-15 ml serum fizyolojik enjekte edilip sonra aspire edilebilecegi, daha sonra 30
ml %33’lik magnezyum siilfat enjeksiyonu ile mukus salgis1 uyarilabilecegi ve 5-10 Dk
sonra aspirasyon yolu ile liimene ddkiilen parazitlerin aspirasyonla elde edilebilecegi ifade
edilmektedir. Fakat giardiosisli hastalarin duodenum mayilerinde trofozoit formunu
gorebilme oranmnin %50 oldugu bildirilmektedir. Digskinin  direkt yontemlerle
incelenmesinde ise trofozoit saptanma oranlarinin %85’e kadar ¢iktig1 ifade edilmektedir.
Ozellikle bu iki inceleme yonteminin birbirini tamamlayici olarak kullaniimasi
onerilmektedir. Baz1 giardiosisli hastalarda duodenum aspirasyonu, biyopsisi veya diski
Orneginin negatif sonug verebilecegi bildirilmektedir. Baz1 arastiricilara gore ise aslinda
bu organizmalar ince bagirsagin st boliimlerinde yasadigi i¢in duodenum ya da
jejenumdan alinan 6rneklerin inceleme sonuglari, diski incelemesine gore daha gilivenilir

olmaktadir (Ozbel ve Dagc1 1997).

1.2.6.1.6. Entero-test

Bu yontemde yaklasik 140 cm’lik bir naylon ip, bir kapsiil i¢ine yerlestirilmistir.
Kapsiil disinda kalan ve slikondan yapilmis olan ipin 15-20 cm’lik kismin ucu hastanin
ag1z cevresine tespit edilerek, kapsiil hastaya yutturulur. Yaklasik 3-4 saat hicbir sey
yemeyen hastadan bu ipli test kiti yavasca g¢ekildikten sonra alt ucu bir lama siiriilerek

mikroskopta G.intestinalis trofozoit ve kistleri aragtirilmaktadir. Test genel olarak giivenli
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olmakla beraber, koagiilopatisi olan veya Ozofagus varisi bulunan hastalara bu testin

uygulanmasinin sakincali oldugu bildirilmektedir (Ozbel ve Dagc1 1997).

1.2.6.1.7. Duodenel Biyopsi

Bu yontemde endoskopi yapilarak ince bagirsak mukoza epitelinin ugradigi
morfolojik degisiklikler ve protozoonun kendisinin dogrudan gosterilebilecegi ifade
edilmektedir. Alisilmis formalin fiksasyonu ve hematoksilen eosin boyamasinda, duodenal
biyopsi materyali ile elde edilen intraluminal preparasyonlarda G.intestinalis’i tanimanin
zor oldugu belirtilmektedir. Duodenal aspirasyon materyalini yada luminal yiizey
siriintlisiinii lam T{izerine hafifce siirme seklinde yayip ince yayma yapildiktan sonra
Giemsa boyasi kullanarak hazirlanan preparatlarda G.intestinalis’i tanimanin nispeten daha
kolay oldugu ifade edilmektedir. Yine ayni sekilde jejenumdan endoskopi sirasinda alinan
mayinin boyanmadan direkt incelenmesinde armutun uzunlamasina ikiye kesilmis seklinde
hareketli trofozoitlerin goriilmesinin taniy1 kesinlestirdigi bildirilmistir. Genel olarak daha

duyarh ve 6zgiil bir yontem oldugu ifade edilmektedir (Ozbel ve Dagc1 1997).

1.2.6.2. indirekt Tan1 Yontemleri

Giardiosis tanisinda kullanilan direkt yontemlerin yanisira indirekt yontemlerin de
oldugu ifade edilmektedir. Bu yontemlerin bir kisminin hastanin kaninda Giardia’ya karsi
olusmus antikorlar1 gosterdigi bir kisminin ise digki 6rneginde immunolojik yontemlerle
Giardia antijenini gosterdigi bildirilmektedir. Bazi1 ¢aligmalarda bu yontemlerin duyarlilik
ve Ozgiilliikklerinin %90’dan fazla oldugu belirtilmistir. Giardiosis tanisinda; IFA, ELISA,
Western Blot gibi serolojik ve immunolojik yontemlerin kullaniminin gittik¢e artmakta

oldugu ifade edilmektedir (Ozbel ve Dagc1 1997, Ozcel ve ark 1997).

IFA yonteminde; besiyerinde gec¢ logaritmik faza kadar iretilmis Giardia
trofozoitlerinin phosphate buffered saline (PBS) ile yikandiktan sonra trofozoitler
sayilarak, 600.000 trofozoit/100 ul PBS olacak sekilde lamlar iizerinde bulunan dairelere
yayildig1 ve kurutuldugu ifade edilmistir. Ardindan test yapilacak hastanin serumunun tek
diliisyonda veya istenen diliisyon serisi halinde hazirlandig1 ve antijen bulunan dairelerin
tizerine damlatildigi ve lamlarin yarim saat 37 °C'de tutulduktan sonra ii¢ kez PBS'de

yikandigi ifade edilmektedir. Lamlar kuruduktan sonra lizerlerine kullanilan seruma gore

16



floresan isaretli konjuge damlatildigi ve 37 °C'de yarim saat bekletildikten sonra ii¢ kez
PBS ile yikanip hemen kapatma solusyonu damlatilarak lamel kapatildigi ve flouresan
mikroskopta incelendigi ifade edilmistir (Ozbel ve Dagc1 1997). Bu amagla kullanilan

hazir ticari kitlerde mevcuttur.

ELISA yonteminde; besiyerinde ge¢ logaritmik faza kadar iretilmis Giardia
trofozoitleri 100.000 trofozoit/100 pl PBS olacak sekilde hazirlandig1 ve mikroplaklara
kaplandigi, sonrasinda en az 14 saat +4 °C'de tutuldugu ifade edilmistir. Daha sonra
plaklarin %0,05 Tween 20 igeren PBS ile bes kez yikandigi ifade edilmistir. Plaklarin
kullanilmadan 6nce kuyucuklarina 100 pl, %1 Bovin Serum Albumin (BSA) igeren PBS
eklenerek bir gece +4 °C'de bekletildigi ve ertesi giin %1 BSA igceren PBS ile serum
diliisyonlar1 hazirlanip kuyucuklara eklendigi ifade edilmistir. Daha sonra bir saat 37 °C'de
bekletilen plaklar bes defa yikandiktan sonra enzim isaretli konjuge konularak yine ayni
inkiibasyon ve yikamaya islemlerinin yapildigi, son asamada ise konjugeye uygun
substratin eklenerek, 30-60 Dk oda 1s1sinda bekletildigi ve ELISA okuyucusunda 405 nm
dalga boyunda okunarak sonuglarin degerlendirildigi ifade edilmistir (Ozbel ve Dagci

1997). Bu amagla kullanilan hazir ticari ELISA kitleri de mevcuttur.

Ayrica giardiosis tanisinda digkidan antijen saptamaya yonelik ticari enzyme
immunassay (EIA) kitleri de mevcuttur. Yapilan bir c¢alismada bu ydntemin

duyarlihig %96.4 ve dzgiilliigii %80.8 olarak bildirilmistir (Ozekinci ve ark 2005).

Yapilan c¢alismalarda G. intestinalis tanisinda, serolojik testlerin genis Kkitle
taramalarinda hizli yanit verebildigi i¢in, glincel kullanima girebilecegi ancak 6zgiinliik ve
duyarlilik konusunda kesin veriler elde etmek i¢in daha kapsamli ¢alismalara gereksinim

oldugu ifade edilmistir (Aksoy ve ark 2001).

Giardia i¢in spesifik DNA problarmin gelistirilmesiyle, DNA bazli molekiiler tani
yontemleriyle diski tetkiklerinin yapilmasinin da miimkiin oldugu bildirilmektedir. Ancak
Giardia kistlerinden DNA izolasyonunda bir takim gii¢liikler oldugu bildirilmistir. PCR
gibi amplifikasyon teknikleri ile bu konudaki duyarliligi arttirmanin miimkiin oldugu
gosterilmistir (Char ve Farting 1991). Yapilan bir ¢alismada PCR yonteminin G.
intestinalis tanist i¢in en duyarli yontem olmasina ragmen, yiiksek yanlis pozitifligi

nedeniyle ¢ok dikkat gerektirdigi ifade edilmistir (Elsafi ve ark 2013). diger bir ¢alismada
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G. intestinalis tanisi i¢in PCR"'!n duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin %100 oldugu bildirilmistir
(Van Lint P ve ark 2013).

1.2.6.3.  Ayirict Tam

ki hafta veya daha uzun siireli diyaresi olan hastalarda G.intestinalis’in akla
getirilmesi gerektigi belirtilmektedir. Endemik bir bolgeye seyahat hikayesi, giinliik ¢ocuk
bakim merkezlerindeki ¢ocuklardan biriyle temas, erkek homosekstialitesinin varligi, veya
hijyenik durumu belli olmayan su icme durumlarinda giardiosisin akla getirilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir. G.intestinalis enfeksiyonunun ayirici tanisinda, irritabl bagirsak
sendromu, lenfoma, dizanteri, iilseratif kolit, crohn hastaligi, gastrointestinal alerji, kistik
fibrosis, ¢Olyak hastaligi ve depresyonun diigiiniilmesi gerektigi belirtilmektedir. Ayrica
G.intestinalis’in sindirim sisteminde bulunan ve genellikle apatojen olarak bilinen;
Chilomastix mesnii, Enteromonas hominis, Embadomonas intestinalis, Trichomonas
intestinalis, Trichomonas tenax gibi diger kamgililarla da karigtirlmamasi gerektigi
belirtilmektedir (Ak ve ark 2007).

1.2.7. Giardiosisde immiinite

Giardiosisin immunitesi ile ilgili bilgilerin son yillarda oldukca arttig1
bildirilmektedir. Giardia genomunun daha iyi anlagilmasi ile konak parazit iligkilerinin
daha iyi anlasilmasinin miimkiin oldugu ifade edilmektedir. Giardia'ya karsi konak
savunma mekanizmalarinin ¢ok farklt immunolojik ve non immunolojik mekanizmalari
icerdigi belirtilmektedir (Roxtrom-Lindquist ve ark 2006). Baz1 aragtirmacilar giardiosise
kars1 koruyucu immiinitenin, G.intestinalis infeksiyonunun hemen ardindan gelistigini ileri
siirmektedir. Ancak bugiin koruyucu immiinitenin tam olarak miimkiin olmadigi da
bilinmektedir. Bunun nedeninin G.intestinalis’in birbirinden oldukga farkli ¢ok sayida
antijenik yap1 igermesi ve antijenik yapida birbirini izleyen degisimler gosterebilmesi
oldugu ifade edilmektedir. Parazitin bir¢ok degisik antijenik yap1 igeren alt tiplerinin
bulunmasinin  problem olusturdugu  vurgulanmaktadir. Koruyucu immiinitenin
gelismesinde en 6nemli bilesenin ince bagirsak limenindeki Giardia’ya 6zgii sekretuvar
IgA’lar oldugu, bununla birlikte Giardia antijenlerine kars1 IgM tiirii antikor yanitinin da
saptandigi ifade edilmektedir (Altintas ve Korkmaz 1997).
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Yapilan c¢aligmalarda Giardia infeksiyonlarinin biiyiik oranda CD4 T lenfositlerle
yonetilen hiicresel immun yanita neden oldugu ifade edilmistir (Hanevik ve ark 2011).
Giardiosise kars1 as1 gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalarin da uzun yillardir devam ettigi ifade
edilmektedir. Arastiricilarin  bildirdigine gore: farelerde denenen bir Giardia asisi
caligmasinda oral immiinizasyonun kismen miimkiin oldugu saptanmis, asi amaciyla
kullanilan bu oral antijen parazitin sadece ince barsak liimenindeki kolonizasyonunu
engellemekle kalmamis, aym1 zamanda uygulamadan 9-11 giin sonra trofozoitleri de
ortadan kaldirmistir. Yapilan c¢alismalarda asinin immunoprofilaktik ve immunoterapdtik

uygulamasi ve yararlarinin halen tartismali oldugu belirtilmektedir (Olson ve ark 2000).

Insan siitiiniin  Giardia infeksiyonuna karsi koruyucu rol oynadigmmi ve
G.intestinalis trofozoitlerini 6ldiirdligiinii goésteren bazi ¢alismalar da mevcuttur (Markel ve
ark 1992). Bu etkinin sekretuvar [gA’ye bagli olmadigi daha ¢ok insan siitiinde bulunan bir
lipaz aktivitesine bagli oldugu yayinlanmistir. Ancak infeksiyonu bulunan bebeklerin
bazilarinin annelerinin siitlinde sekretuvar IgA’nin de arttig1 gdosterilmistir. Lipazin
G.intestinalis trofozoitleri tizerine oldiiriicii etkisinin, safra tuzlarinin etkisiyle siitteki
trigliseridden serbest yag asitlerini ortaya ¢ikarmasi ile miimkiin oldugu ifade edilmektedir.
Buradan anne siitiiniin bununla beslenen bebekler i¢in intestinal protozoonlara karsi

koruyucu oldugu sonucunun ¢ikarilabilecegi belirtilmektedir (Markel ve ark 1992).

1.2.8. Tedavi

G.intestinalis’in {iretilmesi izolasyonu ve duyarlilik testleri yapilmasi olduk¢a gii¢
oldugu i¢in giardiosis tedavisinde kullanilan ilaglarin etkilerinin daha ¢ok klinik
deneyimlere dayandig: belirtilmektedir. Giardiosisli hastalarin bir kism1 asemptomatik olsa

da radikal tedavi gerektigi belirtilmektedir (Kuman 1997, Ak ve ark 2007).

1.2.8.1. Semptomatik Tedavi

Semptomatik tedavide ¢ocuklarda demir eksikligi anemisi varsa demirli preparatlar,
B vitamini eksikligi varsa B vitamin kompleksleri, folik asit eksikligi varsa folik asit ve

proteinden zengin diyet verilmesi tavsiye edilmektedir. Sadece proteinden zengin diyetle

diskida kistlerin kayboldugu bildirilmistir (Kuman 1997, Ak ve ark 2007).
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1.2.8.2. Etkensel Tedavi

Giardiosis’in etkensel tedavisinde kullanilan ilaglarin {i¢ ana grupta incelendigi
belirtilmektedir.

a)Nitroimidazol tiirevleri: Metronidazol, secnidazol, ornidazol, tinidazol

b)Akridin boyalari: Mepakrin, kinakrin

c)Nitrofuran grubu: Furazolidon

a)Nitroimidazol tlirevleri:

Giardiosis tedavisinde ilk segenegin metronidazol oldugu ifade edilmektedir.
Metronidazoliin bir nitroimidazol tiirevi olup, 1-(B-Hydroxy-etil)-2-methyl-5-nitroimidazol
oldugu belirtilmektedir. Amiplere, G.intestinalis'e, T.vaginalis’e 6ldiiriicii etkisi bulundugu
bildirilmektedir. Oral yolla alindigi, g¢abuk ve tamaminin absorbe edildigi ifade
edilmektedir. Metranidazol ve diger 5-nitroimidazol tiirevlerinin (Tinidazol, ornidazol,
secnidazol) kiiciik molekiillii, iyonize olmayan fazla lipofilik bilesikler oldugu
bildirilmektedir. Biitlin bakteri ve diger mikroorganizma hiicrelerine pasif diflizyonla
kolayca girebildikleri, anaerop ve diisliik redoks potansiyelli elektron tasiyici proteinler
iceren hiicrelerin nitroimidazollere duyarli olduklar ifade edilmektedir. Bu proteinlerin
hiicre i¢inde nitroimidazollerin nitro grubunu enzimatik olmayan bir kimyasal reaksiyonla
rediikleyerek onlar1 etkin ara metabolitlere veya serbest radikallere doniistiirdiikleri
bildirilmektedir. Bu radikallerin duyarli bakteri veya protozoon hiicresinin DNA’sina
baglanarak DNA sentezini ve kopyalanmasini durdurduklari, mevcut DNA’y1
pargaladiklari, DNA’nin ¢ift sarmal yapisint diizelmeyecek sekilde bozarak hiicrelerin
6liimiine neden olduklari ifade edilmektedir. Metranidazol’iin ve diger nitroimidazollerin
plazma proteinlerine diisiik oranda baglandigi, dokulara ve viicut sivilarina ¢abuk dagildigi
bildirilmistir. En lipofilik tiirevin tinidazol oldugu; metranidazoliin karacigerde metabolize
edildigi ifade edilmektedir (Kuman 1997). Yapilan ¢alismalarda metranidazol tiirevlerinin
yiiksek giardiacidal etkileri ve diisiikk toksik etkileri ile Giardia ile miicadelede 6nemli

tedavi alternatifleri olduklari belirtilmektedir (Busatti ve ark 2013).

Bes giin boyunca ti¢ esit dozda alinan 750 mg/giin veya ¢ocuklar i¢in ii¢ esit dozda
alinacak giinliik kilogram (kg) basina 15 mg’lik dozun yeterli oldugu bildirilmistir. Ama bu
ilacin sadece trofozoitlere etkili oldugu, kist formu {izerine hicbir etkisi bulunmadig: ifade

edilmektedir. Bu ilagla tedavi sonucunda kistlerin infekte etme 6zelligini koruduklarmin
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saptandig1 bildirilmistir (Ak ve ark 2007). Metronidazol tedavisinin hastalarin %20'sinde
yetersiz kaldig bildirilmekte olup, bu durumda tedavinin diger kusaktan bir ilagla kombine

edilmesi Onerilmektedir.

Secnidazol’iin de oldukga etkili oldugu bildirilmistir. Parazit hiicresine pasif
diffiizyonla girdigi ve hiicrelerin amino gruplarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir.
Bu azalma sonucunda hiicre i¢ine daha fazla ilacin girecegi belirtilmistir. Secnidazol’lin
agizdan alindiktan iki saat sonra tamamen emildigi, karacigerde metabolize edildigi ve
diger 5-nitroimidazollerden daha uzun plazma yar1 dmriine sahip oldugu bildirilmektedir.
Eriskinlerde iki gram (gr), ¢ocuklara ise 30 mg/kg tek doz halinde verilmesi

Onerilmektedir.

Tinidazol’un diger bir etkili ila¢ oldugu belirtilmektedir. Eriskinlerde giinde iki
gram, ¢cocuklarda ise 50 mg/kg tek doz halinde verilmesi onerilmektedir.

Ornidazol’un da bir nitroimidazol tiirevi oldugu, eriskinlerde giinde iki gram, ii¢
bes giin verilmesi ile iyi sonuglar alindig1 bildirilmektedir (Kuman 1997, Ak ve ark 2007).
Yapilan ¢alismalarda giardiosisde ornidazol tedavisinin %100, metranidazol tedavisinin %
929, yedi giinlik mebendazol tedavisinin %58.3 ve iki gilinlik mebendazol

tedavisinin %40.7 oraninda etkili oldugu bildirilmistir (Aysev ve ark 1995).

b)Akridin boyalart:

Mepakrin’in nitroimidazol tiirevleri ile neredeyse aymi yeterlilikte etkiye sahip
olmasina ragmen iyi tolere edilemedigi bildirilmektedir. Kinakrin’in de aynm1 grupta ve
giardiosisde etkili bir ilag olup, bes giin boyunca giinde ii¢ kez 0,1 gr oral yoldan alinmasi
onerilmektedir. Ancak her iki ilacin da 6zellikle ¢ocuklarda belirgin bazi santral sinir
sistemi yan etkilerine yol agtig1 belirtilmektedir. Akridin boyasi tiirevlerinin psikotik

Oykiisii veya psoriasis ve benzeri deri hastaligi olanlarda Onerilmemesi gerektigi

bildirilmektedir (Markel ve ark 1992, Ak ve ark 2007).

¢)Nitrofuran grubu:

Sentetik nitrofuran derivesi olan 5-nitrofuranlardan furazolidonun etkisi daha az
olsa da, stvi formu oldugu i¢in siit ¢ocuklugu ve cocukluk doneminde daha kullanigh
olabildigi bildirilmektedir. Yetiskinlerde 7 giin giinde dort kez 100 mg, ¢ocuklarda ise 1.25
mg/kg verilmesi Onerilmektedir (Ak ve ark 2007).
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Gebelerde bu sayilan ilaglarin higbirinin kullanilamayacagi belirtilmistir. Bu
ylizden gebelerde ve diger ilaclarin yan etkilerinin ya da toksisitesinin yliksek goriildiigi
hastalarda Paramomisin tavsiye edilmektedir. Bu ilacin gastrointestinal kanaldan
absorbsiyonu olduk¢a zor oldugundan gebelerde kullaniminin uygun oldugu
belirtilmektedir. Gebelerde 25-30 mg/kg/giin ii¢ esit doza boliinerek 7 giin kullanilmasi
onerilmektedir (Reynoldson JA 1998, Ak ve ark 2007).

Bunlarin disinda etkili olan ve iizerinde calisilan bagka ilaglarda oldugu
belirtilmektedir. Albendazol, mebendazol, siprofloksasin, nitazoksanid, sodyum fusidat,
meflokin, doksisiklin, rifampisin, ivermektinin bu ilaglardan bazilar1 oldugu ifade

edilmektedir (Reynoldson JA 1998, Ak ve ark 2007).

1.2.9. Korunma

Giardiosisin siklig1 gittikge artan bir zoonoz oldugu ve hayvanlardan, insanlardan
ya da c¢evreden tam olarak elimine edilmesinin ¢ok zor oldugu belirtilmektedir. Bunun
nedeninin ise G. intestinalis’in ¢ok ¢esitli konaklarda yasamini siirdiirebilmesi ve kendine
uygun bir konak buldugu zaman uzun siire o konakta yasayabilmesi oldugu ifade
edilmektedir. Parazitin eliminasyonu i¢in su kaynaklarmin G. intestinalis’den tamamen
temizlenmesi ve su kaynaklarimin durumunun siirekli izlenerek temizlik i¢in uygulanan
onlemlerin siirekli uygulamaya devam etmesi gerektigi bildirilmektedir. Bireysel olarak
giardiosisden korunmakta atilacak ilk adimin kisisel hijyen kurallarina uymak oldugu
belirtilmistir. Bu 6nlemin 6zellikle giindiiz ¢ocuk bakim evleri, huzur evleri ve seksiiel
transmisyon gibi yollardan insandan insana gecis riskini en aza indirdigi ifade
edilmektedir. Normalde uygun ve diizenli olarak suyun dogru diizeyde klorlanmasinin
G.intestinalis kistlerini 6ldiirmeye yeterli oldugu bildirilmektedir. Ancak su sicakligi,
berrakligi, pH’1, temas zamani, gibi etkenlerin klorun etkisinin yeterliligini etkiledigi ve
daha yiiksek klor diizeyleri (4-6 mg/l) gerektirdigi bildirilmektedir. Klorlamaya ek olarak
su kaynaklarmin icindeki taneciklerden arindirilmasi ve filtre edilmesi Onerilmektedir.
Ayrica ozellikle kirsal bolgelere ve vahsi hayatin oldugu yerlere yolculuk yapanlar igin;
kullanilacak sularin vahsi hayvanlar ve rezervuar insan ¢ikartilariyla kirlenmis olma riski
bulundugundan, tiim su kaynaklarini siipheli olarak yorumlamak gerektigi bildirilmektedir.
Diger yandan sularin kaynatilmasinin da tim protozoon Kkistlerini yok ettigi

bildirilmektedir. Por ¢ap1 bir mikron ve daha kiigiik olan kisisel kullanim filtrelerinin de
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yararli oldugu belirtilmektedir. Ayn sekilde iyi yikanmamis ya da kirli su ile yikanmigs olan
pismemis yiyeceklerden kaginmanin da gerekli oldugu bildirilmistir. Besin islerinde, besin
sanayinde ve dagitiminda calisan personelin, insandan insana kirlenmis ellerle dogrudan
gecebilecek olan G.intestinalis bakimindan, periyodik olarak kontrollerinin yapilmasi ve
besin hijyeni kurallarina uymalarinin saglanmasi yoluyla parazit bulastirmalarinin
Onlenebilecegi bildirilmistir. Diski ile bulasan diger parazitlerde oldugu gibi
G.intestinalis’in bulasinda karasinek ve hamambdceklerinin rolii olabilecegi diisiiniilerek

bunlarla miicadele edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.

Giinlik cocuk bakim merkezlerindeki endemik odaklarin bugiin i¢in biiyiik
problem oldugu belirtilmektedir. Kres ve anaokullarina yeni baslayan ¢ocuklarda digki
incelemesinin mutlaka yapilmas1 ve periyodik olarak siirdiiriilmesi Onerilmektedir.
G.intestinalis’in kist ve trofozoitlerinin digki ile atilmasi zaman zaman azaldigindan, digki
incelemeleri birka¢ giin ara ile birka¢ kez tekrarlanmasi Onerilmektedir. Yeni dogan
bebeklerde anne siitiiniin IgA tipindeki anti-Giardia antikorlarla koruyucu rolii nedeniyle
ishalden cok etkilenen bu bebeklerin anne siitii almas1 enfeksiyonun kontrolii a¢isindan
onerilmektedir. Ayrica G. intestinalis'e karsi as1 ¢alismalarimin da devam ettigi

bildirilmektedir (Olson ve ark 2000, Ak ve ark 2007).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuvari’na Ocak 2011- Agustos 2011 tarihleri arasinda, parazit aragtiritlmas1 amaciyla
diger kliniklerden gonderilen diski 6rnekleri ¢alisma materyali olarak kullanilmistir. Bu
amagla, servislere birakilan ve laboratuvarimiz numune alma béliimiinden olgulara verilen
agz1 siki kapakli diski toplama kaplarina, olgularin bir ceviz biiyiikliigiindeki digkiy1 koyup
yarim saat igerisinde laboratuvara ulagtirmasi istenmistir. Laboratuvarimiza gonderilen
disk1 orneklerinden once nativ-lugol ve formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi ile asagida
ayrmtili anlatildig1 sekilde parazit aranmasi yapilmistir (Ok ve ark 1997, Ozbel ve Dagc1
1997, Ozcel 2007). Olgu grubu olarak tek basmna G.intestinalis saptanan 25 ve kontrol
grubu olarak parazit saptanmayan 25 6rnek calismaya dahil edilmistir. Calismaya dabhil
edilen olgular aranarak laboratuvarimiza davet edilmis ve ekteki anket formu (Ek 1)
doldurulmustur. Bu yontemlerin her birinin hasta basi maliyetleri de hesaplanmgtir.
Diskilarin  mikroskobik incelemeleri yapildiktan sonra, DFA ve IK yontemleri ile
calisilmak tizere -20 °C’de saklanmistir. Saklanan digkilar DFA (CeLLabs, Crypto/Giardia-
Cel IF) ve IK (RIDA QUICK, Cryptosporidium /Giardia Combi Dipstick) testleri ile
tiretici firmalarin Onerileri dogrultusunda, asagida tarif edilen sekilde c¢alisiimistir.
Calismamizda mikroskobik baki referans yontem olarak kabul edilerek, DFA ve IK
yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri hesaplanmistir. Ayrica ¢alismaya alinan olgularin

semptomlarinin say1 ve ylizdeleri hesaplanmistir.
2.1. Nativ-Lugol Direkt Mikroskobi Yontemi
2.1.1. Gerekli Malzemeler
I-Lam ve lamel
2-Serum fizyolojik (%0,85 lik fizyolojik tuzlu su)
3-Lugol soliisyonu

4-Karistirma ¢ubugu
5-Isik mikroskobu
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2.1.2. Testin Yapihisi

Mikroskobik inceleme i¢in temiz bir lamin bir tarafina bir damla fizyolojik tuzlu su,
diger tarafina ise bir damla lugol soliisyonundan damlatilmistir. Incelenecek diski
materyalinden yarim piring tanesi kadar bir miktar veya sivi ise bir damla, lamin her iki
tarafina fizyolojik tuzlu su ve lugol soliisyonlarmin {izerine konulmustur. Daha sonra
karistirma ¢ubugu ile iyice karistirilip homojenize edilmis ve lizerlerine birer lamel

kapatilmistir.

2.1.3. Testin Degerlendirilmesi

Hazirlanan preparat 1s1k mikroskobunda X20 ve X40 biiyiitmede parazit agisindan

incelenmistir. Kist ve/veya trofozoit saptanan ve saptanmayan ornekler kaydedilmistir.

2.2. Formol- Etil Asetat Coktiirme Yontemi

2.2.1. Gerekli Malzemeler

1-Formaldehit (%10’luk)

2-Serum fizyolojik (% 0,85 fizyolojik tuzlu su)
3-Konik santrifijj tiipti (15 mI’lik),

4-Plastik diski kab1

5-Etil asetat

6-Karistirma ¢ubugu

7-Gazli bez

2.2.2. Testin Yapilisi

1-Plastik diski kabina 10 ml %10’luk formaldehit konulmustur. 1-1,5 gr disk: (bir
findik biiyilikligiinde) veya sulu ise 5-6 ml diski, icerisine eklenmis ve iyice ezilerek
slispansiyon haline getirilmistir.

2-Fiksasyonu saglamak i¢in 30 Dk bu sekilde bekletilmistir.
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3-Daha sonra iki kat gazli bezle bu karisim konik santrifiij tiipline siiziilmiistir.

4-Bu karigim iizerine tilipiin agzina yarim santimetre kalincaya kadar, % 0,85
fizyolojik tuzlu su eklenmistir.

5-Bu karisim 1000-1500 devirde 1-2 Dk santrifiij edilmis ve iistte kalan sivi
yavasca dokiilmiistiir. Bu bir yikama islemi olup tiipiin iizerindeki sivi berrak oluncaya
kadar 2-3 kez fizyolojik tuzlu su ile tekrar edilmistir.

6-Son yikamadan sonra ¢okeltiye once birkac ml %10’luk formaldehit koyup
calkaladiktan sonra, toplam hacim 10 ml oluncaya kadar %10’luk formaldehit eklenmistir.

7-Bu karigim iizerine 3-4 ml etil asetat eklenip tiiplin agzi kapatilmis ve
calkalanmustir.

8-Bu karisim 2000 devirde 2-3 Dk santrifiij edilmistir.

9-Tiiplin santrifiij edilmesiyle 4 tabaka meydana gelmistir; en tstte etil asetat
tabakasi, tiipiin duvarina yapismis diski tabakasi, formalin tabakasi ve en altta sediment.
Bu tabakalardan sediment digindakiler bir ¢gubukla gevsetilerek dokiiliip atilmastir.

10-Dipte kalan ¢okelti bir iki damla serum fizyolojikle karistirilarak bir pipet

yardimiyla lam lamel arasinda preparat hazirlanmistir.

2.2.3. Testin Degerlendirilmesi

Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda X20 ve X40 biiylitmede parazit agisindan

incelenmistir. Kist ve/veya trofozoit saptanan ve saptanmayan ornekler kaydedilmistir.

2.3. Crypto/Giardia IF Test Caliyma Yontemi

2.3.1. Kit Disinda Gerekli Malzemeler

1-PBS, Ph 7.4

2-Pipet (25 pl’lik)

3-Lam, lamel (6-8 mm capl1)

4-Disk1 6rneklerini hazirlamak igin test tlipii
5-Formalin (%10’luk)

6-Ornekleri sabitlemek icin aseton
7-Nemlendirme kiiveti

8-Tahta aplikator cubuk
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9-Yikama kiiveti

10-Fluoresan mikroskop

2.3.2. Ornek Hazirlama

Yaklasik 1/10- 1/50 diliisyonda digk1 6rnegi hazirlanmistir. 50 pl veya 5 mm c¢apta
disk1 2 ml %10 luk formalinle diliie edilmistir. Aplikator ¢ubukla iyice karistirilarak ¢ok
biiylik diski pargalar1 uzaklastirilmistir.

2.3.3. Testin Yapihsi

1- Lamun {izerine 20 pl digk1 6rnegi konulmustur.

2- Lamin havada tamamen kurumasi beklenmistir.

3- Lam 5 Dk aseton i¢inde fikse edilmis ve tekrar kurumasi beklenmistir.

4-Fikse edilmis drneklerin ve kit icerisinde mevcut olan pozitif kontrol 6rneginin
tizerine 25 pl reagent konulmustur. (Reagent kullanildiktan sonra hemen 2-8 °C’ye
kaldirtlmistir.)

5- Nemlendirme kiivetinde 37 °C’de 30 Dk inkiibe edilmistir.

6- PBS dolu kiivette nazik¢e ¢alkalayarak lamlar yikanmistir.

7-Lamlar siiziilmiistiir. Daha sonra lamlarin fazla 1slaklig1 nazikg¢e bir bezle silinmis
ve tamamen oda 1s1sinda kurumaya birakilmistir.

8-Kit igerisindeki kapama soliisyonundan bir damla lama damlatilip lamel
kapatilmis ve hava kabarciklar1 uzaklastirilmistir.

9-Fluoresan mikroskopta X20 ve X40 biiylitmede bekletilmeden incelenmistir.

2.3.4. Testin Degerlendirilmesi

1- Cryptosporidium ookistleri 2-6 pm boyutunda, yuvarlak veya oval sekilde,
fluoresan mikroskopta parlak yesil floresan vermektedir. Yiizeyinde bir kivrimi
olabilmektedir. Cevresel Orneklerde bu kivrim daha az belirgindir. Bir veya daha c¢ok
ookistin varliginda testin pozitif olduguna karar verilmistir. Bu bilgiye gore ornekler

Cryptosporidium agisindan degerlendirilmistir.
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2- Giardia kistleri eliptik, oval sekilde, 8-12 um boyutunda, parlak yesil fluoresans
vermektedir (Resim 3). Bir veya daha c¢ok kistin varliginda testin pozitif olduguna karar
verilmistir. Bu bilgiye gore 6rnekler Giardia agisindan degerlendirilmistir.

3- iki organizma bir arada ise boyut ve sekline gore ayirt edilmis, karsilastirma
organizmalarin pozitif kontrol lamindaki goriiniisiine gére yapilmustur.

4-Negatif Ornekler karakteristik morfolojide ve yesil floresan veren higbir
organizma i¢cermemeleri ile ayirt edilmistir (Resim 4).

5- Bazi orneklerde nonspesifik floresan goriilmiis ancak bunlar morfolojik olarak

Giardia ve Cryptosporidium'dan ayirt edilebilmistir.

2.4. Rida Quick Cryptosporidium/Giardia Test Calisma Yontemi

2.4.1. Kit Disinda Gerekli Malzemeler

1- Test tiipii (5 ml’lik)
2- Vorteks

2.4.2. Testin Yapihsi

1- Kit buzdolabindan ¢ikartilarak, igerisindeki malzemelerin oda 1sisina ulagmast
icin laboratuvar tezgahinda bekletilmistir.

2- Bir test tiipiiniin igerisine bir ml ekstraksiyon buffer (diluent) konulmustur.

3- 100 ul veya 50 mg diski 6rnegi tiipiin icerisine ilave edilmistir.

4- Ornek vorteksle veya pipetle ¢cekip birakarak homojenize edilmistir.

5- Tiip igerisindeki 6rnegin ¢okmesi i¢in i Dk beklenmistir.

6- 0,5 ml siipernatant baska bir test tlipiine alinmistir. Test ¢ubugu (strip)
kutusundan cikartilmis ve temiz siipernatanta en fazla ok c¢izgisine kadar batirilmistir.
Batma derinliginin ge¢ilmemesine dikkat edilmistir.

7- Bes Dk sonra degerlendirilmistir.

2.4.3. Testin Degerlendirilmesi

Testin degerlendirilmesi tiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda agagidaki sekilde

yapilmistir. Testin gegerli kabul edilebilmesi i¢in yesil kontrol bandi mutlaka goriilmiistiir.
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Kontrol bandi goriilmeyen testler gecersiz kabul edilmis, yeni striple tekrar caligiimistir.
Bunun yaninda; Mavi bant: Cryptosporidium pozitif, Kirmizi bant: Giardia pozitif, Mavi
ve kimizi bant: Cryptosporidium ve Giardia pozitif, sadece yesil kontrol bandi: negatif

olarak yorumlanmigtir (Resim 1, Resim 2).
NOT: 10 Dk’y1 gectikten sonra goriilen bant renklenmeleri dikkate alinmamastir.

Ayrica ¢aligma kapsamina alinan tiim olgulara telefonla ulasilip laboratuvarimiza
davet edilmis; olgularin her birine yas, cins, meslek gibi sosyodemografik 6zellikleri ve

karin agrisi, karinda gerginlik, ishal, istahsizlik, kilo kaybi gibi sikayetlerini iceren bir
anket formu doldurtulmustur (Ek 1).
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3. BULGULAR

(Calismamiza alinan 25 olgu grubu; 2-74 yas arasi, 11 (%44)’1 erkek 14 (%56)’i
kadin, olarak saptanmistir. Calismamiza alinan 25 kontrol grubu ise 1-71 yas arasi, 11

(%44)’1 erkek 14 (%56)’1 kadin olarak saptanmustir.

3.1. Kullanilan yontemlerin duyarhhk ve ozgiilliikleri

Calismamiza alinan olgu ve kontrol grubundaki olgularin higbirisinde ii¢ yontemle
de bagka herhangi bir parazite rastlanmamustir. Caligmamizda nativ-lugol ve/veya formol-
etil asetat ¢oktiirme yontemi ile G.intestinalis saptanan 25 diskinin tamaminda DFA ile bu
parazit goriilmiistii. DFA ‘da Cryptosporidium olgularin hi¢ birinde goriilmemistir. 1K
yontemi ile 24 digkida parazite 6zgii bant saptanirken, bir digskida saptanamamustir.

Kontrol grubundaki G.intestinalis saptanmamis olan 25 digkinin tamaminda hem DFA hem

de IK yontemi ile G.intestinalis saptanmamustir.

Sonug olarak, G.intestinalis tanisinda mikroskobik baki referans olarak alindiginda
DFA’nin ozgiillik ve duyarliliginmm %100, IK’in duyarlilifinin %96, 6zgiilliigliniin
ise %100 oldugu belirlenmistir.

3.2. Olgu ve kontrol grubunun semptomlari

Caligmamizdaki 25 olgunun anket formu ile sorgulanmasi sonucu; karin agrisi 14
(%56)’ linde, karinda gerginlik 4 (%16)’linde, ishal 5 (%20)’inde, istahsizlik 9 (%36)’unda,
kilo kayb1 4 (%16)’iinde, bulanti-kusma bir (%4)’inde, diski tutamama iki (%8)’sinde,
davranis bozuklugu ii¢ (%12)’linde, gelisme geriligi 7 (%28)’sinde, kasint1 iki (%8)’sinde,
alerji iki (%8)’sinde, agizda aft bir (%4)’inde, gece terlemesi bir (%4)’inde, karinda
siskinlik bir (%4)’inde saptanmustir.

Kontrol grubu olan 25 olgunun anket formu ile sorgulanmasi sonucu kontrol grubunun
hicbirinde; karin agrisi, karinda gerginlik, ishal, istahsizlik, kilo kaybi, bulanti, kusma,
diski tutamama, davranig degisikligi gibi semptomlarin olmadigi saptanmistir. Olgu ve

kontrol grubunda goriilen semptomlarin say1 ve yiizdeleri Tablo 1'de verilmistir.
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3.3. Kullanilan yontemlerin maliyetleri

Kullanilan ydntemlerin maliyetleri sirasiyla DFA (Cellabs, crypto/giardia-cel IF)
icin 50 lik ambalaj kit birim fiyati (bir hasta maliyeti) 11 euro (25.5 TL); IK (rida quick,
cryptosporidium /giardia combi dipstick) 25 lik ambala;j kit birim fiyat1 5.5 euro (12.8 TL)
dir. Nativ-lugol ve formol etil asetat ¢oktiirme yonteminin birim maliyeti ise 1.5 TL olarak

hesaplanmastir.
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4. TARTISMA

G.intestinalis’in neden oldugu giardiosisin diinya c¢apinda en yaygin goriilen
protozoon enfeksiyonlarindan birisi oldugu belirtilmektedir (Roxtrém-Lindquist ve ark
2006). Ulkemizde yapilan genis ¢apl bir ¢alismada 85707 diski degerlendirilmis ve parazit
saptanan olgular icerisinde en sik goriilen parazitin, %40 oraninda G.intestinalis oldugu
belirtilmistir (Giilmez D ve ark 2013). Ulkemizde yapilan benzer ¢alismalarda diski
orneklerinde %12.28 oraninda G.intestinalis saptandigi, saptanan oranlar bolgelere gore
degerlendirildiginde; I¢ Anadolu Bélgesi’nde % 11.1, Dogu Anadolu Bélgesi’nde % 7.3,
Karadeniz Bolgesi’nde % 9.9 Marmara Bolgesi’nde % 7.8, Ege Bolgesi’nde %11.6, Giiney
Dogu Anadolu Bolgesi’nde % 28.0, Akdeniz Bolgesi’nde % 10.2 oranlarinda oldugu ifade
edilmistir. Bu durumda, giardiosisin yurdumuzda en yiiksek olarak saptandigi bolgenin
Giiney Dogu Anadolu Bélgesi oldugu belirtilmistir (Ozgelik ve Degerli 1998). Giardiosisin
ozellikle gelismekte olan iilkelerde ve c¢ocuklarda salginlar yapabildigi ve ciddi
sosyoekonomik kayiplara yol agabildigi ifade edilmektedir (Roxtrom-Lindquist ve ark
2006). Bu kayiplarin 6nlenebilmesi i¢in ilk adimin dogru ve hizli tan1 koyarak hasta veya
tasiyict kisilerin saptanmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesi oldugu vurgulanmaktadir

(Ak ve ark 2007).

Giardiosis tanisinda kullanilan birgok yontem olmasina karsin bu yontemlerin
duyarlilik ve 0Ozgiilliigii ve rutin kullanima uygunluguyla ilgili ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Bizim ¢aligmamizda G.intestinalis tanisinda mikroskobik baki referans
olarak alindiginda DFA’nin o6zgiillik ve duyarliligit %100, IK’in duyarliligi %96,
ozgilligl ise %100 olarak bulunmustur. Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunlugu da bizim

buldugumuz verileri desteklemektedir.

Diski 6rneklerinde G. intestinalis’in de dahil oldugu bazi intestinal protozoonlarin
farkl1 tan1 yontemleriyle arastirihip taniya katkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
ELISA, DFA ve ger¢cek zamanli PCR yontemlerinin protozoon enfeksyonlarinin tanisinda
pratik ve yararli teknikler olarak rutin laboratuarlarda kullanilabilecegi belirtilmistir
(Kustimur ve ark 2009). G. intestinalis’in rutin tanisinda DFA ve ELISA’nin degerinin

saptanmasi amaciyla yapilan bir diger calismada G. intestinalis saptama agisindan DFA ile
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ELISA ve DFA ile Trichrom boyama ydntemleri arasinda anlamli bir fark olmadigi

bildirilmistir (Dogruman Al ve ark 2006).

Uyar ve Taylan Ozkan, G. intestinalis ve diger protozoonlarin tamisinin genellikle
direkt mikroskobik baki ile yapildigini, bunun ucuz oldugunu ancak yogun emek ve
deneyimli personel gerektirdigini vurgulamislardir. Antijen saptama yontemlerinin ise
(DFA, EIA, hizli dipstick testleri) hizli oldugunu ve deneyimli ve kalifiye personel
gerektirmedigini ve protozoonlarin tanisinda kullanigh oldugunu belirtmislerdir (Uyar ve
Taylan Ozkan 2009). G.intestinalis’in tamsinda farkli yontemlerin karsilastirildig diger bir
calismada, DFA ve ELISA gibi immiinolojik yontemlerin geleneksel mikroskobik
yontemlere gore daha duyarli, kullanigh, hizli ve daha ekonomik oldugu vurgulanmistir

(Aziz ve ark 2001).

G.intestinalis’in tanisi i¢in direkt ve formol etil asetat ¢oklastirma yontemi sonrasi
yapilan mikroskobik inceleme ile, ticari bir direkt floresan antikor testi (DFA) ve yine
ticari bir enzim immunassay (EIA) testinin karsilastirildigi bir calismada; DFA’nin
duyarliligr %100, EIA’in duyarlilig1 ise %97 olarak bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada bu DFA
ve EIA’in 6zgiilliikleri ise %99,8 olarak bildirilmis, geleneksel mikroskobi yontemine gore

bu iki testin daha duyarli oldugu ifade edilmistir (Zimmerman ve Needham 1995).

Fikse edilmeden uzun siire bekletilmis digski 6rneklerinde G.intestinalis kistlerinin
saptanmasinda direkt mikroskobik inceleme ile DFA yonteminin karsilastirildigi bir
calismada, fikse edilmeden uzun siire buzdolabinda farkli 1s1 derecelerinde bekletilmis
Giardia igeren digkilarin tamaminda DFA ile Giardia kistleri saptanirken, direkt
mikroskobik inceleme ile %93’iinde Giardia kisti saptandigi bildirilmis ve DFA’nin uzun
stire beklemis diskilarda G.intestinalis kistlerini saptamak i¢in uygun bir yontem oldugu
ifade edilmistir (Morimato ve ark 2001).

Insan diskisinda G. intestinalis ve Cryptosporidium parvum saptama agisindan
dokuz farkli ticari EIA ve DFA kitinin degerlendirildigi bir calismada kullanilan tiim DFA
kitlerinin duyarlilig1 ve 6zgiilliigiiniin %100 oldugu bildirilmis, uygun kit se¢imine karar
vermekte; fiyat, ¢alisma kolayligi, sonuglarin degerlendirme kolayligi, personel, ekipman

ve test sayisi gibi faktorlerinde 6nemli oldugu vurgulanmistir (Garcia ve Shimizu 1997).
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Yapilan bir ¢alismada insan digskisinda G. intestinalis, Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar, Cryptosporidium parvum parazitlerinin Ugiliniin saptanmasi igin
kullanilan ticari bir enzim immunoassay kiti (Triage Micro Parasite Panel) geleneksel
mikroskobik baki ile karsilastirilmistir. Calisma kapsamina alinan 523 digki 6rneginden 19
ornegin ticari kit ile pozitif bulundugu; 29 6rnegin direkt baki ile pozitif bulundugu
bildirilmistir. Sonugta bu kitin digski 6rneklerinde bu {i¢ parazitin acil taramasi i¢in
kullanilabilecegi ancak negatif ¢ikan diskilarin mutlaka geleneksel mikroskobik baki ile

dogrulanmasi 6nerilmistir (Sharp ve ark 2001).

Gastrointestinal yakinmalar1 olan hastalarda bazi protozoonlarin farkli yontemlerle
arastirlldigr bir calismada, ELISA; DFA ve gercek zamanli PCR yontemlerinin G.
intestinalis’in de dahil oldugu bazi protozoon enfeksiyonlarinin tanisinda pratik ve yararl
teknikler olarak rutin laboratuarlarda kullanilabilir 6zellik tagidigi bildirilmigtir (Kustimur

ve ark 2009).

Giardiosis tanis1 i¢in gaitada direk mikroskobi ve antijen kaset testinin
karsilagtirildigi bir ¢alismada, bu iki yontem arasinda Giardia saptama agisindan anlamli
bir fark olmadig1 antijen kaset testinin yiiksek ozgiilliik (%100) ve duyarliliga (%100)
sahip oldugu ifade edilmistir (Yentur Doni ve ark 2013).

Bayramoglu ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise gida calisanlarinda G.
intestinalis ve Cryptosporidium prevalansi, DFA, nativ-lugol ve immunukromatografik
yontemleriyle arastirilmig; DFA referans yontem olarak kabul edildiginde G. intestinalis
tespitinde  nativ-lugol yontemi ile IK yonteminin duyarhilik ve ozgilligi
strastyla, %54.1, %100 ile %33.3, %100 olarak saptanmistir. Sonug olarak portdr taramasi
i¢cin basvuran gida calisanlarinda, immunukromatogrofik yontemin uygun bir test olmadig;,
nativ-lugol yonteminin diger parazitleri tespit edebilmesi sebebiyle mutlaka uygulanmasi
gerektigi ve bu ydtemle negatif bulunan kisilerin duyarlilign daha yiiksek olan
immunudiagnostik bir testle dogrulanmas1 gerektigi ifade edilmistir (Bayramoglu ve ark

2013)

Giardia tan1 yontemleri ile ilgili hayvanlarda yapilan ¢aligmalar da bulunmaktadir.
Insan giardiosisi i¢cin potansiyel kaynak oldugu diisiiniilen kunduz diski Srneklerinde

yapilan bir ¢alismada: digski 6rneklerinde Giardia kistlerinin saptanmasi igin geleneksel
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mikroskobi, immunfloresan mikroskobi ve flow cytometry yontemleri karsilastirilmis,
diisiik kist konsantrasyonlarinda geleneksel mikroskobik yontemde yanlis negatif
sonuclarin yaygin oldugu, bu durumlarda immunfloresan mikroskobinin daha kullanish
oldugu, akim sitometrisinin ise diisiik kist iceren numuneler i¢in, geleneksel mikroskobi ve

immunfloresan mikroskobiden daha kullanisli oldugu ifade edilmistir (Dixon ve ark 1997).

Giardiosisde diyarenin en sik goriilen sikayet oldugu bildirilmekle beraber;
davranis bozukluklari, gelisme geriligi, kronik karin agris1 ve digki tutamama gibi
sikayetlerin de oldukca sik goriildiigii ifade edilmektedir. Bunlarin diginda karinda
siskinlik, istahsizlik, kramp tarzinda karin agrilari, epigastrik hassasiyet, steatore ve
malabsorbsiyon sendromu gibi bagka sikayet ve bulgular da olabilecegi ifade edilmektedir
(Markell ve ark. 1992, Ak ve ark 2007, Cotton ve ark 2011). Yapilan bir ¢alismada,
calismaya alman ve Giardia saptanan biitiin hastalarda epigastrik agri ve karinda
rahatsizlik hissi oldugu ifade edilmistir (Demir¢eken ve ark 2007). Arastiricilarin
bildirdigine benzer sekilde bizim calismamizda da giardiosisli 25 olguda; karin agris1 14
(%56)’ inde, karinda gerginlik 4 (%16)’linde, ishal 5 (%20)’inde, istahsizlik 9 (%36)’unda,
kilo kayb1 4 (%16)’linde, bulant1 bir (%4)’inde, diski tutamama iki (%8)’sinde, davranis
bozuklugu ii¢ (%12)’linde, gelisme geriligi 7 (%28)’sinde, kasint1 iki (%8)’sinde, alerji iki
(%8)’sinde, agizda aft bir (%4)’inde, gece terlemesi bir (%4)’inde, karinda siskinlik bir
(%4)’inde saptanmustir. En sik goriilen bulgular; karin agrisi, istahsizlik, gelisme geriligi,
ishal, karinda gerginlik, kilo kayb1 olarak saptanmistir. Buna karsilik kontrol grubunda bu

semptomlarin hi¢birinin bulunmadig1 goériilmiistiir.

Yapilan ¢aligmalarda hazir testlerin maliyeti gozoniine alindiginda deneyimli bir
personelle direk mikroskobik inceleme yapilmasinin daha ucuz ve kolay oldugu ifade
edilmistir (Aziz ve ark 2001, Yentur Doni ve ark 2013). Bizim ¢alismamizda kullanilan
yontemlerin maliyetleri karsilagtirlldiginda, diger calismalarda ifade edilenlere benzer
sekilde en yiiksek maliyetlinin kit birim fiyat1 25.5 TL ile DFA oldugu goriilmiistiir. IK’in
kit birim fiyat1 maliyeti ise 12.8 TL ile yiliksek olmakla beraber daha ortalama bir deger
olarak diistiniilmiistiir. Diger iki yonteme gore oldukga diisiik maliyetli olan nativ lugol ve

¢oktiirme yontemlerinin toplam maliyeti ise yaklasik 1.5 TL olarak hesaplanmustir.

Literatiirde giardiosis goriilme sikliginin cinsiyet ve yasla iligkisini aragtiran az

sayida caligma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada giardiosis en fazla 0-12 yas grubunda
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saptandig1 ifade edilmistir (Asc1 ve ark 1997). Ulkemizde yapilan genis kapsamli diger bir
calismada giardiosisin saptanma oranlart inceleme yapilan yas gruplarina gore
degerlendirildiginde; karisik yas gruplarini iceren arastirmalarda % 12.2, eriskin yas
gruplarinda % 11.2, ¢ocuk yas gruplarinda ise % 13.8 olarak saptandigi ifade edilmistir
(Ozgelik ve Degerli 1998). Yapilan bazi calismalarda G.intestinalis saptanma agisindan
cinsiyet ve yasa gore anlamli bir fark goriilmedigi ifade edilmistir (Asc1 ve ark 1997,
Yentur Doni ve ark 2013). Bizim ¢alismamizda, gruplar Giardia saptanan ve saptanmayan
olgular secilerek olusturuldugu i¢in giardiosisin cinsiyet ve yasla iligkisi

degerlendirilememistir.
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5. SONUC

Calismamizda, G.intestinalis tamisinda mikroskobik baki referans olarak
alindiginda DFA’nin  6zgiillik ve duyarliligimin %100, IK’in duyarliliginin %96,

Ozgilligliniin ise %100 oldugu belirlenmistir.

IK yonteminin, kolay uygulanabilmesi, deneyimli personel ve laboratuvar alt yapisi
gerektirmemesi, hizli sonu¢ vermesi gibi avantajli yonleri nedeni ile tan1 laboratuvarlarinda
ve ayrica kitle taramalarinda kullanilacag: diisiiniilmiistiir. Ayrica IK'nin kit birim fiyati
maliyetinin 12.8 TL ile kit birim fiyat1 25.5 TL olan DFA'ya goére daha uygun maliyetli
oldugu diistiniilmustiir. DFA yonteminin ise alt yapis1 giiclii laboratuvarlarda deneyim
gerektirmeyen personel tarafindan degerlendirebilecegi, ancak maliyetinin geleneksel

yontemlere gore fazla oldugu kanisina varilmstir.

Giardiosisli olgularda sirasiyla en sik goriilen semptom ve bulgularin; karin agrisi,

istahsizlik, gelisme geriligi, ishal, karinda gerginlik, kilo kaybi1 oldugu saptanmustir.
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OZET

Yaman Karadam S. Diskida Giardia intestinalis Tamsinda U¢ Yontemin (Mikroskobik
inceleme, Direkt Fluoresan Antikor Testi, immunokromatograﬁk Yontem)

Karsilastirmal Olarak Degerlendirilmesi.

Kamgili bir protozoon olan G. intestinalis’in neden oldugu giardiosis tiim diinyada
ve Ozellikle de gelismekte olan iilkelerde en sik rastlanan protozoon hastaligi olarak
bildirilmektedir. Endiistriel iilkelerde %2-5 arasinda, gelismekte olan iilkelerde %20-30’a
varan oranlarda yayilis gosterdigi belirtilmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde ve
cocuklarda salginlar yapabilmekte ve ciddi sosyoekonomik kayiplara yol acabilmektedir.
Bu kayiplarin 6nlenebilmesi i¢in siiphesiz ilk adim dogru ve hizli tan1 koyarak hasta veya
tastyici kisilerin saptanmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesinin saglanmasidir. Ulkemizde
de son yillarda yapilan ¢aligmalar incelendiginde farkli bolgelerde 9%0,8’den %54,8 e kadar

degisebilen oranlar bildirilmistir.

Digkidaki parazitin tanisinda mikroskobik baki, cesitli boyama yontemleri, Direkt
Fluoresan Antikor Teknigi (DFA), Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA),
immunokromatografik (IK) ve Polymerase Chain Reaction (PCR) gibi bir¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliigii ile ilgili ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci G.intestinalis tanisinda siklikla kullanilan direkt
mikroskobik inceleme ve konsantrasyon yontemi sonrasi direkt mikroskobik inceleme ile
DFA ve IK yontemlerinin paraziti saptama agisindan birbirine olan {istlinliigiinii saptamak

ve tani i¢in en uygun olabilecek yontemi aragtirmaktir.

Calismaya parazit arastirilmasi amaciyla laboratuvarimiza gonderilen disk:
orneklerinden nativ-lugol ve/yeya formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi ile G.intestinalis
saptanan 25 ve kontrol grubu olarak parazit saptanmayan 25 Ornek dahil edilmistir.
Digkilarin  mikroskobik incelemeleri yapildiktan sonra, DFA ve IK yontemleri ile
calisilmak tizere -20 °C’de saklanmistir. Saklanan diskilar DFA (CeLLabs, Crypto/Giardia-
Cel IF) ve IK (RIDA QUICK, Cryptosporidium /Giardia Combi Dipstick) testleri ile

iretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda caligilmistir.
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Calismamizda nativ-lugol ve/yeya formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi ile
G.intestinalis saptanan 25 diskinin tamaminda DFA ile parazit goriilmiistiir. IK yontemi ile
24 digkida parazite 6zgii bant saptanirken, bir digkida saptanamamuistir. Kontrol grubundaki
G.intestinalis saptanmamis olan 25 diskinin tamaminda hem DFA hem de IK y6ntemi ile
parazit saptanmamustir. Sonug olarak, G.intestinalis tanisinda mikroskobik baki referans
olarak alindiginda DFA’nin 6zgiilliik ve duyarliliginin %100, IK’in duyarliliginin %96,

ozgiilligiiniin ise %100 oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, IK yoOnteminin, kolay uygulanabilmesi deneyimli personel ve
laboratuvar alt yapis1 gerektirmemesi, hizli sonu¢ vermesi gibi avantajli yonleri nedeni ile
tan1 laboratuvarlarinda ve ayrica kitle taramalarinda kullanilacag: diisiiniilmiistiir. Ayrica
IK'nin kit birim fiyat1 maliyetinin 12.8 TL ile kit birim fiyat1 25.5 TL olan DFA'ya gdre
daha uygun maliyetli oldugu disliniilmiistii. DFA yonteminin ise alt yapist giiglii
laboratuvarlarda deneyim gerektirmeyen personel tarafindan degerlendirebilecegi, ancak

maliyetinin geleneksel yontemlere gore fazla oldugu kanisina varilmastir.

Anahtar kelimeler: DFA, Direkt mikroskobik inceleme, Giardia intestinalis, IK.
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SUMMARY

Yaman Karadam §S. Comparison evaluation of three methods (Microscopic
Examination, Direct Fluorescent Antibody Assay, Imnmunochromatographic Method)

in diagnosis of Giardia intestinalis in stool specimens.

Giardiosis caused by a flagellated protozoon G. intestinalis, is known as the most
common protozoon disease all over the world, especially in developing countries.
Prevalence rate is stated to be around 2-5% in industrial countries, 20-30% in developing
countries. It becomes contagious especially in developing countries and among children,
causing serious socio-economic loses. In order to prevent these loses, the first step is to
determine the sick and disease carrier people and provide relevant cure by correct and fast
diagnosis without doubt. In Turkey when recent studies are examined, different ratios

between 0,8% and 54,8% are stated.

In diagnosis of the parasite, many different methods are used, such as microscopic
examination, various colouring techniques, Direct Florescent Antibody Assay (DFA),
Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA), Immunochromatographic Method (IK)
and Polymerase Chain Reaction (PCR). There is not enough study on these methods

senstivity and specificity.

The aim of this study is to make a comparison between direct microscopic
examination and direct microscopic examination after concentration method and DFA and
Immunocromatographic methods in finding out the parasite and the best suitable method

for diagnosis.

In this study 25 stool samples that G.intestinalis has been diagnosed through native-
lugol and/or formol-ethil acetate concentration method and 25 non parasite diagnosed
samples as control group has been examined. These samples have all been sent to our
laboratory for parasite examination. After microscopic examination of stools, they have
been kept at -20 °C for future DFA and IK methods examination. The preserved stool
samples have been studied with DFA (CeLLabs, Crypto/Giardia-Cel IF) and IK (RIDA
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QUICK, Cryptosporidium /Giardia Combi Dipstick) tests as per the manufacturing

companies recommendations.

In our study, by DFA method, parasites have been detected in all 25 stool samples
that G.intestinalis has been diagnosed through native-lugol and/or formol-etil asetat
concentration method. By IK method, particular bant for the parasite have been detected in
24 samples, whereas one has not been observed. No parasites have been determined in all
25 samples in the control group where G.intestinalis have not been diagnosed. As a result,
in diagnosis of G.intestinalis, when microscopic examination is taken as reference, DFA’s
senstivity and specificity is noted as 100%, IK’s senstivity is noted as 96% and specificity

as 100%.

In our study, it’s been thought that IK method can be used in diagnosis laboratories
and mass scanning due to its advantages in easy application, no experienced staff and
laboratory infrastructure necessity and giving fast results. Besides, it’s been observed that
IK kit unit price of 12,80 TL is much cheaper than DFA kit unite price of 25,50 TL. It’s
been judged that DFA method can be evaluated in the laboratories with strong

infrastructure with no experienced staff, but its cost is higher than the traditional methods.

Keywords: DFA, Direct microscopic examination, Giardia intestinalis, K.
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Tablo 1: Olgu ve kontrol grubundaki semptomlarin say1 ve yiizdeleri

SEMPTOMLAR |OLGU GRUBU (25) KONTROL GRUBU (25)

VAR (%) YOK(%) VAR(%) YOK (%)
Karmn agrisi 14 (%56) 11 (%44) 0 25 (%100)
Karinda gerginlik 4 (%16) 21 (%84) 0 25 (%100)
Ishal 5 (%20) 20 (%80) 0 25 (%100)
Istahsizlik 9 (%36) 16 (%64) 0 25 (%100)
Kilo kayb1 4 (%16) 21 (%84) 0 25 (%100)
Bulanti-kusma 1 (%4) 24 (%96) 0 25 (%100)
Digk1 tutamama 2 (%8) 23 (%92) 0 25 (%100)
Davranig bozuklugu |3 (%12) 22 (%88) 0 25 (%100)
Gelisme geriligi 7 (%28) 18 (%72) 0 25 (%100)
Kaginti 2 (%8) 23 (%92) 0 25 (%100)
Alerji 2 (%8) 23 (%92) 0 25 (%100)
Agizda aft 1 (%4) 24 (%96) 0 25 (%100)
Gece terlemesi 1 (%4) 24 (%96) 0 25 (%100)
Karinda sigkinlik 1 (%4) 24 (%96) 0 25 (%100)
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EKLER

Ek 1

CALISMA BIiLGi VE ANKET FORMU
Adi-Soyad:

Yast:

Cinsiyeti:

Meslegi:

Adres:

Asagidaki sikayetlerden var olanlar isaretleyiniz:
Karin agrisi
Karinda gerginlik
Ishal

Istahsizlik

Kilo kaybi1
Bulanti-kusma
Diski tutamama
Davranig bozuklugu
Gelisme geriligi
Kasint1

Alerji

Agizda aft

Gece terlemesi

Karinda siskinlik
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