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ABSTRACT. Introduction. Giardia intestinalis is the most common intestinal protozoan parasite, which infects hu-
mans, dogs and other mammals throughout the world. So far eight genotypes of the parasite have been described of
which four were found in dogs. Assemblages A-I and B infect either dogs or humans. Assemblages C and D occur only
in dogs. The aim of the study was to determine the prevalence and genotypes of G. intestinalis in domestic dogs of War-
saw area. Material and methods. From October 2005 to March 2006 fecal samples were collected from 350 dogs and
examined using light microscopy and PCR techniques. Results. 5.14% of dogs was found to be positive for G. intesti-
nalis by microscopy and prevalence of 9.14% was found by PCR. The PCR amplicons were sequenced and the DNA
sequences were compared with Giardia sequences in GeneBank database. The analysis revealed assemblage A-I in
1.71% of dogs, assemblage C in 1.14% and assemblage D in 6.28% of dogs in Warsaw. According to literature, the ge-

notype A can infect humans however a role of dogs as a reservoir of human giardiosis in Poland is not known.

Key words: dogs, Giardia intestinalis genotype, PCR, prevalence, zoonosis.

Wstep

Giardioza ps6éw powodowana jest przez pierwot-
niaka Giardia intestinalis, nalezacego do rzgdu Di-
plomonadida, podtypu Flagellata (syn. Mastigopho-
ra), typu Sarcomastigophora [1, 2]. Pasozyt ten, na-
zywany rowniez G. duodenalis lub G. lamblia, od-
kryty zostat w 1681 roku przez Antoniego van Le-
euwenhoeka, a dokladnie opisany w 1859 roku
przez Vilema Lambla [3]. Prowadzone od wielu lat
badania biochemiczne i molekularne wykazaty, ze
G. intestinalis pasozytuje nie tylko u ludzi, ale réw-
niez u pséw, kotéw, bydta i wielu innych gatunkéw
ssakoéw. Badania prowadzone przy uzyciu technik
biochemicznych i molekularnych wykazaty bardzo
duze zréznicowanie molekularne w obrgbie gatunku
Giardia intestinalis. Jednakze proby klasyfikacji na
podstawie budowy antygenéw powierzchniowych

trofozoitéw [4] lub sekwencji gendéw kodujacych
dehydrogenaze glutamylowa, czy RNA matej pod-
jednostki rybosoméw [5, 6] wykazaly wystepowa-
nie kilku genotypéw w obregbie gatunku G. intesti-
nalis.

U pséw wystepuja genotypy: A-I, okreslany jako
szczep polski, genotyp B, okreslany jako szczep
belgijski oraz genotypy C i D [4]. Znaczenie giar-
diozy pséw jako potencjalnej zoonozy nie jest do
korica wyjasnione. Genotypy A-I i B wystepuja
réwniez u ludzi [4]; udato si¢ réwniez eksperymen-
talne zarazenie psa cystami pochodzacymi z katu
chorego cztowieka [5], jednak badania poréwnaw-
cze sekwencji genu malej podjednostki rybosomu
szczepow uzyskanych od pséw i ludzi sugeruja ni-
skie zagrozenie dla czlowieka inwazja genotypow
G. intestinalis wystgpujacych u pséw [6]. Szczep
polski stwierdzany byl réwniez u bydta, owiec, ko-
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ni, $win, kotéw, bobrow i lemuréw. Szczep belgijski
wystepuje takze u bobrow, Swinek morskich i matp
[4].

Giardioza pséw, podobnie jak i u ludzi, jest jed-
ng z czestszych choréb pasozytniczych przewodu
pokarmowego [5, 7-10]. Objawia si¢ wodnistg bie-
gunka, brakiem apetytu oraz utrata masy ciala. Nie
stwierdza si¢ w kale krwi ani §luzu. Choroba moze
wystepowaé w postaci ostrej lub przewlekle;j.
U wielu ludzi i zwierzat przebieg giardiozy moze
by¢ bezobjawowy [5, 11]. Przewlekta badZ bezobja-
wowa giardioza moze trwacé nawet kilka lat, a prze-
wlekle zarazeni 1 bezobjawowi zywiciele stanowig
w tym czasie rezerwuar inwazji [S]. Zarazenie na-
stepuje drogg pokarmowa, z wodg pitng, pokarmem
badZ bezposrednio od zarazonego osobnika w Sro-
dowisku o niskim standardzie higienicznym [10].
Cysty G. intestinalis stwierdzane byly w wodzie
morskiej, stodkiej oraz w kranach w wodzie pitnej
[12-15].

Mimo przypuszczalnie niskiego potencjatu zoo-
notycznego giardiozy psow, autorzy pracy podjeli
prébe okreslenia ekstensywnosci inwazji G. intesti-
nalis u ps6w domowych na terenie Warszawy oraz
genotypowania.

Material i metody

Material do badari stanowity probki kalu pséow
dostarczone do dwdch warszawskich laboratoriow
weterynaryjnych w celu potwierdzenia lub wyklu-
czenia inwazji pasozytow jelitowych. Od pazdzier-
nika 2005 roku do marca 2006 roku zgromadzono
350 prébek katu pséw.

Wykonano badania mikroskopowe rozmazéw
bezposrednich wszystkich zebranych probek bar-
wionych ptynem Lugola przy uzyciu mikroskopu
(Nikon Eclipse TE200). Badane rozmazy obserwo-
wano pod powigkszeniem 400 razy.

Ze wszystkich préb katu wyizolowano catkowi-
ty DNA uzywajac zestawu do izolacji DNA firmy
Qiagen (QIAamp DNA Stool Mini Kit). Uzyskane
produkty stanowily matryce w reakcji PCR.
W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 50
ul wchodzity: startery (GDHI1 1 pl o stezeniu 10
uM i GDH4 1 ul o stezeniu 10 uM lub GDHF3 1
ul o stezeniu 10 uM i GDHBS5 1 pl o stgzeniu 10
uM), bufor do polimerazy 5 ul 10 razy stgzony,
MgCl, 2 ul o stgzgniu 25 mM, dNTPs 1 ul o steze-
niu 10 mM, Tag DNA Polymerase LC (firmy Fer-
mentas) 1 ul o stezeniu 1u/1pl oraz uzyskana matry-

Rys. 1. Cysta Giardia intestinalis w mikroskopie swietlnym (400 X).
Fig. 1. Giardia intestinalis cyst under a light microscope (400 X).
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ca. Reakcja oparta byta na starterach o nastgpujg-
cych sekwencjach nukleotydéw: GDHI1 5’ ATC
TTC GAG AGG ATG CTT GAG 3’1 GDH4 5’AGT
ACG CGA CGC TGG GAT ACT 3’ lub GDHEF3 5’
TCC ACC CCT CTG TCA ACC TIT C ¥
1 GDHBS5 5” AAT GTC GCC AGC AGG AACG3
’ [16]. W taricuchowej reakcji polimerazy denatura-
cje wstepng (94°C) prowadzono przez 3 minuty. Na-
stepnie DNA namnazano w 35 cyklach sktadajacych
si¢ z nastepujgcych etapéw: denaturacja DNA
w 94°C przez 30 sekund, przylaczanie starteréw
w 52°C przez 30 sekund, wydluzanie starterow
w 72°C przez 45 sekund. Po 35 cyklach przeprowa-
dzono koricowe wydtuzanie starteréw w 72°C przez
10 minut. Uzyskane produkty reakcji zostaly uwi-
docznione przy uzyciu elektroforezy w zelu agaro-
zowym o stezeniu 1% z dodatkiem bromku etydyny.

Uzyskane produkty PCR zostaly poddane se-
kwencjonowaniu w Zakladzie Biologii Molekular-
nej Centrum Onkologii w Warszawie przy zastoso-
waniu oprogramowania GeneScan (r) Analysis So-

1 2

4— 770 pz

Rys. 2. Obraz elektroforetyczny produktu PCR uzyska-
nego przy zastosowaniu starteréw GDHI1 i GDH4 na
catkowitym DNA wyizolowanym z kalu — sciezka 2;
Sciezka 1 — marker 1 kb (Fermentas).

Fig. 2. Gel electrophoresis of PCR product obtained
with GDHI1 and GDH4 primers on total DNA isolated
from feces as template-lane 2, lane 1-1 kb ladder (Fer-
mentas)

ftware. Na podstawie uzyskanych wynikéw prze-
prowadzono genotypowanie.

Wyniki

W badaniach mikroskopowych stwierdzono wy-
stgpowanie cyst G. intestinalis (Rys. 1) w 18 préb-
kach katu, co stanowi 5,14%. W badaniu metodg
PCR wykryto DNA G. intestinalis genotypu D w 25
badanych prébkach (6,28%), genotypu A-I w 6 ba-
danych prébkach (1,71%) oraz genotypu C w 4 ba-
danych prébkach (1,14%). Uzyskano produkty
o dtugosci 770 par zasad (Rys. 2) oraz 220 par zasad
(Rys. 3). Por6wnanie uzyskanych sekwencji pro-
duktéw PCR z dostgpnymi danymi w GeneBank po-
twierdzilo uzyskane wyniki. Wszystkie produkty
PCR byty homologiczne do sekwencji charaktery-
stycznej dla genotypu A, C lub D.

220 pz

Rys. 3. Obraz elektroforetyczny produktu PCR uzyska-
nego przy zastosowaniu starteréw GDHF3 i GDHBS na
catkowitym DNA wyizolowanym z kalu — Sciezki 1, 2;
Sciezka 3 — marker 1 kb

Fig. 3. Gel electrophoresis of PCR product obtained
with GDHF3 and GDHBS primers on total DNA isola-
ted from feces as template-lanes 2 and 3, lane 1-1 kb
ladder
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Dyskusja

Uzyskane wyniki pokazuja, iz pierwotniak G. in-
testinalis pasozytujacy u psOw domowych w War-
szawie nalezy do genotypu A, C badZ genotypu D.
W wyniku podobnych badaii przeprowadzonych
w Japonii stwierdzono wystepowanie u pséw geno-
typéw A, C i D [16, 17], natomiast w Indiach
A1 B [18, 19]. Jednak w Indiach stwierdzono réw-
niez nietypowe wystepowanie u psow genotypu A-
II[19], uwazanego za typowy dla inwazji u cztowie-
ka [4]. Genotyp ten réwniez stwierdzony zostal
u pséw domowych w Meksyku [20], co wskazuje, iz
genotyp A-II nalezy réwniez postrzegac jako wyste-
pujacy u pséw. U ludzi dominujgcym genotypem
jest B, stwierdzany jest on 2 razy czgsciej niz drugi
najczesciej wystepujacy u ludzi genotyp A-II. Za-
leznos¢ te zaobserwowano w Wielkiej Brytanii, In-
diach oraz Australii [10].

Fakt stwierdzenia w populacji warszawskich
psow genotypu A-I u niewielkiego procenta zarazo-
nych pséw pozwala przypuszczad, iz zarazone osob-
niki stanowig w nieznacznym stopniu zagrozenie
dla zdrowia ludzkiego. Podobng hipoteze wysuneli
Hopkins i wsp. [6]. Ponadto uwaza sie, iz genotypy
C i D stwierdzone u wigkszosci warszawskich pséw,
nie sg zdolne do zarazenia ludzi [21]. Obecnie wia-
domo, ze giardioza psOw jest zoonozg, nie okreslo-
no jednak jaki stanowi potencjat zoonotyczny. Przy-
puszczalnie ryzyko zarazenia ludzi wzrasta wraz
z pogorszeniem warunkéw higienicznych i zalezy
rowniez od relacji, w jakich pozostaje czlowiek
z psem [10].

Giardioza u pséw wystepuje na calym swiecie,
a ekstensywnos¢ inwazji w poszczegélnych rejo-
nach waha si¢ od 1,6 do 53% [21]. We Wtoszech
stwierdzono wystepowanie Giardia spp. u 21,3%
badanych pséw [22], w Kanadzie u 7,2% [23],
w Brazylii u 12,2% [24], w Indiach u 20% [19],
w Australii u 22,1% [8], a w Niemczech u 16,6%
[9]. Réznice w ekstensywnosci wystepowania tego
pierwotniaka wynikaja zaréwno z lokalizacji
i odmiennych warunkéw higienicznych w danym
rejonie, jak i z zastosowania réznych metod badaw-
czych (bezposrednie badanie mikroskopowe, test
ELISA oraz PCR). Uzyskane w prezentowanych ba-
daniach wyniki najbardziej zblizone sg pod wzgle-
dem ekstensywnosci inwazji do wynikow Jacobsa
i wsp. [23], natomiast pod wzgledem potencjatu zo-
onotycznego do przedstawionych przez Hopkinsa
i wsp. [6]. Réznice migdzy wynikami uzyskanymi
z badan mikroskopowych oraz badai metodg PCR

wystepuja ze wzgledu na wigksza czutos¢ badania
technikg PCR. Traub i wsp. [18] w badaniach mi-
kroskopowych stwierdzili ekstensywnos¢ inwazji
wynoszacg 3%, natomiast w badaniu technikg PCR
uzyskali wyniki dodatnie u 20% zbadanych psow.
Prawdopodobnie na wystepowanie inwazji G. inte-
stinalis ma rowniez wpltyw pora roku, co zaobser-
wowali w swoich badaniach Oliveira-Sequeira
i wsp. [24]. Stwierdzili oni, iz najwigcej zarazen
ps6w wystepowato w Brazylii od sierpnia do stycz-
nia.

Rola pséw w przenoszeniu giardiozy nie zostala
ostatecznie okreslona. Ze wzgledu na potencjalne
ryzyko zarazenia czlowieka, nalezy przyjac, iz pies
zarazony G. intestinalis stanowi zagrozenie dla
zdrowia ludzi jako rezerwuar inwazji. W zwigzku
z tym wydaje si¢ istotnym zwalczanie giardiozy
w populacji pséw. Obecnie choroba zwalczana jest
u pséw w Stanach Zjednoczonych nie tylko poprzez
leczenie, ale rowniez przez wprowadzenie komer-
cyjnych szczepionek przeciwko G. intestinalis dla
psow i kotéw [25].
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