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ABSTRACT. Giardia duodenalis (syn. G. intestinalis, G. lamblia) is a cosmopolitan flagellate organism belonging to
the most common intestinal protozoan parasites of humans and animals. Great genetic heterogeneity has been found
within G. duodenalis, where only genotypes representing assemblages A and B have zoonotic potential. Fecal samples
(447 specimens) obtained from 232 humans in West-central region of Poland were examined by microscopy and PCR.
The total prevalence of Giardia in humans was 1.3%. DNA was extracted from three positive fecal samples and PCR
products were obtained after amplification using the f-giardin primers G7 and G759. Sequence and phylogenetic
analyses showed that G. duodenalis isolates from humans belonged to A and B genotypes. Moreover, three
subgenotypes, including a cosmopolitan subgenotype A2 and two new subgenotypes A and B were detected.
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Kosmopolityczny wiciowiec Giardia duodenalis
(syn. G. intestinalis, G. lamblia) nalezy do najczgst-
szych pasozytniczych pierwotniakéw jelitowych lu-
dzi, jak i wielu gatunkéw ssakéw [1-3]. Czeste wy-
stepowanie Giardia u ludzi §wiadczy zaréwno o ta-
twosci zarazenia, jak i o licznych drogach transmisji
tego pasozyta. Najczgstszym sposobem szerzenia
si¢ Giardia wsrdd ludzi jest bezposrednia transmisja
cyst pasozyta na drodze fekalno-oralnej. Dotyczy to
gtéwnie dzieci przebywajacych w ztobkach i przed-
szkolach, pacjentéw instytucji psychiatrycznych
i czlonkéw ich rodzin oraz oséb preferujacych sto-
sunki oralno-genitalne lub oralno-analne [4]. Do za-
razenia Giardia dochodzi réwniez na drodze po-
sredniej, poprzez spozywanie zanieczyszczonej ka-
fem zywnosci i wody. Do zanieczyszczenia zywno-
sci cystami Giardia dochodzi najczesciej w trakcie

przygotowywania positkéw, rzadziej wskutek na-
wozenia upraw roslinnych odchodami ludzkimi lub
wykorzystywania zanieczyszczonej wody do na-
wadniania upraw. Obecnos¢ cyst Giardia stwier-
dzono na warzywach i owocach [5,6]. Chociaz
transmisja cyst Giardia poprzez zywnos¢ byta suge-
rowana juz w latach dwudziestych ubiegitego wieku,
to dotychczas opisano niewiele epidemii zywno-
Sciopochodnych. Do tej pory udokumentowano
osiem epidemii giardiozy po spozyciu salatek, suro-
wych warzyw, puddingu, flakéw i tososia [7]. Nato-
miast w pismiennictwie jest wiele doniesien o wod-
nopochodnych epidemiach giardiozy; w ostatnich
trzech dekadach udokumentowano 165 wodnopo-
chodnych epidemii [8].

Wystepowanie morfologicznie identycznych po-
pulacji G. duodenalis u licznych gatunkéw zywicie-
li, jak i istnienie wielu mozliwosci zarazenia stano-
wi istotne ograniczenie w poznaniu epidemiologii
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i transmisji tego pasozyta.

Coraz czegstsze wykorzystywanie technik biolo-
gii molekularnej w celu molekularnej charakterysty-
ki izolatéw G. duodenalis wykazato znaczne zrézni-
cowanie genetyczne w obrebie tego gatunku. Wyni-
ki licznych badafi ponownie wskazywaly, ze wigk-
sz0$¢ izolatéw Giardia uzyskanych od ludzi i zwie-
rzat w réznych regionach swiata nalezy do dwéch
gléwnych zbioréw genotypow, ktére dawniej okre-
Slano jako ,,polskie” i ,,belgijskie” [9], a obecnie sa
powszechnie nazywane jako zbiory genotypéw
A 1B [10,11]. Ponadto wykazano, ze izolaty G. du-
odenalis od uzyskane od kotow, pséw, nornikéw,
pizmakéw, szczurdéw i zwierzat kopytnych nalezg
do odrebnych genotypéw (C-G), ktére cechujg si¢
waska specyficznoscig zywicielskg [12—18]. Oprécz
tego, stale sg opisywane nowe genotypy Giardia,
ktére wystepuja gtdwnie u dziko zyjacych zwierzat
[19-21]. Ponadto, wykazano, ze zr6znicowanie ge-
netyczne G. duodenalis jest duzo wigksze niz do-
tychczas sagdzono i w obrebie niektérych zbioréw
genotypéw wyodrebniono subgenotypy [12,17,
22-241].

Do identyfikacji molekularnej Giardia najczg-
Sciej wykorzystywana jest technika PCR wraz z jej
odmianami oraz analiza sekwencji (jednego badz
kilku) markeréw molekularnych. W Banku Genéw
(National Center for Biotechnology Information
— NCBI) znajduje si¢ duza liczba sekwencji genéw
reprezentujagcych markery molekularne izolatéw
Giardia uzyskanych od ludzi i zwierzat z r6znych
regionéw Swiata, w tym najwigcej (ponad 200) zde-
ponowano sekwencji fragmentu genu kodujacego
biatko fS-giarding [25].

Celem pracy bylo okreslenie czgstosci wystepo-
wania G. duodenalis u ludzi z rejonu Wielkopolski
oraz identyfikacja genotypow i subgenotypéw tego
pasozyta na podstawie analizy sekwencji fragmentu
genu kodujacego S-giarding.

Material i metody

Ogoétem uzyskano 447 préb katu od 232 oséb po-
chodzacych z pigciu miejscowosci potozonych
na terenie Wielkopolski. Najwigkszg liczbe prob ka-
tu (200 préb) uzyskano od 100 dzieci z dwdéch
przedszkoli w Swarzgdzu. Préby katu byly dwu-
krotnie pobierane przez rodzicéw dzieci. Do badan
wykorzystano 130 préb katu od 65 oséb skierowa-
nych do badani w kierunku obecnosci pasozytéw je-
litowych do Katedry i Zaktadu Biologii i Parazyto-
logii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Po-

znaniu. Od kazdej osoby badano dwie préby katu.
Materiat do badani stanowito réwniez 36 préb katu
uzyskanych od 36 dzieci hospitalizowanych na Od-
dziale Dziecigcym Szpitala w Sremie. Zbadano ta-
kze proby katu od 0s6b majacych czesty kontakt ze
zwierzetami hodowlanymi i/lub ich odchodami.
Proby katu uzyskano od szesciu oséb pracujgcych
i/lub przebywajacych w stadninie koni. Ponadto,
do badan wiaczono préby katu pochodzace
od 25 oséb majacych kontakt z bydiem; od kazdej
osoby zbadano trzy préby katu.

W celu wykrycia cyst Giardia z kazdej, doktad-
nie wymieszanej proby katu wykonywano trzy cien-
kie rozmazy na odtluszczonych szkietkach podsta-
wowych; dwa swieze rozmazy (jeden w 0,6% roz-
tworze soli fizjologicznej i drugi podbarwiany pty-
nem Lugola) oraz rozmaz trwaly, barwiony trichro-
mem. Preparaty przeglagdano w mikroskopie Swietl-
nym (Axioskop, Zeiss) stosujgc obiektyw immer-
syjny (1000x powigkszenie).

Z pozytywnych w kierunku obecnosci Giardia
préb katu izolowano DNA pasozyta metodg Fast-
Prep wedlug protokotu opisanego przez da Silva
i wspotpracownikoéw [26]. Izolowany z cyst Giardia
roztwoér DNA (100 pl) oczyszczano na kolumien-
kach wykorzystujagc komercyjny zestaw QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen Inc., USA). Oczysz-
czanie DNA przeprowadzono zgodnie z instrukcjg
producenta.

Laicuchowg reakcje polimerazy przeprowadzo-
no wedlug protokotu opisanego przez Caccio
i wspolpracownikéw [22]; reakcje prowadzono
przy uzyciu pary starteréw G7 i G759, ktére powie-
lajg fragment genu S-giardiny G. duodenalis o wiel-
kosci 753 pz, polimerazy Taq AmpliTaq Gold (Ap-
plied Biosystem, USA) oraz termocyklera Gene-
Amp 2400 (Applied Biosystem, USA). Do kazdej
serii badari wigczano dwie kontrole — kontrolg pozy-
tywng stanowito 5 ul roztworu DNA izolowanego
z trofozoitow Giardia (referencyjny szczep Port-
land-1) utrzymywanych w hodowli in vitro, nato-
miast kontrole negatywng stanowita préba, do kto-
rej dodawano 5 ul sterylnej wody dejonizowanej za-
miast matrycy DNA.

Rozdziat produktéw PCR przeprowadzano w 2%
zelu agarozowym SeaKem (FMC) stosujac aparat
do elektroforezy (GibcoBRL, Horizon 11-14). Wy-
barwiony bromkiem etydyny zel ogladano w swie-
tle UV przy uzyciu transiluminatora UV (Photo-
Prep I, Photodyne).

Do sekwencjonowania uzywano produkt PCR
z mieszaniny reakcyjnej o objetosci minimum 15 pl.



Genotypowanie izolatéw Giardia 173

H3-001

%9 H2-001

100 A
czlowiek (KC8)

czlowiek (WB)

56

39] L——— kot (A101) |F

krowa (P15) | E
- — czlowiek (LD18)
— czlowiek (BAHS8)
99 B
29 I H1-001
89 czlowiek (Nij5)
pies (A29) |cC
60 pies (A27) |D
G. muris
—
0.01

Rys. 1. Klasyfikacja filogenetyczna 13 izolatéw Giardia uzyskanych od ludzi i réznych gatunkéw zwierzat.
Objasnienia: H1-001, H2-0011i H3-001 — badane izolaty Giardia uzyskane odpowiednio od osoby dorostej i dwojga
dzieci; WB, KC8, BAHS, Nij5, LD18 — referencyjne izolaty Giardia uzyskane od ludzi (nr: X85958, AY072723,
AY072727, AY072725, AY072726); A101- referencyjny izolat Giardia od kota (nr: AY647264); P15 — referencyjny
izolat Giardia od krowy (nr: AY072729); A27 i A29 — referencyjne izolaty Giardia od pséw (nr: AYS545648A
i AY545646). Drzewo zostalo zorientowane (rooted) za pomocg sekwencji fragmentu genu f-giardiny G. muris (nr:
AY258618).

Fig. 1. Phylogenetic relationship of Giardia from humans and animals.

Notes: H1-001 — sequence of partial f-giardin gene of Giardia isolate obtained from adult; H2-001 and H3-001
— sequence of partial S-giardin gene of Giardia isolates from two boys; WB, KC8, BAHS8, LD18, Nij5 — reference
Giardia isolates from humans (accession numbers: X85958, AY072723, AY072727, AY072725 and AY072726,
respectively); A101- reference Giardia isolate from cat (accession number AY647264); P15 — reference Giardia isolate
from cow (accession number AY072729); A21 and A29 — reference Giardia isolates from dogs (accession numbers:
AY545644 and AY545646, respectively). G. muris (accession number AY258618) represents as outgroup.
Phylogenetic relationship of 13 Giardia isolates inferred by the neighbor-joining analysis of the S-giardin nucleotide
sequences.

Produkty amplifikacji sekwencjonowano w dwdéch Wyniki
orientacjach przy wykorzystaniu odczynnikow Big-
Dye v3.1 i automatycznego sekwenatora ABI Prism Ogotem, sposrod 447 badanych préb katu uzy-
3130 XL (Applied Biosystems, USA). skanych od 232 os6b, cysty Giardia stwierdzono
Do analizy sekwencji fragmentu genu S-giardiny ~ W trzech probach katu (0,7%), a czgstos¢ wystepo-
ogélnodostepne programy komputerowe (BioEdit wania tego pasozyta u ludzi wynosita 1,3%. Wszyst-
i GenDoc). Analize filogenetyczng przeprowadzono ~ Ki€ pozytywne préby katu pochodzity od os6b
przy wykorzystaniu programu komputerowego ME- mieszkajacych w Poznaniu. Cysty Giardia stwier-
GA version 4.0 [27]. Do utworzenia drzewa filoge- dzono w probach katu pobranych od dwéch chtop-
netycznego wykorzystano algorytm ,,neighbor-jo- céw oraz od trzydziestoletniego me¢zczyzny. Nato-
ining”, a topologi¢ drzewa oceniano przy wykorzy- miast nie wykryto cyst Giardia w prébach katu po-
staniu algorytmu ,,bootstrap” [28]. branych od dzieci uczeszczajacych do dwéch przed-
szkoli w Swarzedzu i dzieci hospitalizowanych
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w szpitalu w Sremie, a takze u 0s6b majacych staty
kontakt ze zwierzgtami i/lub ich odchodami.

Przy wykorzystaniu techniki PCR oraz pary star-
terow G7 1 G759 uzyskano produkty amplifikacji
fragmentu genu f-giardiny, ktére zsekwencjonowa-
no. Dlugosci uzyskanych sekwencji fragmentu genu
f-giardiny trzech izolatéw Giardia od ludzi wyno-
sity 700 pz, 726 pz i 736 pz. Nastepnie, poréwnano
sekwencje fragmentu genu f-giardiny badanych
izolatéw Giardia od ludzi wzglgdem siebie oraz
z sekwencjami zdeponowanymi w Banku Gendéw
(NCBI). Stwierdzono, ze dwa badane izolaty Giar-
dia od dzieci (H2-001 i H3-001) nalezaty do zbioru
genotypdéw A, a izolat uzyskany od dorostej osoby
(H1-001) do zbioru genotypéw B. Wykazano takze,
iz sekwencja DNA fragmentu genu f-giardiny izo-
latu H1-001 uzyskanego od me¢zczyzny byta w 99%
identyczna z sekwencjq izolatu G. duodenalis Nij5
pochodzacego od czlowieka z Holandii (nr akcesyj-
ny AY072725) i okreslonego jako subgenotyp B1;
sekwencje badanego markera molekularnego izola-
tu H1-001 i Nij5 réznily sie jedynie w trzech miej-
scach nukleotydowych (3 SNP). Z kolei, sekwencja
fragmentu genu f-giardiny izolatu Giardia H2-001
pochodzagcego od dwuletniego chiopca byta
w 100% identyczna z sekwencjg fragmentu tego sa-
mego genu izolatu Giardia KC8 uzyskanego
od cztowieka z Izraela (nr akcesyjny AY072723)
i nalezacego do zbioru genotypéw A i subgenotypu
A2. Natomiast sekwencja fragmentu genu f-giardi-
ny izolatu Giardia H3-001 uzyskanego od drugiego
od dziecka byta identyczna w 99% z sekwencja te-
go samego izolatu Giardia — KC8. Stwierdzono r6-
znice tylko w jednym miejscu nukleotydowym
(1 SNP). W Banku Genéw (NCBI) zdeponowano
3 sekwencje fragmentu genu f-giardiny (nr akcesyj-
ne: FJ009207, FJ009208, GU396696) izolatéw
Giardia od ludzi (H1-001 1 H2-001, H3-001).

Klasyfikacje filogenetyczng oparta na sekwen-
cjach fragmentu genu f-giardiny izolatow Giardia
przedstawia Rys. 1.

Filogenetyczna analiza sekwencji fragmentu ge-
nu fB-giardiny wykazala wysoka wartos¢ bootstrap
(70%) badanych izolatéw (H1-001, H2-001, H3-
-001) G. duodenalis wykrytych u ludzi z terenu Po-
znania. Sekwencje fragmentéw markera molekular-
nego ulokowane sg w réznych kladach (grupach)
—izolaty H2-001 i H3-001 sg wyraznie dopasowane
(70%) do zbioru genotypéw A (subgenotyp
A2; szczep KC8), podczas gdy izolat H1-001 jest
zgrupowany (91%) w obrebie kladu z subgenoty-
pem B1 (szczep Nij5).

Dyskusja

G. duodenalis jest jednym z najczgstszych paso-
zytéw jelitowych czlowieka. Jednak czgstosé wy-
stepowania giardiozy u ludzi jest odmienna w ro-
znych regionach Swiata i waha si¢ od 2 do 5%
w krajach rozwinigtych, natomiast w krajach rozwi-
jajacych sie czestos¢ wystepowania jest wyzsza
i wynosi od 20 do 73% [29,30]. W niniejszych ba-
daniach ogélna czestos¢ wystgpowania giardiozy
u ludzi byta niska i wynosita 1,3%. Cysty Giardia
wykryto jedynie w kale trzech oséb mieszkajacych
w Poznaniu; giardioz¢ stwierdzono u jednej osoby
dorostej z 36 badanych (2,8%) oraz u dwéch z 29
badanych dzieci (6.9%). Chociaz ogdlna czgstos¢
wystepowania giardiozy u ludzi w Wielkopolsce
stwierdzona w tych badaniach byta niska, to jednak
byla trzykrotnie wyzsza niz ta, ktérg stwierdzono
kilka lat temu u ludzi z tego samego regionu [31].
Czestos¢ wystgpowania giardiozy w innych regio-
nach Polski waha si¢ od 1 do 8.8% [32,33]. Nie
mniej, ogdlna liczba przypadkéw giardiozy u ludzi
w Polsce jest niska [34].

W prezentowanej pracy nie stwierdzono Giardia
u 0séb mieszkajacych w czterech matych miejsco-
wosciach Wielkopolski, a co wiecej — réwniez
u dzieci uczeszczajacych do przedszkoli. Jest to za-
skakujace, poniewaz giardioza wsréd dzieci przed-
szkolnych w krajach rozwinigtych czgsto wystepuje
i ekstensywnos$¢ zarazenia moze wynosi¢ nawet
35% [29].

W prezentowanych badaniach do okreslenia ge-
notypu i subgenotypu Giardia wykorzystano frag-
ment genu f-giardiny jako molekularny marker.
Dotychczas sklonowano kilka genéw kodujacych
giarding: pl-giardina, a2-giardina, p-giardina i y-
-giardina [35-37]. Za uzyciem w tych badaniach te-
go markera molekularnego zadecydowato kilka fak-
tow. Geny kodujace giardiny sg unikalne dla Giar-
dia [38], a zatem w trakcie PCR nie dochodzi
do krzyzowej amplifikacji DNA pochodzacego z in-
nych 7rdédet (zywiciel, grzyby, glony, bakterie lub
inne pasozyty) [39]. Ta wysoka specyficznos¢ am-
plifikacji fragmentu genu f-giardiny stanowi istotng
przewage nad pozostaltymi markerami molekularny-
mi, ktére wykorzystywano do genotypowania izola-
tow Giardia [22]. Ponadto, w poréwnaniu z innymi
markerami molekularnymi, w Banku Genéw
(NCBI) zdeponowano najwiecej sekwencji frag-
mentow genu f-giardiny izolatéw Giardia uzyska-
nych od ludzi i zwierzat z r6znych regionéw swiata
[25]. Duza liczba zdeponowanych sekwencji frag-
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mentéw tego markera molekularnego pozwolita
na doktadniejszg analiz¢ molekularng badanych izo-
latéw Giardia oraz na przeprowadzenie bardziej
wiarygodnej analizy filogenetyczne;j.

Przeprowadzona w tych badaniach molekular-
na charakterystyka trzech izolatéw G. doudenalis
od ludzi wykazata, ze dwoje dzieci byto zarazonych
genotypem A tego pasozyta, podczas gdy giardio-
za u mezczyzny byta wywotana genotypem B. Ba-
dania dotyczace wystgpowania genotypéw G. du-
odenalis u ludzi w Wielkopolsce przeprowadzono
kilkanascie lat temu [9]. Wyniki tych badan wyka-
zaly, ze u ludzi z regionu Wielkopolski wystepowat
genotyp A G. duodenalis, okreslony wéwczas jako
»polski” [9]. Czeste wystepowanie zbioru genoty-
péw A G. duodenalis u ludzi w réznych regionach
Swiata stwierdzano w ostatnich dwoéch dekadach
ubiegtego wieku [40]. Jednak wyniki genotypowa-
nia ponad tysigca izolatéw tego pasozyta uzyska-
nych od ludzi z ré6znych regionéw swiata wskazuja,
ze obecnie u ludzi czgsciej wykrywane sg genotypy
B G. duodenalis niz genotypy A [41]; np. czgstosé
wystepowania genotypu B G. duodenalis u ludzi:
w Norwegii i w Indiach wynosi 100% [18,42],
w Bangladeszu — 86,5% [43], w Peru — 76% [18],
w Australii — 70% [44] i w Hiszpanii — 56% [46].
Niektorzy autorzy wskazuja, ze przyczyng czgstsze-
go wystepowania genotypu B G. duodenalis u ludzi
w réznych regionach jest fakt, ze zarazenie tym ge-
notypem pasozyta jest bezobjawowe [3,43,46]. Po-
twierdzeniem tego sg wyniki badai dzieci przed-
szkolnych w Australii; u dzieci zarazonych izolata-
mi Giardia nalezacymi do genotypu A niemal
30-krotnie czesciej wystepowata biegunka niz
u dzieci zarazonych genotypem B G. duodenalis
[46]. Zatem dzieci zarazone genotypem A Giardia
byly leczone, podczas gdy te, zarazone genotypem
B nadal uczgszczaty do przedszkola. Natomiast inni
autorzy wykazali, Ze wystgpowanie genotypu B
G. duodenalis u ludzi w Holandii wiaze si¢ z dlugo-
trwata biegunkg [47]. Réwniez genotyp B G. duode-
nalis byl przyczyng epidemii w ztobku [48].

W niniejszej pracy stwierdzono, ze objawowa
giardioza wystgpowata zaréwno u dwéch chtopcéw
zarazonych genotypem A G. duodenalis, jak i u me-
zczyzny, ktéry byl zarazony genotypem B tego pa-
sozyta. Totez, powigzanie objawow giardiozy z ge-
notypem Giardia wymaga dalszych i dlugofalo-
wych badan oraz wnikliwszej analizy genotypéw.
By¢ moze wyniki takich badan pozwolg na okresle-
nie znaczenia réznic mi¢dzy genotypami a wirulen-
cja pasozyta.

Filogenetyczna analiza sekwencji fragmentu ge-
nu f-giardiny potwierdzita, ze izolaty G. duodena-
lis, wykryte u ludzi z terenu Poznania, zawarte sg
w obrebie zbiorow genotypéw A i B oraz wykazala,
ze badane izolaty r6znig si¢ migdzy soba. Izolaty
Giardia uzyskane od dzieci sg bardzo blisko spo-
krewnione z izolatem KC8 uzyskanym od cztowie-
ka z Izraela i okreslonym jako subgenotyp A2, pod-
czas gdy izolat uzyskany od m¢zczyzny wykazywat
pokrewieristwo z izolatem Nij5 pochodzacym
od czlowieka z Holandii i okreslonym jako subge-
notyp B1. Ze wzgledu na to, ze sekwencja fragmen-
tu genu f-giardiny izolatu G. duodenalis H2-001
pochodzacego od chiopca byta w 100% identycz-
na z sekwencjg fragmentu tego samego genu izolatu
KC8, nalezy przyjac, ze izolat ten nalezy do subge-
notypu A2, ktéry wystepuje kosmopolitycznie i jest
identyfikowany gtéwnie u ludzi, jakkolwiek wykry-
to go réwniez u bydta we Wtoszech [23] oraz
u owiec i kéz w Belgii [49]. Natomiast sekwencja
fragmentu genu f-giardiny izolatu Giardia H3-001
uzyskanego od drugiego od dziecka byta w 99% po-
dobna do izolatu KCS8, réznigc sie jedynie w 103 po-
zycji nukleotydowej (CeA). Zatem ten izolat
G. duodenalis (H3-001) jest nowym subgenotypem
w obrebie zbioru genotypéw A. W tych badaniach
stwierdzono rowniez, ze wykryty u m¢zczyzny izo-
lat Giardia (H1-001) jest nowym subgenotypem ob-
regbie zbioru genotypéw B, poniewaz sekwencja
fragmentu genu f(-giardiny tego izolatu réznita si¢
od sekwencji odpowiadajgcego markera molekular-
nego izolatu Nij5 w trzech miejscach nukleotydo-
wych: 339 (T+>C), 660 (A—G), 744 (C—A).

Whioski

Czgstos¢ wystepowania G. duodenalis u ludzi
z terenu Wielkopolski byta niska i wynosita 1,3%.
Na podstawie molekularnej charakterystyki izola-
tow Giardia pochodzacych od ludzi zidentyfikowa-
no dwa genotypy G. duodenalis nalezace do zbioru
A i B oraz trzy subgenotypy, w tym kosmopolitycz-
ny subgenotyp A2 i dwa nowe subgenotypy A i B.
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