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ABSTRACT. Giardia is the most common intestinal protozoan parasite found in humans and animals worldwide.
Although it has been known for three hundred years, the nomenclature, taxonomy, host specificity, and pathogenicity
of Giardia still arouse numerous controversies and ambiguities. Giardia is classified into six species, that are
characterised by various ranges of hosts. The most dubious species is G. intestinalis, which includes a dozen or so
genotypes, and only two of them (genotype A and B) have wide ranges of hosts, including humans. Moreover, in some
genotype assemblages of G. intestinalis certain subgenotypes were distinguished and it was proven that in the same host
species various subgenotypes of this parasite may occur. Bearing in mind the significant genetic heterogeneity of
G. intestinalis and the fact that various genotypes and subgenotypes of this parasite are characterised by the broad or
narrow host specificity, the data concerning the frequency of giardiosis occurrence are insufficient. It is necessary to use
molecular biology techniques in order to define the genotype and/or the subgenotype of G. intestinalis that are found in
humans and in certain animal species. Furthermore, since more and more pieces of evidence connected with a possibility
of the sexual recombination of Giardia are gathered, it is unknown if genotypes and subgenotypes of this parasite are
stable in time. The aim of this thesis was to define the frequency of Giardia occurrence in humans and animals in
Wielkopolska region, to identify species and genotypes of Giardia that occur in humans and animals, as well as to obtain
an axenic culture of the chosen isolates of Giardia from animals and to compare the sequence of the b-giardin gene
fragment obtained from the DNA isolated from cysts and trophozoites in order to check if the axenisation of
G. intestinalis leads to the selection of genotypes or if Giardia genotypes are stable in time. Altogether, 2183 faecal
samples were examined for the presence of Giardia cysts; 447 faecal samples were taken from 232 persons coming from
5 cities situated in Wielkopolska, and 1736 faecal samples were obtained from 123 animal species, including: 266 faecal
samples from 113 species of animals kept in the Zoological Garden in Poznań, 1286 samples from 4 species of breeding
animals, 118 samples from dogs, and 66 samples from 5 species of wild animals. Faecal samples were taken from
animals coming from 25 places in Wielkopolska. Moreover, seven isolates of G. intestinalis were used in the studies,
which were obtained from various species of hosts and kept in an axenic in vitro culture. Microscopic, molecular and
bio-informative methods were used in the studies. From each faecal sample fresh smears were made in a 0.6% solution
of physiological salt and in Lugol’s solution, as well as a permanent smear stained with trichrome was made. Moreover,
the following molecular techniques were implemented in the studies: DNA extraction and purification, the PCR
technique (two molecular markers), electrophoresis and visualisation of PCR products, and sequencing. A fragment of
the b-giardin gene was used as a molecular marker in order to define the genotype and subgenotype of Giardia. Only
in the case of genotyping of two Giardia isolates obtained from Peromyscus eremicus another molecular marker (SSU
rRNA)was additionally used. Some widely available computer programmes (Chromas, CAP 3, BioEdit, BLASTn,
MEGA version 4.0) were utilised in the analysis of the sequence of the b-giardin gene fragment and in the phylogenetic



Streszczenie

Wi ciow ce z ro dza ju Giar dia wy stę pu ją ko smo -
po li tycz ne i na le żą do naj częst szych pa so żyt ni czych
pier wot nia ków je li to wych lu dzi oraz zwie rząt i mi -
mo, że zna ne są od po nad 300 lat, to jed nak na zew -
nic two, tak so no mia, spe cy ficz ność ży wi ciel ska i pa -
to ge nicz ność Giar dia na dal wy wo łu ją licz ne kon -
tro wer sje i nie ja sno ści. 

Ak tu al nie wy od ręb nio no sześć ga tun ków w ro -
dza ju Giar dia, któ re ce chu ją się ró żnym krę giem
ży wi cie li. Naj wię cej kon tro wer sji wzbu dza ga tu nek
G. in te sti na lis obej mu ją cy kil ka na ście ge no ty pów,
z któ rych tyl ko dwa (ge no ty py A i B) ma ją sze ro ki
krąg ży wi cie li, w tym i czło wie ka. Po nad to, w ob rę -
bie nie któ rych zbio rów ge no ty pów G. in te sti na lis
wy od ręb nio no sub ge no ty py i wy ka za no, że u te go
sa me go ga tun ku ży wi cie la mo gą wy stę po wać ró żne
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analysis. The culture of Giardia trophozoites was established to compare the sequence of the partial b-giardin gene from
cysts and trophozoites. Concentration and purification of Giardia cysts in the saccharose gradient, and the excystation
technique were applied in the studies to obtaining an axenic in vitro culture. In this study, Giardia cysts were found in
12 faecal samples obtained from 3 persons and 5 animal species. Giardia cysts were found only in faecal samples from
humans living in Poznań and the samples obtained from animals coming from Poznań and around Puszczykowo. The
highest frequency of infection was stated in domestic animals (2.5%) and in animals kept in the Zoological Garden
(2.0%), whereas a slightly lower frequency was noticed in wild animals (1.5%) and in humans (1.3%). No Giardia cysts
were found in the faecal samples collected from breeding animals. Two new species of Giardia hosts were identified,
namely Rhinella marina and Peromyscus eremicus; however, due to a minimal amount of faecal samples supplied for
the study it was impossible to define the species and genotype of this parasite. PCR products (the partial of b-giardin
gene) were obtained in seven faecal samples out of the ten studied, including three samples from people and four faecal
samples derived from three animal species (i.e. dog, tamandua, red deer). Moreover, molecular characterization of seven
Giardia isolates from three persons and four animal species (red-bellied monkey, silver marmoset, Thomson’s gazelle,
and sheep) kept in an axenic in vitro culture was performed. Based on the b-giardin sequence fragment analysis, four
assemblages of G. intestinalis genotypes were identified (A, B, C and D). In humans, A and B G. intestinalis genotypes
and three subgenotypes, including a cosmopolitan subgenotype A2 and two new subgenotypes A and B were detected.
Furthermore, four G. intestinalis genotypes were found in animals, including three genotypes which are non-infectious
to humans, namely: genotypes C and D in dogs and a cervids-specific genotype A in red deer (Cervus elaphus), which
indicate that these animals do not constitute the source of infection to humans. On the other hand, in a tamandua from
the Zoological Garden in Poznań a new subgenotype B of G. intestinalis was identified, which due to a close
relationship with Giardia isolates obtained from humans is potentially infectious to man. In none of the studied faecal
samples a mixed infection of Giardia was found. To date, nine sequences of the partial b-giardin gene have been
deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI), including two sequences of Giardia isolates
obtained from humans (GenBank accession numbers FJ009207, FJ009208), three sequences of isolate obtained from
red deer (GenBank accession numbers EU621373, EU626198, EU216429), two sequences of both Giardia isolates
obtained from dogs (GenBank accession numbers FJ009205, FJ009206), and the single sequences obtained from
tamandua (GenBank accession number FJ009209) and from Thomson’s gazelle (GenBank accession number
EU626199). According to the literature, an axenic in vitro culture of G. intestinalis was obtained from a red deer for the
first time. Based on the analysis of the sequence of the b-giardin gene fragment obtained from the DNA isolated from
cysts and trophozoites it was proven that the red deer was infected with a single population of Giardia and that during
the axenisation of the culture no mutation in the DNA of the parasite’s trophozoites took place. Probably the time
distance that the DNA was isolated from the trophozoites kept in the culture was too short to cause the mutation. This
suggestion is confirmed by the results of the genotyping of seven G. intestinalis isolates obtained from various host
species and kept in an axenic in vitro culture for at least a number of years. Based on the molecular characteristics it
was stated that all the studied isolates from the axenic culture were identical and belonged to the same assemblage B.
The comparision with the sequences from GenBank database revealed that all mentioned isolates were 99% similar to
the sequence of Giardia Nij5 isolate obtained from a person from the Netherlands and characterised as genotype B1.
Due to the sameness of the molecular marker sequences it seems improbable that the identical G. intestinalis genotype
occurred in various time periods (the largest difference was 14 years) in humans and in a number of animal species in
diverse areas of Wielkopolska region. Quite opposite, the long-term keeping of these isolates in the homogenous
conditions of an axenic in vitro culture leads to the selection of a genotype or proves the instability of genotypes of this
parasite. Long-term studies need to be conducted in order to verify these hypothesis. Their results will have a key
meaning in explaining the genetic structure of the Giardia population and in understanding the molecular epidemiology
of giardiosis.
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sub ge no ty py te go pa so ży ta. Ma jąc na uwa dze
znacz ne zró żni co wa nie ge ne tycz ne G. in te sti na lis
oraz fakt, że ró żne ge no ty py i sub ge no ty py te go pa -
so ży ta ce chu ją się sze ro ką lub wą ską spe cy ficz no -
ścią ży wi ciel ską, da ne do ty czą ce czę sto ści wy stę po -
wa nia giar dio zy są już nie wy star cza ją ce. Ko niecz ne
sta je się wy ko rzy sta nie tech nik bio lo gii mo le ku lar -
nej, w ce lu okre śle nia ge no ty pu i/lub sub ge no ty pu
G. in te sti na lis wy stę pu ją cych u lu dzi i po szcze gól -
nych ga tun ków zwie rząt. Po nad to, ze wzglę du
na gro ma dzą ce się do wo dy na mo żli wość płcio we -
go roz mna ża nia Giar dia, nie wia do mo czy ge no ty -
py i sub ge no ty py te go pa so ży ta są sta bil ne w cza sie.

Ce lem ni niej szej pra cy by ło okre śle nie czę sto ści
wy stę po wa nia Giar dia u lu dzi i zwie rząt w Wiel ko -
pol sce, zi den ty fi ko wa nie ga tun ków i ge no ty pów
Giar dia wy stę pu ją cych u lu dzi i zwie rząt oraz uzy -
ska nie ak se nicz nych ho dow li wy bra nych izo la tów
Giar dia od zwie rząt i po rów na nie se kwen cji frag -
men tu ge nu b-giar di ny uzy ska nych z DNA izo lo -
wa ne go z cyst i tro fo zo itów w ce lu spraw dze nia,
czy ak se ni za cja G. in te sti na lis pro wa dzi do se lek cji
ge no ty pów lub czy ge no ty py Giar dia są sta bil ne
w cza sie. 

Ogó łem, zba da no 2183 pró by ka łu w kie run ku
obec no ści cyst Giar dia; 447 prób ka łu po bra no
od 232 osób po cho dzą cych z 5 miej sco wo ści po ło -
żo nych na te re nie Wiel ko pol ski, a 1736 prób ka łu
uzy ska no od 123 ga tun ków zwie rząt, w tym po bra -
no: 266 prób ka łu od 113 ga tun ków zwie rząt ho do -
wa nych w Ogro dzie Zo olo gicz nym w Po zna niu,
1286 prób od 4 ga tun ków zwie rząt ho dow la nych,
118 prób od psów oraz 66 prób od 5 ga tun ków dzi -
kich zwie rząt. Pró by ka łu od zwie rząt po bra no z 25
miej sco wo ści z te re nu Wiel ko pol ski. Po nad to,
w ba da niach wy ko rzy sta no sie dem izo la tów G. in te -
sti na lis uzy ska nych od ró żnych ga tun ków ży wi cie li
i utrzy my wa nych co naj mniej kil ka lat w ak se nicz -
nej ho dow li in vi tro.

W ba da niach wy ko rzy sta no me to dy mi kro sko -
po we, mo le ku lar ne i bio in for ma tycz ne oraz za kła -
da nie ak se nicz nych ho dow li in vi tro. Z ka żdej pró -
by ka łu wy ko ny wa no świe że roz ma zy ka łu w 0,6%
roz two rze so li fi zjo lo gicz nej i w pły nie Lu go la oraz
trwa ły roz maz bar wio ny tri chro mem. Po nad to,
w ba da niach wy ko rzy sta no na stę pu ją ce tech ni ki
mo le ku lar ne: izo la cję i oczysz cza nie DNA, tech ni -
kę PCR (dwa mar ke ry mo le ku lar ne), elek tro fo re -
tycz ny roz dział i wi zu ali za cję pro duk tów PCR oraz
se kwen cjo no wa nie. Do okre śle nia ge no ty pu i sub -
ge no ty pu Giar dia wy ko rzy sta no frag ment ge nu 
b-giar di ny ja ko mo le ku lar ny mar ker, Tyl ko w przy -

pad ku ge no ty po wa nia dwóch izo la tów Giar dia uzy -
ska nych od my sza ka kak tu so we go wy ko rzy sta no ta -
kże in ny mar ker mo le ku lar ny – frag ment ge nu ko -
du ją ce go RNA z ma łej pod jed nost ki ry bo so mu
(SSU rRNA). Do ana li zy se kwen cji frag men tu ge nu
b-giar di ny i ana li zy fi lo ge ne tycz nej wy ko rzy sta no
ogól no do stęp ne pro gra my kom pu te ro we (Chro mas,
CAP 3, Bio Edit, BLASTn, ME GA ver sion 4.0).

Ho dow lę tro fo zo itów Giar dia za kła da no w ce lu
po rów na nia se kwen cji frag men tu ge nu b-giar di ny
pa so ży ta izo lo wa ne go z cyst i tro fo zo itów. W ce lu
uzy ska nia ak se nicz nej ho dow li Giar dia wy ko rzy -
sta no tech ni kę za gęsz cza nia i oczysz cza nia cyst
w gra dien cie sa cha ro zy oraz tech ni kę eks cy ta cji.

Ogó łem, mi kro sko po wo cy sty Giar dia wy kry to
w 12 pró bach ka łu po cho dzą cych od trzech osób
i pię ciu ga tun ków zwie rząt. Cy sty Giar dia stwier -
dzo no je dy nie w pró bach ka łu od osób miesz ka ją -
cych w Po zna niu oraz w pró bach po cho dzą cych
od zwie rząt z te re nu Po zna nia i oko li cy Pusz czy ko -
wa. Naj wy ższą czę stość za ra że nia stwier dzo no
u zwie rząt do mo wych (2,5%) i ho do wa nych w ZOO
(2%), a nie co ni ższą u dzi kich zwie rząt (1,5%)
i u lu dzi (1,3%). Nie wy kry to cyst te go pier wot nia -
ka w pró bach ka łu po bra nych od zwie rząt ho dow la -
nych. Zi den ty fi ko wa no dwa no we ga tun ki ży wi cie -
li Giar dia – ro pu cha ku ru ru i my szak kak tu so wy,
jed nak ze wzglę du na mi ni mal ną ilość ka łu, ja ką do -
star czo no do ba dań, nie uda ło się okre ślić ga tun ku
i ge no ty pu te go pa so ży ta. 

Obec ność cyst i DNA Giar dia (frag ment ge nu 
b-giar di ny) stwier dzo no w 7 pró bach ka łu z 10 ba -
da nych, w tym w trzech pró bach po bra nych od lu dzi
oraz w czte rech pró bach ka łu uzy ska nych od trzech
ga tun ków zwie rząt (pies, ta man dua, je leń). Po nad to,
uzy ska no am pli ko ny frag men tu ge nu b-giar di ny
z tro fo zo itów 7 izo la tów Giar dia uzy ska nych
od trzech osób oraz czte rech ga tun ków zwie rząt
(kocz ko da na czer wo no brzu che go, mar mo ze ty bia -
łej, ga ze li To mi i owcy) i utrzy my wa nych w ak se -
nicz nej ho dow li in vi tro.

Na pod sta wie mo le ku lar nej cha rak te ry sty ki uzy -
ska nych se kwen cji frag men tu ge nu b-giar di ny zi -
den ty fi ko wa no 4 zbio ry ge no ty pów G. in te sti na lis:
A, B, C i D. U lu dzi zi den ty fi ko wa no dwa ge no ty py
G. in te sti na lis na le żą ce do zbio ru A i B oraz trzy
sub ge no ty py, w tym ko smo po li tycz ny sub ge no typ
A2 oraz dwa no we sub ge no ty py A i B. Na to miast
u zwie rząt zi den ty fi ko wa no czte ry ge no ty py G. in -
te sti na lis, w tym trzy ge no ty py nie in wa zyj ne dla
czło wie ka: ge no typ C i D u psów oraz spe cy ficz ny
dla je le nio wa tych ge no typ A u je le nia eu ro pej skie -



go – co wska zu je, że zwie rzę ta te nie sta no wią źró -
dła za ra że nia dla czło wie ka. Z ko lei u ta man duy
z Ogro du Zo olo gicz ne go w Po zna niu zi den ty fi ko -
wa no no wy sub ge no typ B G. in te sti na lis, któ ry – ze
wzglę du na bli skie po kre wień stwo z izo la ta mi Giar -
dia uzy ska ny mi od lu dzi – jest po ten cjal nie in wa -
zyj ny dla czło wie ka. W żad nej ba da nej pró bie ka łu
nie stwier dzo no mie sza nej in wa zji Giar dia. Do -
tych czas w Ban ku Ge nów (NCBI) zde po no wa no
dzie więć se kwen cji frag men tu ge nu b-giar di ny,
w tym dwie se kwen cje izo la tów Giar dia od lu dzi
(nr ak ce syj ne FJ009207, FJ009208), trzy se kwen cje
izo la tu od je le nia eu ro pej skie go (nr ak ce syj ne EU -
621373, EU 626198, EU 216429), dwie se kwen cje
obu izo la tów Giar dia uzy ska nych od psów (nr ak ce -
syj ne FJ009205, FJ009206) oraz po je dyn cze se -
kwen cje od ta man duy (nr ak ce syj ny FJ009209)
i od ga ze li To mi (nr ak ce syj ny EU 626199).

Po raz pierw szy uzy ska no ak se nicz ną ho dow lę
in vi tro G. in te sti na lis od je le nia. Na pod sta wie ana -
li zy se kwen cji frag men tu ge nu b-giar di ny uzy ska -
nych z DNA izo lo wa ne go z cyst i tro fo zo itów wy -
ka za no, że je leń był za ra żo ny po je dyn czą po pu la cją
Giar dia oraz że w trak cie ak se ni za cji ho dow li nie
do szło do mu ta cji w DNA tro fo zo itów te go pa so ży -
ta. Praw do po dob nie od stęp cza so wy, w któ rym izo -
lo wa no DNA z tro fo zo itów utrzy my wa nych w ho -
dow li był jed nak zbyt krót ki, aby mo gło dojść

do mu ta cji. Po twier dze niem tej su ge stii są wy ni ki
ge no ty po wa nia 7 izo la tów G. in te sti na lis uzy ska -
nych od ró żnych ga tun ków ży wi cie li i utrzy my wa -
nych w ak se nicz nej ho dow li in vi tro od co naj mniej
kil ku lat. Na pod sta wie mo le ku lar nej cha rak te ry sty -
ki stwier dzo no, że wszyst kie ba da ne izo la ty z ak se -
nicz nej ho dow li by ły iden tycz ne i na le ża ły do te go
sa me go zbio ru ge no ty pów B i by ły w 99% po dob ne
do se kwen cji izo la tu Giar dia Ni j5 uzy ska ne go
od czło wie ka z te re nu Ho lan dii i scha rak te ry zo wa -
ne go ja ko ge no typ B1. Ze wzglę du na iden tycz ność
se kwen cji mar ke ra mo le ku lar ne go wy da je się ma ło
praw do po dob ne, aby iden tycz ny ge no typ G. in te sti -
na lis wy stę po wał w ró żnym cza sie (naj więk sza ró -
żni ca wy no si ła 14 lat) u lu dzi i u kil ku ga tun ków
zwie rząt w roz ma itych miej scach Wiel ko pol ski. Ra -
czej, dłu go trwa łe utrzy my wa nie tych izo la tów
w jed no rod nych wa run kach ak se nicz nej ho dow li in
vi tro pro wa dzi do se lek cji ge no ty pu lub świad czy
o nie sta bil no ści ge no ty pów te go pa so ży ta. Spraw -
dze nie tych hi po tez wy ma ga jed nak dłu go fa lo wych
ba dań do świad czal nych. Wy ni ki tych ba dań bę dą
mia ły klu czo we zna cze nie w wy ja śnie niu ge ne tycz -
nej struk tu ry po pu la cji Giar dia oraz w zro zu mie niu
mo le ku lar nej epi de mio lo gii giar dio zy. 

Wpły nę ło 27 paź dzier ni ka 2009
Za ak cep to wa no 3 li sto pa da 2009
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