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Van Bolgesindeki Kopeklerde Giardia duodenalis Yaygihginin Mikroskobik ve Molekiiler Yontemlerle
Arastirilmasi
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Bu ¢aligmanin amaci, Van bolgesindeki kdpeklerde bulunan Giardia duodenalis yayginliginin
mikroskobik ve molekiiler yontemlerle arastirilmasidir. Calismanin hayvan materyalini 2020-
2021 tarihlerinde Van ilindeki 6zel veteriner kliniklerine getirilen 0-3 yas arasi toplam 200
kopek digk: 6rnegi olugturmaktadir. Kopeklerin rektumlarindan digkr 6rnekleri alindi ve soguk
zincirle laboratuvara getirildi. Giardia spp. yoniinden mikroskobik inceleme gerceklestirilip
sonrasinda 200 drnegin tamamindan DNA ekstraksiyonu yapildi. Caligmaya ilgili primerlerle
Nested PCR uygulandi. Calismanin mikroskobik sonucu 200 6rnekte 12'sinde (% 6) iken Nested
PCR sonucu ise 18 (%9)’inde Giardia spp. kistleri tespit edildi. Sonug¢ olarak Van ilinde
kopeklerde Giardia spp. yayginliginin molekiiler olarak arastirilmasi ilk defa kayit altina alindu.
Ayrica Nested PCR metodunun mikroskobik inceleme ile karsilastirildiginda daha giivenilir
oldugu goriildii. Arastirmanin verilerine gore kopeklerde Giardiasisin yaygin oldugu ve koruma
kontrolleri i¢in gerekli tedbirlerin alinmasi gerektigi rapor edildi.
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Methods
ABSTRACT:

The purpose of this study is to investigate the prevalence of Giardia duodenalis in dogs in the
Van region by microscopic and molecular methods. The animal samples of the study consists
of a total of 200 dog aged 0-3 years feces samples, which were brought to private veterinary
clinics in Van province between 2020-2021. Stool samples were taken from the rectums of dogs
and brought to the laboratory in a cold chain. Then, microscopic examination of Giardia spp.
was performed. Microscopic examination was performed for Giardia spp, and then DNA
extraction was performed from all 200 samples Nested PCR with the relevant primers was
applied to the study. While the microscopic result of the study was 12 (6%) of 200 samples,
Giardia spp cysts were detected in 18 (9%) of the Nested PCR results. In conclusion, molecular
investigation of the prevalence of Giardia spp in dogs in Van province was recorded for the first
time. In addition, the Nested PCR method was found to be more reliable when compared to
microscopic examination. According to the data of the study, it was reported that Giardiasis is
common in dogs and that necessary precautions should be taken for protection controls.
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GIRIS

Paraziter enfeksiyonlar insan ve hayvan sagligini direk veya dolayli yoldan etkisi altina almigtir
ve 6nemli 6l¢iide tehdit etmektedirler (Giiltekin ve ark. 2017; Ayan ve ark., 2019).

G. duodenalis, insan da dahil olmak {izere kedi, kdpek ¢ogu omurgali hayvanin bagirsaginda
enfeksiyon olusturan zoonotik karakterli bir parazittir (Bahramdoost ve ark. 2021). Sindirim
semptomlarindan diyare belirtisi ile hem insan hem de hayvanlarda 6nemli bir etmen olarak karsimiza
¢ikan tek hiicreli bir ajandir (Soran ve ark., 2021). Giardiazis, protozoonun kontamine su ve gidanin oral
olarak alimmasi ile gerceklesmektedir. Ayrica hayvandan insana veya insandan insana temas sonrasi
parazitin agizdan alinmasiyla olustugu bildirilmektedir (Ertas ve Ayan, 2022). G. duodenalis’nin kiiresel
capta, gelismemis ve gelisme asamasinda olan iilkelerdeki insan, kopek ve kedi gibi canlilarda ciddi
oranlarda rapor edildigi bildirilmektedir. Ayrica bu parazitin veteriner hekimlikte ilk kez hasta
kopeklerdeki klinik bulgular1 1948 tarihinde kayit altina alinmistir (Sar1 ve Onmaz, 2011).

Giardiazis, kistlerin ve ¢evre kontaminasyonlarin oldugu, barmaklar, evcil hayvan diikkanlari,
parklar ve kopeklerin basibos serbest dolasabildigi sahalar ciddi risk olusturmaktadir (Thompson ve
Monis, 2012). Bu parazitin prevalansi mercek altina alindiginda kontrollerin yapildig: ergin kopeklerde
dahi %10, yavrularda ise %36-50 oldugu ayrica bariak hayvanlarinda bu oranin %100'ec ulastig1 kayit
altina alinmigtir (Bilgi¢ ve ark., 2020).

Giardia spp. kaynakli enfeksiyonlarin siddeti; parazitin alindigi miktara, bulundugu canlinin
gelisimine, beslenmesine, bagisiklik sisteminin etkinligine ve de genetik yapiya bagh degisiklik
gostermektedir (Sahagun ve ark., 2007). Cogunlukla belirti gostermemesine ragmen, hastalarda 6nemli
oranda s1v1 ve kilo kaybina sebep olacak kadar siddetli semptomlar ortaya ¢ikmaktadir (Periago ve ark.,
2018).

G. duodenalis’'in tanisin1 gergeklestiren birgok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler direk ve
indirek seklinde siniflandirilabilir. Direk yontemlerin basinda mikroskobik inceleme gelmektedir.
Indirek yontemler ise Enzym Immun Assay (EIA) ve Immiinofloresan test (IFA) gibi diskida parazitin
cesitli antijenik yapilarmi arastirmaya yonelik teknikler sayilabilir (Ozekinci ve ark. 2005). Ayrica
giardiazisin tanisinda Western Blot, ELISA gibi serolojik ve immiinolojik yontemlere olan yaklasim
gittikce gelismektedir (Ak ve ark. 2007). Buna ilaveten Nested PCR indirek yontemlerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontem polimeraz zincir reaksiyonunun ozgiinliigiinii arttirmak igin
gelistirilmis bir tekniktir. Nested PCR metodunda istenilen hedef bolgenin bulunup c¢ikarilmasini
saglamak asil amac1 olusturur. Gen dizilim odakli olan Nesve yaygin olarak tercih edildigi bilinmektedir.
(Mayer ve Palmer, 1996; Lass ve ark., 2017; Tarqui-Terrones ve ark., 2019).

Bu caligmanin amaci Van bodlgesindeki kdpeklerde bulunan Giardia duodenalis yayginliginin
mikroskobik ve molekiiler yontemlerle arastiriimasidir.

MATERYAL VE METOT

Diski Orneklerinin Toplanmasi: Bu calisma 24/09/2020 tarih ve 2020/09-02 sayili karar1 ile Van
YUHADYEK tarafindan onaylanmigtir. Calismanin hayvan materyali 2020-2021 yillar1 arasinda Van
ilindeki 6zel veteriner kliniklerine getirilen 0-3 yas aras1 toplam 200 kopek diski 6rnegi olusturdu. Diski
numuneleri her bir kopegin rektumundan alinarak digki kaplarina konuldu. Alinan her 6rnek igin
hayvanin cinsiyeti ve yast kaydedildi. Ardindan numuneler soguk zincirde laboratuvara getirildi.
Mikroskobik Analiz: Mikroskobik inceleme (X40 biiyilitme) de Nativ yontem kullanilarak 200 6rnegin
tamami Giardia spp. Kistleri yoniinden incelendi (Ozbel ve Dagc1 1997).
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DNA ekstraksiyonu: GeneMATRIX Stool DNA Purification Kit ile 200 6rnegin tamamindan Kit
protokoliine gére DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA’lar bir sonraki asamalara kadar
-20 °C’de saklandx.

¢ ice Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested PCR): Bunun i¢in PCR’da Caccio ve ark. (2002)
tarafindan ortaya konulan (G7 F5’- AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’ forward ve G759R
5’- GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’ reverse) primerleri tercih edilerek 753 bp’lik B-
giardin gen bolgesinin amplifikasyonu yapildi. Ardindan Lalle ve ark. (2005) tarafindan tanimlanan
(BGI1F 5’- GAACGAGATCGAGGTCCG-3’ forward ve BG2R 5’-CTCGACGAGTTCGTGTT-3’
reverse) primerleri ile Nested PCR (SuperCycler ™ /Kyratec Life Sciences (Asia/Europe/Africa))
gerceklestirildi. PCR protokolii Ayan ve ark. (2019)’a gore gerceklestirildi. Elde edilen PCR {iriinleri
RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution boyanarak elektroforez cihazinda (Ms- ME10-7-10/India) %
1.5’1luk agaroz jelde goriintiileri tespit edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Ozel kliniklere getirilen ve disk1 rnegi alman kdpeklerin cinsiyet ve 1rk farki gozetilmemistir.
Ancak yine de alinan kayitlardan yapilan kontrollere gore kdpeklerin biiyiik ¢ogunlugunun disi oldugu
ve 1rklarinin ¢ogunlugunun alman kurdu ve golden retriver oldugu goriilmiistiir. Bu 6rneklerin i¢inde 70
tane kopekte; durgunluk, halsizlik, diizensiz kil ortiisii ve ishal gibi belirtiler tespit edilmistir. Ayrica bu
belirtileri olan kopekler 1 yas ve altinda oldugu rapor edilmistir. Diger kopekler ise rutin kontrol i¢in
getirilen ve hastalik belirtisi olmayan 0- 3 yasinda oldugu kaydedilmistir. Yapilan makroskobik digki
incelemesine gore ishal belirtili hayvanlarin digkilar1 kotii kokulu kahverengimsi bir goriintiiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu 6rneklerden yapilan mikroskobik incelemede 12 tane ornekte G. duodenalis
pozitif bulundugu tespit edilmistir. PCR sonucundan sonra genel olarak bakildiginda G. duodenalis ‘nin
pozitif oldugu orneklerin 1 yas altinda oldugu goriilmiistiir. Ayrica asemptomatik olan kdpeklerde
mikroskobik incelemede kist tespit edilmemis olsa da PCR yontemi sonucunda pozitif 6rneklerin varligi
bu yontemin énemini agiklamaktadir.

Mikroskobik inceleme Sonuglari: Mikroskobik incelemesi yapilan 200 digk1 6rneginin 12 (%6)’sinde
Giardia spp. Kistleri tespit edildi.

Nested PCR Sonuclari: Nested PCR sonucunda 200 6rnegin 18 (%9)’inde 511 bp biiyiikliiglinde
spesifik bantlar elde edildi (Sekil 1).

Kiiresel diinyada yaygin olarak goriilen Giardia intestinalis (G. lamblia, G. duodenalis), insan ve
diger hayvanlarda diyare, kusma, verim kayb1, karin agris1 ve dehidrasyon belirtileri ile kendini gosteren
bir protozoondur. Ayrica klinik prezentasyon akut, kronik veya asemptomatik de olabilmektedir (Bilgi¢
ve ark., 2020). Yaygin bir zoonotik bagirsak paraziti olan G. duodenalis, diinya ¢apinda insanlar1 ve
evcil kopekler de dahil olmak iizere ¢esitli memelileri enfekte ederek giardiazise yol agmaktadir (Sui ve
ark., 2022). Giardiazis diger konaklardakine paralel sekilde kopeklerde de semptom goOstermeyen,
hastalik tablolar1 olusturabilecek klinik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Westermarck, 2016). ABD'de
Hackett ve Lappin (2003) yilinda yapmis olduklar1 arastirmada ishali olan kdpeklerin %5.6'sinda ve
asemptomatik kopeklerin%>5.1'inde Giardia kistleri tespit ettiklerini rapor etmislerdir (Mircean ve ark.,
2019). Yapilan bu ¢aligmada drneklerin %6 semptomatik %3 de asemptomatik oldugu tespit edilmistir.
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M:Marker
N: Negatif
kontrol
P: Pozitif
kontrol
3000 bp 1,2,3:
Pozitif
2680k ornekler
1500 bp
1000 bp
800 bp
S00 bp
Sekil 1: Giardia duodenalis Nested PCR Agaroz jel goriintiisii
Cizelge 1. Giardia spp. Tiirkiye ve diinyadaki prevalansi
Yer Bakilan yéntem Bakilan Numune Pozitif Negatiflik Kaynak
Sayisi Durumu
Kayseri ELISA 170 adet diski 60 adet (% 35.2) Sar1 ve Onmaz, 2011
Konya Mikroskobik 112 adet diskt %2.48 Uslu ve ark., 2022
Aydin Mikroskobik 473 adet diski %18.8 Giiltekin ve ark., 2017
Elaz1g Mikroskobik 38 adet disk %7.89 Dumanli, 1984
Van Flotasyon ve Nativ 50 adet digki %2 ve % 22 Yilmaz ve ark., 2017
Italya PCR 168 adet diski 69 (%41) Agresti ve ark., 2022
Kanada immiinolojik testler 774 adet diski %3.2 (25/774) Visscher ve ark., 2022
Almanya Flotasyon, PCR ve 386 adet disk1 %29 Murnik ve ark., 2023
sedimantasyon
Cin PCR 604 adet digki %5.3 (32/604) Cao ve ark., 2022
Giiney PCR 34 adet diski 57.7 % Dos santos silva ve ark., 2022
Brezilya
fran Flotasyon 210 adet diska %0.95 Gharekhani, 2014

Tiirkiye ve diinyadaki Giardia spp. nin prevalansi Cizelge 1°de verilmistir. Yapilan aragtirmalar
mercek altina alinmaya devam ettiginde Bouzid ve ark., 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢caligmalarinda
kopeklerle ilgili 127 makale (150 ¢alisma kolu) arasinda 4309451 hayvandan numune aldiklarin1 ve
bunlarin 112513" (%2.61) pozitif ¢iktigini ifade etmislerdir (Bouzid ve ark., 2015). Bagka bir eserde
Drake ve ark., 2022°de 12 iilkede 33 sehirde 164 parki ziyaret etmis ve 2469 kopekten taze diski
ornekleri topladiklarini kayit altina almislardir. Bu diskilarda sehirlerin %100'tinde ve parklarin
%93.3"'linde en az bir ornekte giardiazis tespit ettiklerini bildirmislerdir. Buna ek olarak kullandiklar
yontemin koproantijen immiin testi oldugunu ve incelenen park érneklerinden 137 (83.5) oraninda ve
genel olarak 428 (17.3) sayilarinda giardiazis bulduklarini sunmuslardir (Drake ve ark., 2022). Yapilan
bu caligma Van ilini kapsamakta olup mikroskobik olarak %6 (12), PCR yontemi ile %9 (18) G.
duodenalis pozitif bulunmustur. Belirtilen arastiricilar farkli olarak bu g¢alismadaki degerden daha
yiiksek oranda giardiazis bulmuslardir. Bunun nedenin arastirmalarinda kullanmis olduklar1 6rneklerin
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basibos kopekler olmasidir. Toplu ve serbest alanlarda yasayan kdpeklerde kontaminasyon riski daha
yogun gergeklesebilecegi ve pozitif 6rneklerin sayisinin daha yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calismada kullanilan 6rneklerin sahipli ve kontrol altinda olmalar1 bulagsma oranini diisiirmiis olabilecegi
Ongorilmiistiir.

Literatiir taramalarin sonuglarina goére ve kisa bir 6zeti olan Cizelge (1)’ de ifade edildigi gibi
Giardia spp. hem diinya da hem de Tiirkiye’de ¢alismalara konu basligi olmus ve olmaya devam
etmektedir. Bu cizelge (1) gore Kanada, Cin ve Italya gibi iilkelerde yapilan giardiazis ile ilgili
arastirmalarda ortaya konulan oranlarin bu ¢alismada tespit edilen pozitif sayilara gore diisiik oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeninin hem tercih edilen metotlar hem de incelenen 6rnek sayilarinin farkl
olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Yine Cizelge (1)’e gore Italya, Almanya ve Giiney
Brezilya kitalarinda gerceklestirilen calismalara gore kullanilan yontemler paralellik gosterse de
sonuclarin sayisal verilerinin bu arastirmadan yiiksek oldugu da goézden kagmamaktadir. Bunun
sebebinin ¢alismamiza dahil edilen kopeklerin sahipli olmalar1 ve dis ortamla temaslarmin az
olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Giardiazis, kedi ve kopeklerde maldigesyon, malabsorbsiyon ve artan motolite bozuklugu
nedeniyle olusan diyare ile karakterize parazit kaynakli bir hastaliktir (Sar1 ve Onmaz, 2011). Tiirkiye’de
kopeklerde giardiazisin prevalansi ile ilgili yeterince ¢alisma olmayip Kayseri (%35.2), Konya (%2.48),
Aydin (%18.8), Elaz1g (%7.89) ve Van %2 ve %22 oranlarinda oldugu Cizelge (1)’ de ifade edilmistir.
Bu caligsmalara bakildiginda hi¢birinin yontemi molekiiler olmadigi ve Kayseri disinda diger sehirlerde
gerceklestirilen calismalarda mikroskobik olarak bakildig: bildirilmektedir. Boylece bu caligma tercih
edilen metot acisindan farklilik gostermektedir. Buna ek olarak Konya haricindeki diger illerin
bulduklar1 pozitiflik oranlarin yaptigimiz ¢alismanin mikroskobik analiz sonuglarindan yiiksek oldugu
ve yine Konya ve Elazig illerinde bulunan sonuglar digsinda diger illerde ortaya konulan Giardia spp.
pozitif sonuglarin daha fazla oldugu rapor edilmistir. Bunun sebebinin 6zel kliniklere bagvuran hayvan
sahiplerinin bakiciligini yaptig1 kopekleri dis ortama pek maruz birakmadiklart i¢in kontaminasyon
risklerinin azalmasi olarak diisiintilmiistiir.

SONUC

Sonug olarak Van ilinde ilk defa kopeklerde Giardia spp. molekiiler olarak arastirilmistir. Ortaya
konulan sonuglara bakildiginda PCR yonteminin Nativ yonteme gore daha hassas olduguna ve Van
bolgesindeki kopeklerde G. duodenalis’in yaygin oldugu kanisina varilmistir. Bu amagla koruma ve
kontrol ¢aligmalarinin yogunlagtirilmasi, giardiazisten siiphe duyulan hayvanlarda paraziter tedavinin
tavsiye edilmesi 6nem arz etmektedir.

Cikar Catismasi
Yazar herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi olmadigini beyan etmistir

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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