Giardia Duodenalis ile infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacihimi

Natural Cyst Shedding in Calves Infected with Giardia Duodenalis
Ozet

Bu c¢aligma saha kosullarinda Aydin yoresindeki farkli ilgelerde ishalli ve Giardia
duodenalis ile dogal enfekte 9 buzagida gergeklestirildi. Immunokromotografik hizh
diagnostik test kitleri ile G. duodenalis antijenleri belirlenen olgular Nested PZR analizine tabi
tutularak tani kesinlestirildi. Gram diskida kist sayimlari (Macmaster metodu) sonrasi 0., 3., 7.
ve 10. giinlerde kist sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla 18412.60; 10504.26; 17675.21
ve 10767.17 adet oldugu belirlendi. Kist agilimi ele alindiginda baglangi¢ degerlerine (0. giin)
gore 3., 7. ve 10 giinlerde istatistiksel dnemi bulunmayan bir azalmanin gergeklestigi; 7. glinde
3. ve 10. gilinlere kiyasla istatistiksel anlami bulunmayan bir artigin gozlemlendigi dikkati gekti.
Nested PZR analizinde tiim digk1 6rneklerinin pozitif oldugu tespit edildi. Yazarlarin bilgisine
gore Ege Bolgesindeki G. doudenalisile dogal infekte buzagilarda PZR esliginde
gerceklestirilen bu ¢aligmada, dogal kist saciliminin tespit edilmesiyle ileride gergeklestirilecek
parazitolojik, klinik ve molekiiler galismalara yon verebilecegi diisiiniildii. Tlaveten anilan
calismanin bolge enfeksiyon haritasia degerli katk: saglayacagi kanaatine varildi. Ulkemizde
6nemli ekonomik kayiplara neden olan buzagi ishalleri icerisinde G. duodenalis’ in unutulmus

etiyolojik etkenler arasinda yer aldig1 g6z oniinde bulundurulmalidir.
Anahtar Kelimeler: G. duodenalis, buzagi, Nested PZR
Abstract

The present study was carried out on field conditions, involving 9 diarrhetic calves naturally
infected with Giardia duodenalis in different districts of Aydin region. Precise diagnosis has
confirmed by Nested PCR analysis of cases, to these of which in immunochromatographic
rapid diagnostic test kits revealed G. duodenalis antigens as regarding cyst excretion.
Following cysts count in gram stool (Macmaster method), the geometric means on days 0., 3.,
7. ve 10. were determined 18412.60; 10504.26; 17675.21 ve 10767.17 respectively. Initial
values (day 0) compared with the 3rd, 7th days revealed in significant reduction, besides on day
7, in comparison to 3rd and 10th days, insignificant increase. All fecal samples were deemed
positive with Nested PZR analysis. According to present authours knowledge this study carried
out in calves infected with G. duodenalis via PCR, determination of natural cyst shedding may
provide future directions for arasitological, clinical and molecular studies. And also it was
concluded that the latter study may provide valuable contribution to the regional infection map.
It must also be taken into account G. duodenalis as a forgotten etiological agent, involved in

calf diarrhea causing economical loss in our country.
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Giris

Giardia duodenalis’ in zoonotik 6zelliginin yaninda
gelisme geriligi ve yemden yararlanma oranini
azaltarak ve ishale sebep olarak ekonomik kayiplara
neden olmasi, ¢iftlik hayvanlarindaki giardiazise iliskin
farkindaligin giiniimiizde daha da artmasina sebep
olmaktadir (O’Handley vd., 2003). Bir gram diskida
meydana gelen 108 kist sagilimi genis Olgiide cevresel
tekabiil bu durum

kontaminasyona etmekte ve

insanlarda su ile yaygin bulagsmanin olustugu

giardiazisi, ¢iftlik hayvanlarinin rezervuar olmasi
acisindan bir adim daha 6ne ¢ikarmaktadir (Buret vd.,
1990; O’Handley vd., 2000).

Giardia duodenalis diinyada yaygin olarak goriilen,
insan ve memeli hayvanlarda gastrointestinal
enfeksiyona neden olan flagellali paraziter bir etkendir
(Feng ve Xiao, 2011). Diski ile dig ortama atilan kist
formu +4 C° ‘de ve nemli ortamda 90 giin canliligim
koruyabilmektedir (Meyer ve Jarrol, 1980; Craun,
1990). Etkenin aym tiirler ya da farkli konakgilar
arasindaki bulagmasi kist ile kontamine su, diski ya da
gidanin alinmasiyla gergeklesebilmektedir (Rendtorft,
1978; Mark-Carew vd., 2010).
Geng buzagilarda giardiazisle
goriilmekle birlikte (O’Handley vd., 2000; O’Handley

ve Olson, 2006; Winkworth vd., 2008; Thoma vd.,

enfeksiyon yaygin

2010), prevalansi iklim, bagisiklik durumu ve ydnetim

gibi etkenlere bagh olarak degiskenlik
gosterebilmektedir (Ralston vd., 2003; O’Handley ve
Olson, 2006; Tiranti vd., 2011; Gillhuber vd., 2014).
Giardiaziste ishalin
bahsedilen
subklinik olarak seyreden enfeksiyonlarda ortaya
¢ikmayabilmektedir (Ruest vd., 1997; O’Handley vd.,
2001; Geurden vd., 2006).

Yapilan

gozlemlenen ortaya  ¢ikisi

faktorlerle  iliskilendirilebildigi  gibi

birkag calismada Giardia ile dogal

enfeksiyonun daha ¢ok neonatal periyodun sonunda

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

sekillendigi ve siklikla da kronik formda ishal bulgular1
gostermeksizin seyrettigi belirtilmektedir (O’Handley
ve Olson, 2006). Bunun yani sira siitten kesilen
buzagilarda siit emme donemine goére daha yaygin
seyrettigini belirten ¢alismalarda mevcuttur (Trout vd.,
2005). Buzagilarda 4 giinliik yasta diskida kist sagilimi
goriilebilmesine (Geurden vd., 2009) ragmen klinik
bulgularin 1 aylik yastan biiyiiklerde ortaya ciktigt
bildirilmektedir (O’Handley vd., 1999; Huetink vd.,
2001; Trout vd., 2004; Geurden vd., 2006). Digkida en
fazla kist sagiliminin 4-12 haftalik yasta (gram digkida
105-10° kist) meydana
(O’Handley vd., 1999; Ralston vd., 2003). Ayrica

geldigi  belirtilmektedir
konaktan kist atilimi aralikli olarak gergeklesmektedir
(Buret vd., 1990; Adam, 2001; DuBois vd., 2008; Xiao
ve Fayer, 2008).

Bu caligma ile Ege Bolgesindeki Nested PZR ile tanist
dogrulanan G. duodenalis ile dogal infekte buzagilarda,
dogal kist saciliminin tespit edilmesiyle ileride
gerceklestirilecek parazitolojik, klinik ve molekiiler
calismalara yon verebilmesi amagland1. Ilaveten anilan
calismanin bolge enfeksiyon haritasina degerli katki
varildi.  Ulkemizde &nemli

saglayacagi kanaatine

ekonomik kayiplara neden olan buzag ishalleri
icerisinde G. duodenalis ’in unutulmus etiyolojik
etkenler Oniinde

arasinda  yer aldigi  goz

bulundurulmalidir.

Materyal-Metot
Arastirmanin materyalini Aydmn ili c¢esitli yerlesim
alanlarinda yer alan siit¢ii si81r isletmelerine bagli ishal
ve benzeri gastrointestinal sikayetleri bulunan 5’1 erkek
ve 4’i disi olmak lizere yaslar1 20 giin ila 2,5 ay
arasinda degisiklik gdsteren ve biri Simental geri kalam
Holstein 1rki olan 9 buzagidan olusturuldu.

Diger enfeksiyéz ishal

ajanlarinin  eliminasyonu

amactyla hasta basinda hizli test kitlerinden (Anigen
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Rapid Bovid-5 Ag Test Kiti, Bionote Lab) yararlanildi.
Giardia pozitif bulunan buzagilarin diskilar1 toplanarak
cinko siilfat flotasyon ya da Giemsa boyama yontemi
ile mikroskop altinda etkene yonelik inceleme yapildi.
Calismanin baglangicinda kullanilan hizli tant test
kitleriyle G. duodenalis’ in vejetatif evreleri ve
kistlerine yonelik antijenik tespit immunokromatografik
olarak belirlendi. Mikroskobik muayeneler ve hizli tani
test kitleriyle giardiazis belirlenen 9 6rnekte QIAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) ile protokole
uygun olarak DNA ekstraksiyon metodu uygulandi.
Daha sonra Caccid ve ark (2002) tarafindan tanimlanan
G7 F5-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3
G759R 5’-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3

forward ve

reverse primerleri kullanilarak 753 bp biyiikligiindeki
p-giardin gen bolgesinin PZR ile amplifikasyonu
yapildi. Aynmt  PZR BGIF 5’-
GAACGAGATCGAGGTCCG-3’ forward ve BG2R
5’-CTCGACGAGTTCGTGTT-3 reverse?” primerleri
ile tekrar PZR amplifikasyonu gergeklestirildi (Sekil

urtinleri

1.). Bu islemlerin ardindan PZR firiinleri % 2’lik agaroz
jelde 90 volt dogrusal akimda 1 saat kosturuldu. Bu
islemin ardindan jel goriintileme cihazinda G.
duedonalis’ in 511 bp biiyiikligiindeki bant goriintiileri
elde edilerek tan1 kesinlestirildi.

Giardiazis ile enfekte buzagilardaki kist sagilimlari 0.,
3., 7. ve 10. giinlerde toplanan diski 6rneklerin uygun
metot ile mikroskop altinda kist sayiminin yapilmasiyla
gergeklestirildi.

Kist sayimlar1 sonucunda elde edilen sayisal degerler
geometrik ortalamalar baz alinarak tanimlayici
istatistikleri gerceklestirildi. Ookist sayilarmin giinler
arasi farkliliklarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon testi
kullanildi. Istatistiksel analizler SPSS 15.0 paket
programi ile p<0,05

gergeklestirilerek degeri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

Tan1 konulan olgulara calisma siiresince herhangi bir
sagaltim uygulamasinda bulunulmadi. Ancak calisma
tamamlanir tamamlanmaz tiim buzagilara anti-giardial
amacla 30 mgkg seknidazol

(Flagentyl tablet,

Eczacibasi) tek dozda oral yolla uygulandi.

Bulgular
Yapilan klinik muayene ile caligmaya dahil edilen
buzagilarin tiimiinde ishal bulgular1 gézlemlenirken bir
tanesinde emme refleksinin zayif oldugu belirlendi. Ug
olguda 3. giinde ishal bulgular1 ortadan kalkmasina
ragmen digkiyla kist sa¢iliminin devam ettigi yapilan
mikroskobik incelemelerle ortaya ¢ikarildu.

Trofozoit ve kistlerin belirlenmesi amaciyla 0., 3., 7., ve
10. giinlerde gergeklestirilen natif muayene ile biitiin
buzagilarda  diskida  kist

saptandi.  Yapilan

orneklemelerin higbirinde trofozoit formu
belirlenemedi. Natif digki bakisimin yani sira yapilan
¢inko siilfat flotasyon (1.18 dansite) yonteminde de tiim
buzagilarlardaki kist varligit dogrulandi. Taniy1
desteklemek ve kuvvetlendirmek amaciyla 0. gilinde
hizli tani test kitleriyle etkene yonelik antijen varligi
belirlendi. Gram diskida kist sayimlar1 (Macmaster
metodu) sonrast 0., 3., 7. ve 10. giinlerde kist
sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla 18412.60;
10504.26; 17675.21 ve 10767.17 adet oldugu belirlendi.
Kist a¢ilimi ele alindiginda baslangig degerlerine (0.
giin) gore 3., 7. ve 10. giinlerde istatistiksel 6nemi
bulunmayan bir azalmanin gergeklestigi; 7. glinde 3. ve
10. giinlere kiyasla istatistiksel anlami bulunmayan bir
artisin gdzlemlendigi dikkati cekti. Tlgili bulgular tablo
1’de gosterildi. Caligma siiresince kist sagiliminin
devam ettigi, 3 buzagida 0. giine kiyasla kist atilim
sayisinda artis sekillenmesine ragmen 6 buzagida
azalma belirlendi. Kist atilim sayisinin  arttig
gozlemlenen 3 buzagida 7. ve 10. glinde de Kkist

atiliminin baslangi¢ giiniine gore fazla oldugu tespit
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edildi. Calismanin son giiniinde 5 olguda digerlerine
gore yiiksek kist atilimi belirlendi. Diger taraftan
Nested PZR analizinde tiim diski 6rneklerinin pozitif

oldugu tespit edildi. flgili bulgular sekil 1°de sunuldu.

Tartiyma
Kronik formda ve neonatal donemin sonunda
karsilasildigt belirtilen giardiazis olgularinin

(O’Handley ve Olson, 20006) siitten kesilen buzagilarda
da yaygin seyrettigi (Trout wvd., 2005) ve Kkist
saciliminin 4 giinliik yasta baglamasina (Geurden vd.,
2009) ragmen en fazla sekillendigi donemin 4-12
oldugu ifade
(O’Handley vd., 1999; Huetink vd., 2001; Trout vd.,

2004; Geurden vd., 2006). Bu arastirmada yukarida

haftalik yas araligi edilmektedir.

bahsi gecen caligmalar ile ortiisiir sekilde 20 giinliik bir
buzagida calisma siiresince kist atilimi gdzlemlenmekle
beraber siitten kesilen buzagilarda da enfeksiyon
varligina rastlanmig ancak yaslara gore prevalansinin
degerlendirmesi yapilacak kadar 6rnek c¢aligmaya dahil
edilememistir.

Ayrica giinlere goére kist sagilimi

farklilik gostermektedir.

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

(Meyer 1980; Craun, 1990). Aydin ili ve civar1 etkenin
dis ortamda korunmasina yonelik c¢evresel sartlari
saglayan bir ilimizdir. Bununla birlikte Aydin ilinde
insanlarda zoonotik asemblajlara yonelik calismalarda
mevcuttur (Yazici vd., 2007; Karadam vd., 2008; Ertug
vd., 2016). Bu sebeple ¢iftlik hayvanlarinda belirlenen
suglarin (assemblajlarin) molekiiler karakterizasyonu
farkli  g¢iftliklerde zoonotik potansiyelin  ortaya
konulmasini, bdylelikle bolge infeksiyon haritasinin
netlestirilerek gerekli onlemlerin alimmasini
saglayacaktir.

Bu ¢alisma G. duodenalis ile dogal infekte 9 buzagida
gerceklestirildi. imminokromotografik hizli diagnostik
test kitleri ile Giardia duodenalis antijenleri belirlenen
olgularda, gram diskida kist sayimlar1 gergeklestirildi.
Gram diskida kist sayimlart sonrast 0., 3., 7. ve 10.
giinlerde kist sayimlarinin geometrik ortalama sirasiyla
18412.60; 10504.26; 17675.21 ve 10767.17 adet oldugu
belirlendi (Tablo 1A, Tablo 1B). Elde edilen bu
verilerin, 6zellikle sonradan gerceklestirilecek deneysel
sagaltim ¢alismalarina baz

ya da olusturacagi,

muhtemelen kist atilimindaki farklilagmanin sagaltim

Disk: ile dis ortama atilan kist formu +4 C° ‘de ve protokollerinin de degisimine sebep olabilecegi
nemli ortamda 90 giin canliligint koruyabilmektedir sOylenebilir.
SEKiL 1: Giardia duodenalis ile dogal infekte buzagilarda Nested PZR analiz sonuglarma ait agaroz jel goriintiisii.
FIGURE 1: Related to results of Nested PCR analysis in natural infected calves with Giardia Duodenalis.
TABLO 1A: Gram diskida kist sayilarinin giinlere gore dagilimi
JAVST 2016; 1(1): 14-19 17
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TABLE 1A: Daily distrubition of cysts count in gram stool

Giardia Duodenalis ile Infekte Buzagilarda Dogal Kist Sacilum

Kontrol grubu 0.giin 3. giin 7.giin  10. giin
G1 (2 aylik erkek) 20000 8000 4000 8000
G2 (2,5 aylik erkek) 8000 20000 32000 16000
G3 (2 aylik disi) 12000 28000 10000 24000
G4 (2 aylik disi) 16000 12000 8000 12000
G5 (20 giinliik erkek) 8000 256000 80000 56000
G6 (2 aylik erkek) 48000 12000 16000 96000
G7 (2,5 ayhk disi) 8000 4000 48000 4000
G8 (2 aylik erkek) 36000 8000 4000 6000
G9 (1,5 ayhk disi) 20000 4000 4000 140000

TABLO 1B: 0., 3., 7. ve 10. giinlerde G. duedonalis kist sagilimi
TABLE 1B: G. duedonalis cysts excretion in 0., 3., 7. and 10. days

Kist sagcilim

0. giin (Xg)
(min-maks)
3. giin (Xc)
(min-maks)
7. giin (Xc)
(min-maks)

10. giin (Xc)

(min-maks)

15979,93
8000-48000
14035,64
4000-256000
12924,98
4000-80000

20592,60
140000-4000
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