Tirkiye Klinikleri Veteriner Bilimleri Dergisi
Turkiye Klinikleri Journal of Veterinary Sciences

Turkiye Klinikleri J Vet Sci. 2022;13(1):1-5

IORiJiNALARASTIRMA ORIGINAL RESEARCH I

DOI: 10.5336/vetsci.2021-87608

Tiirkiye’nin Van Ilinde Giardiozis Klinik Belirtileri Olan Van
Kedilerinde Giardia duodenalis Yayginhginin Arastirillmasi
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OZET Amac: Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye’nin Van ilindeki Van
kedilerinde, Giardia duodenalis prevalansinin mikroskobik ve
molekiiler olarak belirlenmesidir. Gere¢ ve Yontemler: Bu ¢alismada,
2020-2021 yillar1 arasinda Van bolgesindeki 6zel veteriner kliniklerine
tan1 amagh gelen, 0-2 yas arast ishal, huzursuzluk, kilo kaybi gibi klinik
belirtileri olan toplam 80 Van kedisinin diski drnegi toplanmustir.
Toplanan her numune igin kedinin cinsiyeti ve yast kaydedildi. Daha
sonra numuneler, soguk zincirde laboratuvara getirilerek inceleninceye
kadar +4°C’de saklandi. Mikroskobik inceleme de Nativ-lugol
yontemiyle mikroskop altinda X40’lik objektifte Giardia spp. kistleri
yoniinden incelendi. Mikroskobik incelemesi yapilan digki 6rneklerinin
tamamindan DNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen DNA’lar bir
sonraki agamalara kadar -20°C’de muhafaza edildi. Daha sonra ilgili
primerlerle Nested PCR yapildi. Ardindan %1,5’lik agaroz jel
hazirlanip jel goriintiileme cihazinda goriintiileri elde edildi. Bulgular:
Mikroskobik inceleme sonucunda, 80 ornegin 17’inde (%21,25)
Giardia spp. kistleri tespit edilmistir. Nested PCR ile 80 6rnegin
20’sinde (%25) G. duodenalis’e 6zgii 511 bp biiyiikliigiinde bantlar
elde edildi. Sonug: Sonug olarak Nested PCR yonteminin mikroskobik
incelemelere gore daha giivenilir oldugu bulundu. Ayrica Van
kedilerinde Giardiazisin yaygin oldugu ve koruma kontrolleri i¢in
gerekli Onlemlerin alinmasi gerektigi sonucuna varildi. Yapilan
arastirmalardan ve literatiir taramalarindan anlasilacagi tizere, kedilerde
Giardiozis ile ilgili diger tiirlere gore az caliyma mevcuttur. Bu ¢alisma,
literatiire katki saglamasi ile birlikte bagka ¢alismalara alt yap1 hazirlar
niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kedi; Giardia duodenalis; Nested PCR;
Tiirkiye; Van

ABSTRACT Objective: The aim of this study is to determine the
microscopic and molecular prevalence of Giardia duodenalis in Van
cats in Van province of Tiirkiye. Material and Methods: In this
study, stool samples of 80 Van cats with clinical symptoms such as
diarrhea, restlessness, weight loss aged 0-2 years, who came to the
private veterinary clinics in the Van region for diagnostic purposes
between 2020-2021, were collected The sex and age of the cat were
recorded for each sample collected. Then the samples were brought to
the laboratory on a cold chain and stored at +4°C until they were
examined. Microscopic examination was also performed using the
Native-lugol method under a microscope with an X40 lens in terms of
Giardia spp. cysts. DNA extraction was performed from all stool
samples that were examined microscopically. The obtained DNA was
stored at -20°C until the next stages. Then, Nested PCR was
performed with the relevant primers. Then, 1.5% agarose gel was
prepared and images were obtained on the gel imaging device.
Results: As a result of microscopic examination, Giardia spp. cysts
were detected. By Nested PCR, bands of 511 bp specific for G.
duodenalis were obtained in 20 (25%) of 80 samples. Conclusion:
As a result, the Nested PCR method was found to be more reliable
than microscopic examinations. In addition, it was concluded that
Giardiasis is common in Van cats and that necessary precautions
should be taken for protection controls. As can be understood from the
research and literature reviews, there are few studies on giardiosis in
cats compared to other species. This study, along with contributing to
the literature, prepares the infrastructure for other studies.

Keywords: Cat; Giardia duodenalis; Nested PCR;
Tirkiye; Van

Giardia; insan, evcil ve vahsi hayvanlar da dahil
olmak iizere bir¢ok omurgali hayvanin diinya ¢apinda
yaygin goriilen bir bagirsak parazitidir.! Giardia

duodenalis, hayvanlarda ve insanlarda ishal gibi

yaygin
ajanlarindan birini temsil eden tek hiicreli bir

sindirim  semptomlarinin nedensel
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protozoondur.>® Gevis getiren hayvanlarim da
icerisinde bulundugu bir¢ok hayvan tiiriinde, ishale
neden olan Giardiozis seklinde isimlendirilen bir
hastaliktir.> Bulagsma, kontamine su ve gida ile
insandan insana veya hayvandan insana temas sonrast
etkenin oral yolla alinmasiyla olusabilmektedir.*?

Giardia, lizerinde yogun bir sekilde ¢alisilmis ve
sebebi oldugu ortaya
konulmustur.®” G. duodenalis’in zoonotik 6neminin

onemli bir zoonoz
yani sira yemden yararlanma oraninda azalma,
gelisme geriligi ve ishale neden olarak 6nemli maddi
tespit
Insanlarda goriilen en 6nemli intestinal parazitlerden

kayiplar meydana getirdigi edilmistir.®
digeri de Giardia intestinalis’tir. Diinyada yillik 300
rapor
edilmektedir.” Gelismekte olan tilkelerde yaygin bir

milyondan  fazla  Giardiozis vakasi
hastalik olup, genellikle siskinlik ve sulu ishal ile
kendini gosterir. Siklikla asemptomatik seyretmesine
ragmen hastalarda dehidrasyon ve kilo kaybina neden

olacak kadar siddetli semptomlara da neden olabilir.!

Gelismekte olan veya az geligmis iilkelerde daha

stk rastlanmakla birlikte, intestinal

yaygin
goriilmektedir. Bu parazitlerin sik goriilmesinde,

paraziter

enfeksiyonlar tiim  diinyada olarak
toplumlarin sosyoekonomik yapisi, egitim diizeyi ve
fiziki alt yapisinin yakindan iligkisi vardir. Ayrica
paraziter hastaliklar sadece insan sagligini degil, ayni

zamanda hayvan sagligini da etkisi altina almigtir.'!-'?

Giardioziste ortaya ¢ikan gelisme geriligi, ishal,
progresif kilo kaybi ve 6liim tablosu gibi semptomlar
etkenin ¢ogalmasiyla iliskilidir.'*

Kedilerde Giardiozis, ishal ve kilo kaybini
icerebilir veya hastalik asemptomatik olarak da
gerceklesebilmektedir. Arastirmalara gore Avrupa’da
G. Duodenalis, hastalik oraninin kopek ve kedilerde,
Isvigre’de %0,8, Almanya’da %42, Ispanya’da %35,9
%20,5 degistigi
belirtilmektedir.' Sokak kedilerinde gastrointestinal
parazitlerin varhiginin arastirilmasi, hastaliklarin
sikligini ortaya ¢ikarmak ve yayilmasini dnlemek i¢in

ve Yunanistan’da arasinda

oldukga degerlidir.'®

Ishalle birlikte ekonomik kayiplara sebep olan
Giardiozis, zoonoz karakterinden dolay1 etkenin
bolgesel dagiliminin belirlenmesinin, ilerleyen
calismalara 6ncti olabilecegi diistiniilmektedir.!”

Bu bilgiler 1s1ginda, “Tiirkiye’nin Van ilinde
Giardiozis klinik belirtileri olan Van kedilerinde G.
duodenalis yayginhginin” aragtirilmasi amaglandi.

I GEREG VE YONTEMLER

NUMUNELERIN TOPLANMASI

Bu c¢alismanin materyalini, 2020-2021 yillar
arasinda Van bolgesindeki 6zel veteriner kliniklerine
gelen, 0-2 yas arast1 ishal, huzursuzluk, kilo kaybi gibi
klinik belirtileri olan toplam 80 Van kedisinin digk1
numunesi olusturmaktadir. Diinya Tip Birligi
Helsinki Deklarasyonu Prensipleri’ne uygun olarak
kliniklere  getirilen sahiplerinden
bilgilendirilmis olur alinmis ve hayvan haklar
uygun sekilde
yapilmistir. Ayrica digki numunesi olmasi ve

sahiplerinin izni oldugundan bu ¢alisma etik onay1

kedilerin

koruma kanunlarina islem

gerektirmemektedir. Alinan digk1 6rnekleri usuliine
uygun olarak her bir kedinin rektumundan tek
kullanimlik lateks eldivenle alinarak digki kaplarina
konuldu. Toplanan her numune i¢in kedinin
cinsiyeti ve yasi kaydedildi. Daha sonra numuneler,
soguk laboratuvara

zincirde getirilerek

inceleninceye kadar +4°C’de saklandi.

MIKROSKOBIK INCELEME

Mikroskobik inceleme de Nativ-lugol yontemiyle
mikroskop altinda X40’lik objektifte Giardia spp.
kistleri yoniinden incelendi.

DNA EKSTRAKSIYONU

Seksen 6rnegin tamamindan GeneMATRIX Stool
DNA Purification (EURx Ltd., Gdansk Poland) kit
kullanilarak, firma protokoline gére DNA
ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen DNA’lar bir
sonraki asamalara kadar -20°C’de muhafaza edildi.

NESTED POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Nested polimeraz zincir reaksiyonunun [polymerase
chain reaction (PCR)] 1. asamasinda Caccio ve ark.
tarafindan tanimlanan (G7 F5’-AAGCCCGACGAC
CTCACCCGCAGTGC-3’) forward ve (G759R 5°-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’)
reverse primerleri, Nested PCR’nin 2. agamasinda
Lalle ve ark. tarafindan tanimlanan (BGIF 5°-
GAACGAGATCGAGGTCCG-3’) forward ve (BG2R
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5S’CTCGACGAGTTCGTGTT-3’) reverse primerleri
kullanilarak B-giardin gen bolgesinin amplifikasyonu
yapildi.'*"” Her iki reaksiyonda da protokol, Ayan ve
ark.na gore uygulandi.'® Reaksiyon Kyratec Life
Sciences, Geomcheon gu, Seoul Korea marka Gradient
PCR, SuperCycler cihazinda yapildi. Daha sonra
%1,5’lik agaroz jel hazirlanip RedSafe™ Nucleic Acid
Staining INtRON Biot echnology, Inc., South Korea
Solution ile boyandi. Ardindan PCR iiriinleri agaroz
jelde kosturulup jel goriintiileme cihazinda (Syngene
bio imaging system) goriintiileri elde edildi.

I BULGULAR

MIKROSKOBIK BULGULAR

Incelenen 80 6rnegin 17’sinde (%21,25) Giardia spp.
kistleri mikroskobik olarak gozlendi (Resim 1).

NESTED PCR SONUCLARI

Nested PCR yapilan 80 &rnegin 20’°sinde (%25) G.
duodenalis’e spesifik 511 bp biiyiikliigiinde bantlar
elde edildi (Resim 2).

I TARTISMA

Tim diinyada saptanabilen Onemli
hastaliklar igerisinde Giardia enfeksiyonlart dnemli

paraziter

bir yer tutmaktadir. Giardia etmenleri, ekstraseliiler
tutulum ile intestinal enfeksiyonlara mahal vermekte;
kronik diyare, dehidrasyon ve malabsorpsiyona yol
acabilmektedir.?

Giardia, kedi yavrular ve insanlar da dahil
olmak iizere bir¢ok memelide 6nemli gastrointestinal
problemlere neden olabilen kamgilt bir parazittir.
Kediler, kopeklerden daha az enfekte olurlar.?!
Kedilerde prevalans genellikle %1-10 arasinda
degismektedir, ancak bazi barinaklarda %50 gibi
oranlar bildirilmistir. Kedilerde en sik; akut veya
kronik ishal, kilo kaybi, akut veya kronik kusma
gelisebilir.?? G. intestinalis, kedilerde Tiirkiye de
dahil olmak iizere bir¢ok iilkede yaygin oldugu rapor
edilmistir.?

Onder ve ark., i¢ Anadolu Bolgesi’nin Kayseri,
Nevsehir ve Sivas illerinde Agustos 2017-Temmuz
2019 tarihleri arasinda, sigirlardan alinan toplam 450
disk1  6rneginde
prevalansi ve genotiplerini arastirdiklar eserlerinde,

G duodenalis’in  molekiiler

—
‘ -
@300m-*.

prs -

_."; 2

RESIM 1: Nativ-lugol yontemiyle mikroskop altinda X40'lik Giardia spp. kistleri.

RESIM 2: Nested PCR agaroz jel gériintiisii. M: Marker; N: Negatif kontrol; P: Po-
zitif kontrol; 20,21,23: Pozitif drnekler; 22,24,25: Negatif érnekler;PCR: Polimeraz
zincir reaksiyonu.

PCR yontemi uygulayarak yayginlik oranini %30,2
olarak ortaya koymuslardir.>* Hassan’in, Irak
Bolgesi’nde kopeklerde yaptigi calismada, 153 diski
orneginden 16°s1 (%10,46) mikroskobik olarak
pozitif bulunurken, PCR teknigi ile 6rneklerin 36’s1
(%23,53) pozitif bulunmustur.> Baska bir
arastirmada, Sutthikornchai ve ark.nin ortaya
koyduklari ¢caligmada, Tayland-Myanmar sinirindaki
Ratchaburi Eyaleti’nden ilkokul ¢ocuklarindan 254
disk1 6rnegi toplanmis ve PCR teknikleri kullanilarak
G. duodenalis icin 19 (%7,5) pozitiflik tespit
edilmistir.”® Yaptigimiz bu galisma, belirtilen eserlere
paraleldir ama secilen tiirler farlidir. Hassan’in
yontemine benzer olarak calismamizda, 80 diski
orneginden %21,25 oraninda Giardia spp. kistleri
mikroskobik olarak tespit edilirken, Nested PCR ile
bu oran %25 olarak saptanmustir.*®

Smigova ve ark.nin koyduklar1
eserlerinde, 50 kedi diskist1 mikroskobik olarak

incelenmis ve Giardia spp. %36,0 olarak tespit

ortaya
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edilmistir.?” Bagka bir ¢alismada ise Soran ve ark., 18
kedide G. duodenalis’i yayginligini arastirdiklari bir
caligmada, immiinokromatografik test ticari test kitini
kullanarak %5,6 seropozitiflik ortaya koymuslardir.?
Yine Giardia spp.’nin yaygmhiginin arastirildig bir
incelemede, Tull ve ark., 2015-2016 yillar1 arasinda
bir hayvan barmagindaki kedilerden 138 disk1 6rnegi
toplamig ve PCR yontemi kullanarak (%0,7) G.
duodenalis pozitif olarak belirlemislerdir.?® Bu
calismada ise anlatilan ¢alismalara benzer olarak,
kedilerde Giardia spp.’nin prevalansi arastirilmaktadir.
Kullanilan yontemler farkli olup, Tull ve ark.nin
caligmasinda tercih edilen yontemle paraleldir.”® Ve bu
calismada, 80 kedi diskisinda %21,25 Giardia spp.
kistleri mikroskobik olarak gézlenirken, Nested PCR
ile 20’sinde %25 oraninda bulunmustur. Anlatilan
¢alismalarda, Smigovéa ve ark.nin buldugu orandan
diistik, diger eserlerden istatistik oran1 daha yiiksek
bulunmugtur.”” Bu durum, Giardiozis yéniinden klinik
olarak belirtileri olan &rneklerin yogun oldugu
secenegini akla getirmektedir. Ayrica tercih edilen
yontemlerin de dnemli oldugu ortadadir.

0 SONUG

Bu caligmanin sonucunda, PCR’de pozitiflik oran1
daha yiiksek oldugu i¢in PCR yontemi daha giivenilir

bulundu. Ayrica Van kedilerinde Giardiozisin yaygin
oldugu ve koruma kontrolleri i¢in gerekli dnlemlerin
alimmasi gerektigi sonucuna varildi.

Yapilan arastirmalardan ve literatiir tarama-
larindan anlasilacag tizere, kedilerde Giardiozis ile
ilgili diger tiirlere gore az ¢alisma mevcuttur. Bu
calisma, literatiire katki saglamasi ile birlikte baska
calismalara alt yap1 hazirlar niteliktedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma swrasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili
dogrudan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi
alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya
herhangi bir ticari firmadan, c¢alismanin degerlendirme
stirecinde, ¢alisma ile ilgili verilecek karart olumsuz
etkileyebilecek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek

alimmamstir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi
bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlari

yoktur.
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