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Kirikkale’de Bulunan Kuzularin Diskilarmin
Giardia duodenalis Yoniinden Arastirilmasi

Investigation of Giardia duodenalis in Lambs Feces in
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OZET Amag: Giardia duodenalis, kuzularda verim kaybina yol agan ~ ABSTRACT Objective: Giardia duodenalis is a serious protozoan
ve asemblaj diye adlandirilan alt tipleri bulunan ciddi bir protozoer  disease that causes loss of yield in lambs and has subtypes called
hastaliktir. Asemblaj A ve B hem insan hem de hayvanlarda bulunabilen  assemblage. Assemblage A and B are zoonoses that can be found in
zoonoz tilirlerdir. G. duodenalis 6zellikle geng bireylerde diyare ile  both humans and animals. G. duodenalis can cause gastrointestinal
seyreden gastrointestinal sorunlara ve hatta 6liimlere sebep olabilmekte ~ problems and even deaths with diarrhea especially in young
ve hayvan yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.  individuals and cause significant economic losses in animal
Ozellikle diyareli hayvanlarda varliginin arastirilmasi 6nemlidir. Bu  husbandry. It is important to investigate its presence, especially in
sebeplerden yola ¢ikilarak planlanan bu ¢alismada Kirikkale —diarrheal animals. In this study, which was planned based on these
bolgesindeki kuzularda bulunan G. duodenalis’in yaygmligini  reasons; it was aimed to determine the prevalence of G. duodenalis in
belirlemek amaglanmistir. Gere¢ ve Yontemler: Bu calismada lambs in Kirikkale region. Material and Methods: In this study,
Kirikkale ilinde degisik isletmelerden 79 adet kuzudan diski topland1.  feces were collected from 79 lambs from different enterprises in
Almman 6rneklerden doymus ¢inko siilfat flotasyon (ZnSO4; %33)  Kirikkale province. Microscopic examinations were carried out from
yontemi kullanilarak mikroskobik olarak incelemeler yapildi. Daha  the samples taken using saturated zinc sulfate flotation (ZnSO4; 33%)
sonra 79 kuzu digkisindan DNA ekstraksiyonu yapilarak ve elde edilen ~ method. Then, DNA extraction was performed from 79 lamb feces
DNA’larin nanodropla konsantrasyonu 6lgiilerek bu DNA’lardan G.  and the concentration of DNA obtained with nanodrop was measured
duodenalis spesifik primerler kullanilarak PCR (Polymerase Chain  and PCR test was performed using G. duodenalis specific primers
Reaction) testi yapildi, Daha sonra jel goriintileme sisteminde from these DNA, Then, images were obtained in the gel imaging
gortintiileri elde edildi. Bulgular: Mikroskobik inceleme sonucunda 79 system. Results: As a result of microscopic examination, G.
ornegin 13 (%16,45)’tinde G. duodenalis kistleri goriildii. 79 kuzu  duodenalis cysts were seen in 13 of 79 samples (16.45%). PCR was
diskisina PCR yapildi ve 16 (%20,25)’sinda 511 bp biiyiikligiinde performed in 79 lamb feces and 511 bp bands were obtained in 16
bantlar elde edildi. Sonu¢: Sonug olarak Kirikkale bolgesinde ki (20.25%). Conclusion: Consequently, G. duodenalis is an important
kuzularda G. duodenalis’in onemli bir sorun teskil ettigi, uygun problem in lambs in Kirikkale region, it is obligatory to apply
tedavinin uygulanmasinin, koruyucu tedbirlerin alinmasimin ve halk  appropriate treatment, take protective measures and raise the
sagligini korumak adina yetistiricinin bu konuda bilingledirilmesinin  awareness of the breeder in order to protect public health, and also in
zorunlu oldugu, ayrica sonraki caligmalar ile bu yoredeki kuzularda G.  subsequent studies, G. duodenalis in lambs in this region. It was
duodenalis’in alt tiplerinin arastirilarak zoonoz potensiyele sahip  clearly understood that it would be beneficial to determine the spread
asemblajlarin yayiliminin belirlenmesinin faydali olacagi anlasilmistir.  of assemblage with zoonotic potential by investigating subtypes.
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Giardia duodenalis, dinya capinda ¢iftlik ve ¢iftlik hayvanlarinda ishal, karin agrisi, siskinlik
hayvanlarinda enfeksiyonlara sebep olan yaygin ve kilo kaybina sebep olur.? Ozellikle kuzularda
zoonotik enterik bir parazittir ve ayn1 zamanda halk goriilen G. duodenalis ile iliskili en yaygin
sagligi icin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.' Insan semptomlar kotii kokulu digki, sulu kivamda ishalli
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diski, kilo aliminda azalma, beslenme etkinliginin
bozulmasini igeren enteritistir (G. duodenalis ile
iligkili enteritis). Simdiye kadar G. duodenalis’in 8
asemblaji (A-H) belirlenmistir.> Asemblaj A ve B
hem insan hem de hayvanlarda bulunmalarina

ragmen, C-H insanlarda bulunmayan konak
spesifiktir.!
G. duodenalis  enfeksiyonunun,  Van

bolgesindeki koyunlarda Asemblaj A ve alt genotip
A3 gorildigi bildirilmistir.* Asemblaj A insanlar,
ciftlik hayvanlari, ve diger memelilerde; Asemblaj B
insanlarda, primatlarda ve diger memelilerde;
Asemblaj C ve Asemblaj D kopek ve diger
kanidelerde; Asemblaj E si1g1r, koyun ve kegiyi i¢eren
toynaklilarda; Asemblaj F kedilerde; Asemblaj G
ratlarda ve Asemblaj H deniz memelilerinde
goriilmektedir.>>7

Bu calismanin amaci Kirikkale bolgesindeki
kuzularda bulunan G. duodenalis’in yayginligini
belirlemektir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada, Ocak 2018-Haziran 2018 tarihleri
arasinda Kirikkale bolgesindeki gesitli isletmelerden
79 adet kuzu diskis1 toplandi. Diski numuneleri
manuel olarak her bir hayvanin rektumundan tek
kullanimlik lateks eldivenle alinarak etiketli diski
kaplarina konuldu. Etiketlere hayvanin cinsiyeti ve
yas1 kaydedildi. Daha sonra numuneler laboratuvara
getirilerek inceleninceye kadar +4°C’de saklandi.

Mikroskobik inceleme: Doymus ¢inko siilfat
flotasyon (ZnSO4; %33) yontemi kullanilarak elde
Giardia kistleri
mikroskop altinda 400x biiytitme ile incelendi.®’

DNA ekstraksiyonu: 79 adet buzag:i disk:
numunesinden DNA ekstraksiyonu i¢in QIAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak
kit protokolii takip edildi. Elde edilen DNA’lar bir
sonraki asamalara kadar -20°C’de muhafaza edildi.

edilen preperatlar, yoniinden

Nested PCR reaksiyonu: Caccio ve ark.

tarafindan tanimlanan (G7 F5’-
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’
forward ve G759R 5’-

GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3°
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reverse) primerleri kullanilarak 753 bp’lik B-giardin
gen bolgesinin amplifikasyonu yapildi.'® 25 mL
mastermix icerisinde 10 pmol forward ve reverse
primer, 200 uM dNTPs, 1,5 mM MgCI2, 1U Taq
Polymerase ve 10X PCR buffer, Niikleaz Free Water
ve 100 ng DNA kullanildi. Reaksiyon 95°C’de 15
dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her siklus
denatiirasyon (95°C’de 30 saniye), baglanma
(60°C’de 30 saniye) ve uzama (72°C’de 1 dakika)
asamalarindan olusmak tizere 35 siklus ve 72°C’de 7
dakikalik son uzama olacak sekilde gergeklestirildi.
Ardindan Lalle ve ark. tarafindan tanimlanan (BG1F
5’- GAACGAGATCGAGGTCCG-3’ forward ve
BG2R 5’-CTCGACGAGTTCGTGTT-3’ reverse)
primerleri kullanilarak 511 bp’lik B-giardin gen
bolgesinin amplifikasyonu yapildi.!' Bunun igin 25
mL mastermix igerisinde 10 pmol forward ve
reverse primer, 200 uM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 1U
Taq Polymerase ve 10X PCR buffer, Niikleaz Free
Water ve 100 ng DNA kullanildi. Reaksiyon
95°C’de 15 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben, her
siklus denatiirasyon (95°C’de 30 saniye), baglanma
(55°C’de 30 saniye) ve uzama (72°C’de 1 dakika)
asamalarindan olusmak tizere 35 siklus ve 72°C’de
7 dakikalik son uzama olacak sekilde
gerceklestirildi. Elde edilen PCR {iriinleri Safe-T-
Stain ile boyanarak %
goriintiileri elde edildi.

1,5’luk agaroz jelde

I BULGULAR

Mikroskobik inceleme sonuclari: Incelenen kuzu
disk1 6rneklerinin mikroskop altinda yapilan (400x)
muayenelerinde, 79 o6rnegin 13 (%16.,45)’iinde
Giardia spp. kistlerine rastlanmistir (Resim 1).

RESIM 1: Giardia spp. Kistinin mikroskobik goriintiisii.
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RESIM 2: Giardia duodenalis Nested PCR agaroz jel gériintiisii. M: Marker.
N: Negatif kontrol. P: Pozitif kontrol. 1, 42, 58: Poxzitif érnekler.

Nested PCR sonuglari: Nested PCR, 79
ornegin tamamina uygulandi. Kuzularin 16
(%20,25)’sinda 511 bp biiyiikliigiinde spesifik bantlar
elde edilmistir (Resim 2).

I TARTISMA

Giardia duodenalis, koyunlar1 da enfekte edebilen
gastrointestinal bir protozoandir. Iyi bilinen bir
zoonotik patojendir ve koyunlar insan enfeksiyonu
kaynagi olarak gosterilmistir.” Diinya genelinde
yapilan ¢alismalarda Jafari ve ark. Iran’in Ahvaz
bolgesinde 12 ayliktan kii¢iik koyun ve kegilerde
sirastyla PCR testi ile %19,8 ve %15,9 oraninda G.
duodenalis enfeksiyonu belirlemislerdir.!> Wegayehu
ve ark. Etiyopya’da 389 kuzudan topladiklart digki
orneklerinin PCR testi ile 8’inde (%2,1) G.
duodenalis pozitifligi saptamiglardir.’* Ryan ve ark.
bat1 Avustralya’da 500 koyun digk1 6rneginin PCR ile
%44’tinde Giardia pozitifligi tespit etmigler ve
Giardia
kontaminasyonunda dnemli bir potansiyel oldugunu

koyunlarm  su  kaynaklarim ile
belirtmislerdir.'* Zhang ve ark. Cin’in Heilangjiang
bolgesinde 539 koyun digkisinin 30’unda (%5,6)
mikroskobik olrak Giardia kisti gordiiklerini
bildirmislerdir.'> Robertson ve ark. Norve¢’de 550
kuzu digk1 6rneginin 42’sinde (%23) PCR ile Giardia
pozitifligi tespit etmisler ve bu 42 6rnegin birinde
zoonotic Asemblaj B oldugunu bildirmislerdir.'®

Bununla birlikte, halk saglig1 i¢in potansiyel
tehdit olan bu protozoon iilkemizde yaygin olarak
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goriilmektedir.'! Ayrica kuzularda G. duodenalis’in
yaygmligi ile ilgili ¢ok az caligma yapilmistir. Yapilan
onceki caligmalarda Van bolgesinde kuzularda G.
duodenalis’in yaygimligi mikroskobik olarak % 36,
PCR test ile %42 olarak tespit edilmistir.® Bu
calismada mikroskobik inceleme sonucunda 79
ornegin 13 (%16,45)’linde, Nested PCR ile 16
(%20,25)’sinda G. duodenalis’in yayginlig1 tespit
edilmistir.

1 SONUC

Bu calisma ile Kirikkale ilinde bulunan kuzularin
Giardia duodenalis ile yaygin enfekte olduklari ve
ekonomik olarak da ciddi kayiplara neden olabilecegi
tespit edildi. Ciftlik hekimliginde ve siirii kontroliinde
Giardia
bulundurulup teshis ve tedavi protokolii uygulanmasi

doudenalisin  varligit g6z Oniinde
gerekliligi anlagilmis ve bu yoredeki kuzularda G.
duodenalis’in alt tiplerinin arastirilarak zoonoz
potensiyele
belirlenmesinin faydal olacagi kanisina varilmistir.
Yapilan ¢aligmalarin sonuglarinin bu kadar degisken

olmasinin Ornek alinan hayvanlarin yaslarina,

sahip asemblajlarin  yayiliminin

bolgenin hijyen sartlaria ve cografik yapisina bagli
oldugu disiiniilmektedir.

Finansal Kaynak

Bu c¢aliyma 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

alimnmamistir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
iiveligi veya iiyeleri ile iligkisi, damismanlik, bilirkisilik, herhangi
bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlar

yoktur.
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