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NEVSEHIR YORESINDEKI KEDi VE KOPEKLERDE GI4RDIA
DUODENALIS'IN MOLEKULER PREVALANSI VE GENETIK
KARAKTERIZASYONU

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2024
Damsman: Dog. Dr. Arif CILOGLU

OZET

Bu calismada, Nevsehir yoresinde g¢esitli sikayetler ile 6zel veteriner kliniklerine
getirilen sahipli kedi ve kopeklerde, Giardia duodenalis’in molekiiler prevalansinin
aragtirtlmasi, genetik karakterizasyonlarmin saglanmasi, filogenetik yapilanmalarinin
belirlenmesi ve molekiiler epidemiyolojik veriler kapsaminda kedi ve kopeklerin halk
sagligr yoniinden risk faktorlerinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu amagla 2023
yilinda Nevsehir yoresinde farkli yas ve cinsiyetteki sahipli 100 kedi ve 100 kdpekten
teknigine uygun olarak toplam 200 adet diski 6rnegi toplanmistir. Takiben toplanan
digk1 orneklerinden genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve sonrasinda elde
edilen genomik DNA izolatlar, B-giardin gen bolgesini amplifiye eden spesifik
primerlerle nested PCR analizine tabi tutulmustur. PCR analizleri sonucu ikisi kedi ve
biri kdpek olmak tizere toplam ti¢ (%1,5) 6rnek G. duodenalis DNA’s1 yoniinden pozitif
belirlenmistir. Pozitif belirlenen amplikonlar, jel pirifikasyon iglemlerinden sonra 2.
PCR primerleri ile sekans analizlerine tabi tutulmus ve hedef gen bolgesi dizilimleri
elde edilmistir. Niikleotid dizileri belirlenen izolatlarin ti¢ farkli genotip olarak
gruplandig1 tespit edilmis ve GenBank veri tabami kayitlar1 gergeklestirilmistir
(PQ514072-4). Elde edilen izolatlarin Diinya’daki diger G. duodenalis izolatlar1 ile
coklu hizalamalar1 yapilarak filogenetik analizleri gerceklestirilmistir. Yapilan ¢oklu
hizalama ve filogenetik analizler sonucunda sahipli kedilerden elde edilen izolatlarin
zoonotik Assemblage B ile Assemblage C ve sahipli kopekten elde edilen izolatin
Assemblage D’de yer aldig1 tespit edilmistir. Sonug olarak bu tez ¢aligmasi ile Nevsehir
yoresinde sahipli kedi ve kopeklerde ilk kez G. duodenalis’in  molekiiler
karakterizasyonu yapilmis, filogenetik yapilanmalari belirlenmis ve G. duodenalis’in
zoonotik genotipleri temelinde sahipli kedi ve kopeklerin halk sagligi yoniinden
olusturabilecegi risk potansiyelleri ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Assemblage; p-giardin; Giardia duodenalis; Nevsehir; PCR.



MOLECULAR PREVALENCE and GENETIC CHARACTERIZATION of
GIARDIA DUODENALIS IN CATS and DOGS FROM NEVSEHIR PROVINCE

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Parasitology
M.Sc. Thesis, December 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arif CILOGLU

ABSTRACT

This study aimed to investigate the molecular prevalence of Giardia duodenalis in
owned cats and dogs presented to private veterinary clinics in the Nevsehir region with
various clinical complaints. The objectives included determining the genetic
characterization and phylogenetic relationships of the isolates and evaluating the
potential public health risks posed by cats and dogs in the context of molecular
epidemiological data. For this purpose, 200 fecal samples were collected in 2023 from
100 owned cats and 100 owned dogs of different ages and sexes in the Nevsehir region.
Fecal samples were collected in accordance with proper sampling techniques. Genomic
DNA was subsequently isolated from the fecal samples. The extracted DNA was then
subjected to nested PCR using specific primers targeting the 3-giardin gene region. PCR
analysis identified G. duodenalis DNA in three samples (1.5%): two from cats and one
from a dog. Positive amplicons were purified using gel purification and sequenced with
second-round PCR primers to obtain nucleotide sequences. Sequence analysis revealed
three distinct genotypes among the isolates. These genotypes were submitted to the
GenBank database with accession numbers PQ514072-4. Phylogenetic analyses were
performed by aligning the sequences with those of other G. duodenalis isolates globally.
Multiple sequence alignment and phylogenetic tree construction indicated that the
isolates obtained from cats belonged to zoonotic Assemblage B and Assemblage C,
whereas the isolate from the dog was classified as Assemblage D. This study represents
the first molecular characterization and phylogenetic analysis of G. duodenalis in owned
cats and dogs in the Nevsehir region. It highlights the potential public health risks posed
by owned cats and dogs based on the zoonotic genotypes of the pathogen.

Key words: Assemblage; B-giardin; Giardia duodenalis; Nevsehir; PCR.
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1. GIRIS VE AMAC

Giardiasis diinya ¢apinda genis bir yayilis gOsteren, insan ve hayvanlarda ozellikle
gastrointestinal sistemde ciddi sorunlara yol agabilen protozoal bir enfeksiyondur.
Giardia duodenalis (syn. Giardia intestinalis, Giardia lamblia), insan ve hayvanlarda
(kanideler, felideler, primatlar, rodentler, ruminantlar ve toynakli hayvanlar) giardiasise
neden olan zoonotik bir protozoon tiiriidiir. Bu parazit tiirii, diinyanin hemen her yerinde
yayilis gostermesi ve Ozellikle de gelismekte olan iilkelerde en sik rastlanan bagirsak
paraziti olarak bildirilmesi nedeniyle giardiasise neden olan protozoon tiirleri i¢erisinde
oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle kalabalik yasam ortamlar1 ve kontamine
cevresel kosullar altinda hayvanlardan insanlara veya insanlardan hayvanlara dogrudan
veya dolayli olarak bulasabilen G. duodenalis, tek saglik kavrami ¢ergevesinde veteriner
hekimlik ve halk sagligi alaninda ortak 6neme sahip bir patojen olarak kabul
edilmektedir. Bu baglamda, Giardia duodenalis’in etkeni oldugu giardiasisin yayilis
dinamiklerinin ve bulagsma kaynaklarinin anlagilmasi, bu zoonoz hastaliga karsi kontrol

ve miicadele stratejilerinin gelistirilmesi agisindan kritik 6nem arz etmektedir.

Giardiasisin klinik teshisi, geleneksel olarak mikroskopi veya immiinolojik testler ile
yapilmakla birlikte, bu yontemler, parazitin diisiik yogunlukta bulundugu durumlarda
ozellikle de kronik enfeksiyonlarda smirli hassasiyet sergilemektedir. Bu kapsamda
teshisin dogru ve net bir sekilde yapilamamasi nedeniyle 6zellikle hastalik etkenini
herhangi bir klinik belirti géstermeden tasiyan rezervuar konaklar, etkenin yayilis ve
bulasmasinda rol oynamakta ve hem insan hem de hayvan saghigim1 tehdit
edebilmektedirler. Son yillarda molekiiler tabanli tekniklerin yayginlagmasiyla birlikte
giardiasis, daha kesin ve hassas bir sekilde teshis edilmeye baslanmistir. Giintimiizde
ozellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve tiirevleri gibi molekiiler yontemler,

giardiasisin teshisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemler, ayrica G. duodenalis’in



direkt  identifikasyonu noktasinda  molekiiller  karakterizasyon  analizlerinin
gerceklestirilmesine de temel olusturmakta ve parazitin genetik yapisinin detayli bir
sekilde incelenmesine olanak taniyarak hastaliga karsi etkin kontrol ve miicadele

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli katkilar saglamaktadir.

Son yillarda gesitli tilkelerde yapilan ¢aligmalarda kedi ve kopeklerde G. duodenalis’in
molekiiler epidemiyolojisi lizerine kapsamli veriler elde edilmistir. Tiirkiye’de ise
giintimiize kadar bu hayvanlarda G. duodenalis ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunlukla
konvansiyonel mikroskobik teshis yontemleri temelinde gergeklestirildigi, etkenin
molekiiler diizeyde identifikasyonu ve filogenetik karakterizasyonlarinin belirlenmesini
igeren c¢alismalarin ise oldukg¢a sinirli oldugu goriilmektedir. Ancak G. duodenalis’in
bulagsma dinamiklerinin belirlenmesi, epidemiyolojik faktorlerin analizi, ¢esitli cografik
bolgeler arasindaki iliskilerin arastirilmasi ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde
enfeksiyona yol agan genotip/alttiplerin molekiiler olarak ortaya konulmasi, filogenetik
yapilanmalariin belirlenmesi ve bilimsel ¢aligmalarin bu temelde dizayn edilmesine
ihtiyag duyulmaktadir. Nitekim, Tirkiye’de G. duodenalis genotiplendirmesi {izerine
yapilan smnirli sayida calismada zoonotik karakterli genotiplerin yaygin bulundugu

dikkati cekmektedir.

Bu calismada, Nevsehir yoresinde cesitli sikayetler ile 6zel veteriner kliniklerine
getirilen sahipli kedi ve kopeklerde, G. duodenalis’in varliginin ve molekiiler
prevalansinin arastirilmasi, genetik karakterizasyonlarimin saglanmasi, filogenetik
yapilanmalarinin belirlenmesi ve elde edilecek molekiiler epidemiyolojik veriler

kapsaminda halk sagligi yoniinden risk faktorlerinin ortaya konmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

1632 yilinda Hollanda’da dogan Antony van Leeuwenhoek, kendi ishalli digskisin1 kendi
tirettigi lenslerinden birisi ile mikroskobik olarak incelemis ve gordiiklerini 1681 yilinda
Royal Socity of London’a yazdig1 mektupta bildirmistir. Ancak belirgin bir goriintiiye
ulasamadig1 icin ¢izimlerini de gerceklestirememistir. Ingiliz bilim insani Clifford
Dobellbu yazilanlar1 incelemis ve Leeuwenhoek tarafindan agiklanan etkenin Giardia
oldugunu bildirmistir (Conboy, 1997; Sulaiman ve Cama, 2006; Thomson, 2009). 1859
yilinda Cekoslovak doktor Wilem Diisen Lambl etken hakkinda daha ayrintili bilgiler
vermis ve bu etkeni Cercomonas intestinalis seklinde adlandirmistir (Degerli, 2001;
Faubert, 2000; Flanagan, 1992; Meyer ve Radulescu, 1979). Kunster ise 1882 senesinde
kurbaga yavrularinda bulunan bir organizmay1 Giardia olarak isimlendirmesinden sonra
Giardia bir cins adi olarak kullanilmaya baslanmistir (Farthing, 1996; Ivanov, 2010;
Weese ve Fulford, 2011). Blanchard, 1888 yilinda insanlara etki eden tiiri Lamblia
intestinalis olarak adlandirirken, Stiles ise 1902 yilinda ayni tiiri Giardia duodenalis

olarak tanimlamistir (Weese ve Fulford, 2011).

2.1 Giardia Tiirleri ve Taksonomileri

Zoomastigophora sinifi, Diplomonadida dizisi, Hexamitidae ailesinde yer alan ¢ift
cekirdekli, kamgili Giardia soyuna bagh tiirler, memeli, kus ve amfibi gibi bir¢ok
hayvan tiiriinii enfekte edebilen flagellali protozoonlardan biridir (Adam, 2001).

Giardia sp.’nin taksonomisi Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1 Giardia soyunun sistematikteki yeri

Siniflandirma

Alem: Protista

Alt Alem: Protozoa
Sube: Sarcomastigophora
Alt Sube: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Dizi: Diplomonadida
Aile: Hexamitidae

Soy: Giardia

Giincel kaynaklarda, trofozoit sekillerine, boyutlarina, median cisimlerinin yapilarindaki
farkliliklara ve 6zgilinliiklerine bakilarak yapilan tiir ayrimina gore Giardia tiir sayisi 8
olarak kabul goriilmektedir (Mahbubani ve ark., 1992; Monis ve ark., 2003; Ryan ve
Zahedi, 2019).

2.1.1 Giardia duodenalis (syn. Giardia lambia ve Giardia intestinalis)

Armut benzeri trofozoit sekle sahip olan G. duodenalis’in boyutu 11-16 pm X 5-9 um
arasindadir. Bulundugu konak parazitin biiyiikliiglinii etkilemektedir. Virgiil veya pence
benzeri median cisme sahip olan G. duodenalis, kedi, kdpek, insan, kus ve siiriingen
gibi farkli konaklarda bulunabilmektedir (Adam, 2001).

2.1.2 Giardia agilis

Uzun ve dar 20 pm X 4,5 um boyutunda trofozoit sekle, gozyas1 benzeri birbirine
kaynasan median cisme ve viicudun beste birini kapsayan emici diske (vantuz) sahip
olan G. agilis tirii ozellikle amfibilerde goriilmektedir (Adam, 2001; Meyer ve
Radulescu, 1979).

2.1.3 Giardia muris

10 pm X 12 pm uzunluga 5-7 um ene sahip olan G. muris, armut seklinde trofozit
bulundurmaktadir. Median cisim sivri degildir ve iki kii¢lik yuvarlak seklinde ortada yer
almaktadir. Bu tiir genelde fare gibi kemirgenlerde, siirlingenlerde ve kuslarda

goriilmektedir (Adam, 2001; Friend, 1966).



2.1.4 Giardia psittaci

Trofozoitleri armut seklinde olup 14 pm X 6 um uzunlugundadir. Kistleri yaklagik 6 pm
olan bu tiirlin trofozoitleri ventro-lateral yaka icermemektedir. Penge seklinde median
cisme sahip olan G. psittaci muhabbet kuslarinda bulunmaktadir (Erlandsen ve
Bemrick, 1987).

2.1.5 Giardia ardea

Bu tiirlin trofozoitleri gézyasi seklinde olup uzunlugu 3,3 pum ile 10,5 pm arasinda
degismektedir. Giardia ardea 6-7 um biiyiikliigiinde kistlere ve kiigiik yuvarlak median
cisimlere de sahiptir. Ayrica kuyruk kamgisi yeterince gelisememis G. ardea biiyiik
mavi balik¢illarda goriilmektedir (Erlandsen ve Bemrick, 1987).

2.1.6 Giardia microti

Trofozoit formu olarak G. duodenalis’e benzeyen G. microti kemirgenlerde
bulunmaktadir. Trofozoit uzunlugu 12-15 pm arasinda degiskenlik gosterirken kist

uzunluklari ise 6-8 pm arasinda degismektedir (Monis ve ark., 2009).

2.1.7 Giardia peramelis

Giardia peramelis’in kistlerini morfolojik olarak G. duodenalis’in kistlerinden ayirt
etmek mimkiin olmamaktadir. Keseli hayvanlarda bulunan bu tiiriin kistlerinin

uzunlugu ortalama olarak 12,68 um genisligi ise 7,88 um degerindedir (Hillman ve ark.,

2016).

2.1.8 Giardia cricetidarum

Armut seklinde olan G. cricetidarum’un trofozoitlerinde dort ¢ift flagella
bulunmaktadir. Trofozoit uzunlugu 12 ile 18 um arasinda olan G. cricetidarum,

Cricetidae alt familyasina ait kemirgenlerden olan hamsterlarda goériilmektedir (Lyu ve
ark., 2018).



2.2 Giardia duodenalis’in Morfolojisi
Zorunlu anaerob bir protozoon olan Giardia duodenalis’in kist ve trofozoit ad1 verilen

iki formunun oldugu bilinmektedir (Chandra, 1982; Seferoglu ve ark., 2016).

2.2.1 Trofozoit (Vejetatif) Formu

Giardia duodenalis’in trofozoiti armut seklinde olup 12-15 um uzunlugunda ve 6-8 um
genisliginde bir forma sahiptir (Seferoglu ve ark., 2016). Trofozoitin ¢evresinde yanal
flang olarak adlandirilan diiz bir yap1 bulunmakla birlikte trofozoitin 6n kismi yuvarlak
ve genis arka kismi ise dardir (Seferoglu ve ark., 2016). Lateral bakida sirt yiizii yani
dorsal kismi dis biikey, karin tarafi yani ventral yiizii ise i¢ biikey goriiniimiinde olup 6n
kisminin tamami emici disk ile kaplanmistir. Emici diskin arka kisminda boyutu viicut
uzunlugunun %’i kadar olan iki niikleus bulunmaktadir. Emici disk G. duodenalis’in
ince bagirsagin duodenum kisminda yer alan epitellerdeki mikrovilluslara tutunmasini
saglayan yapidir. Emici diskin fonksiyonunda rol oynayan tubulin ve giardin adli
proteinler bulunmaktadir (Nosala ve Dawson, 2015). Orta kisimda trofozoitin gergin
olmasini saglayan aksostil ad1 verilen destekleyici uzant1 bulunmaktadir. Bu iki niikleus
ortasinda kinetosomal kompleksler bulunmakta ve bu kompleksler flagellanin
olusumunu saglamaktadir. Hiicre govdesinde median cisim, emici disk ve dort ¢ift
flagella bulunmaktadir (Carranza ve Lujan, 2010; De Souza ve ark., 2004; Nosala ve
Dawson, 2015). Flagellalara hareket enerjisi saglayan dort cift blefaroblast
bulunmaktadir. On kamgilar blefaroblastlarin ~ 6niine gecerek birbirleri ile
caprazlasmaktadir. Orta blefaroblasttan kuyruk kamgilar1 kalin iki aksonem olarak
cikmakta ve arka uca dogru iki cubuk seklinde ilerlemektedir (Nosala ve Dawson,
2015). Eksitasyon islemi sirasinda parazitin motilitesi i¢in 6nemli olan flagella, ventral
disk altinda negatif basin¢g olusturarak parazitin bagirsak epitelyum ylizeyine

tutunmasinda biiylik rol oynamaktadir (Nosala ve Dawson, 2015).

2.2.2 Kist Formu

Oval bir sekle sahip olan G. duodenalis’in kist formu 9-15 um uzunlugunda ve 6-9 um
enindedir (Glingor, 2021). Kist zariin kalinligi 0,3 pm olmakla birlikte sitoplazma ile

kist duvar1 arasinda bosluk bulunmamaktadir (Vurupalmaz, 2012). Kist zarinin ana



yapisini N-asetil galaktozamin adi verilen sert bir proteindz madde olusturmaktadir
(Vurupalmaz, 2012). Kistin igerisinde median cisim, niikleus, flagella ve diger hiicre
organel kalintilar1 yer almaktadir. Giardia duodenalis kistinin sitoplazmasi igerisinde
rastgele dagilmis olan dort adet yuvarlak niikleus bulunmaktadir. Bu niikleuslar
olgunlagmamis kist igerisinde iki tanedir (Seferoglu ve ark., 2016; Wolfe, 1992).
Parazitin kist formu dis ortam sartlarina karst olduk¢a dayanikli olmasi sebebiyle

enfeksiyonun yayilmasinda énemli rol oynamaktadir (Seferoglu ve ark., 2016; Wolfe,
1992).

2.3 Giardia duodenalis’in Biyolojisi

Giardia duodenalis trofozoitleri bulundugu konagin ince bagirsaginin mukozal
yiizeyine tutunup hizla ¢ogalma kabiliyetinde olan noninvaziv bir yapi iken kistleri disk1
ile bulasan, ¢evre sartlarina direngli basit bir yasam dongiisiine sahiptir (Monis ve ark.,
2009; Seferoglu ve ark., 2016; Vurupalmaz ve Oter, 2016). Giardia duodenalis
parazitin Kist formunu igeren diski ile kontamine su veya gidalarin alinmasi ile
bulagsmaktadir (Ali ve Nozaki 2007; Eckmann, 2003; Turhan ve ark., 2009; Vurupalmaz
ve Oter, 2016). Bu kistler viicuda alindiginda mide ve duodenumda, pankreas ve asit
enzimleri ile ekskistasyona (Kistten ¢ikis) ugrayip trofozoite doniismektedir. 9-12 saatlik
bir zaman araliginda ikiye boliinerek hizla ¢ogalan bu trofozoitler ince bagirsaga
gecmektedir. Ince bagirsakta ndtr pH ve sekonder safra tuzlarina maruz kalan
trofozoitler ince bagirsak epiteline emici diskleri ile yapismaktadir. Bagirsak epitelinden
ayrilan trofozoitler gaita icerigine katilarak bagirsagin peristaltik hareketi ile disari
atilabilmektedir (Seferoglu ve ark., 2016). Bagirsaktan gegis siiresinin kisa oldugu sulu
digkilarda genellikle trofozoit formlara rastlanilirken, gegis siiresinin uzadigr sekilli
digkilarda ise kist formlar ile karsilasilmaktadir (Seferoglu ve ark., 2016). Atilan G.
duodenalis'in trofozoit formlart dis ortamda canliligin1 koruyamazken, kist formlari ise
uzun siire canli kalabilmektedir (Vurupalmaz ve Oter, 2016). Ozetle parazitin bagirsaga
kolonizasyonu ve yagsam dongiisiiniin tamamlanmas1 ekskistasyon, bagirsak epiteline
baglanma, trofozoitin ¢ogalmasi ve enkistasyon (kist formuna doniis) seklinde dort
asamadan olusmaktadir (Farthing, 1996). Bu asamalar, asagida basliklar halinde

verilmistir.



2.3.1 Ekskistasyon

Viicuda alinan G. duodenalis kistleri 6ncelikle konak midesine ulagsmakta ve mide asidi
ortaminda bulunmasindan sonra ince bagirsagin tiist kismina gelerek proksimale
geemektedir. Bu kisimda pH 6,8-7,0 arasinda degismektedir. Burada kist mide asidi,
karbondioksit ve pankreatik salgilara maruz kaldig1 i¢in kistin duvari par¢alanmaktadir.
Bu pargalanma sonucu kistten ¢ikis (ekskistasyon) gerceklesir ve trofozoit serbest kalir
(Ali ve Nozaki 2007; Farthing, 1996; Giilel ve ark., 2015). Kist laboratuvar ortaminda
mide asidi, karbondioksit ve pankreatik gibi sekresyonlara maruz kalirsa ekskistasyon

5-10 dakika i¢inde baslamaktadir (Farthing, 1996).

2.3.2 Giardia duodenalis’in Bagirsak Epiteline Baglanmasi

Giardia duodenalis trofozoitinde bulunan emici disk sayesinde bagirsagin epitel
yiizeyine siki bir sekilde tutunabilmekte ya da lumenin igerisinde serbest halde
dolasabilmektedir. Giardia duodenalis’e ait olan bu trofozoitler dokulara
gecmemektedir (Vurupalmaz ve Oter, 2016; Wolfe, 1992). Trofozoitlerin epitelyum
hiicrelerine yapismasinda oOzellikle alfa, beta, delta ve gama adi verilen giardin

proteinlerinin dnemli rolii bulunmaktadir (Cotton ve ark., 2011).

2.3.3 Trofozoitin Cogalmasi

Ag1z yolu ile alindiktan sonra mideden duodenuma gecen ve burada ekskistasyona
ugrayan aside direncli kistler aseksiiel yolla hizlica cogalmaktadir. Ekskistasyon sonucu
meydana gelen trofozoitler bes saatte bir boliinmektedir. Sirasiyla iki niikleus sonra
hareketi saglayan hareket organelleri ve ventral disk son olarak sitoplazma hizli bir
sekilde boliinerek trofozoitler olusmaktadir (Flanagan, 1992; Thompson, 1994).
Bagirsak epitel hiicrelerine tutunan trofozoitler gastrointestinal sistemin peristaltik
hareketi etkisi ile epitellerden ayrilarak digki ile disar1 atilmaktadir (Seferoglu ve ark.,
2016; Thompson, 1994).

2.3.4 Enkistasyon

Ince bagirsaktan asag1 dogru inen G. duodenalis’in trofozoit formu replikatif olmayan

kist formuna dontigmekte ve bu doniisiim olay1 enkistasyon olarak adlandirilmaktadir



(Palm ve ark., 2005). Bu doniisiimden sonra ilk olarak trofozoit formunda bulunan
flagellalarin boylar1 kisalmaya ve yavas hareket etmeye baslamaktadir (Thompson ve
ark., 1993). Enkistasyon asamasina 6zel olan vezikiiller gelismekte ve olgunlagsmaktadir
(Glingdr, 2021). Sitoplazma yogun hale gelerek kalin hyalin kist yapisi meydana
gelmektedir. iki niikleusa sahip olan trofozoit formu iki niikleusa sahip kist formuna
doniismektedir. Kistin igerisinde bulunan bu iki niikleus boliinerek dort niikleusa sahip
kistler olusmaktadir (Seferoglu ve ark., 2016). Kist duvarinin olusumu 4 ila 70 saat
siirmektedir (Thompson ve ark., 1993). Olusan bu kistlerin enfektif 6zellige sahip olup
olmadig1 tartisilmaktadir fakat bazi kistlerin yedi gilinlik bir olgunlagsma siirecini
enfekte olmadan gegirdigi tespit edilmistir. Dis ortama atilan G. duodenalis’in kistleri
diger konaklar tarafindan alinarak dongiiniin devami saglanmaktadir (Glingdér 2021).
Dis ortam sartlarina karsi duyarli olan G. duodenalis’in trofozoitleri disarida yasayamaz
iken kistler dis ortam sartlarina karsi direnglidir ve uzun siire canli kalabilmektedir
(Vurupalmaz ve Oter, 2016). Genelde enfeksiyon G. duodenalis’in kist formlar ile

kontamine olmus igme sularinin alinmasi ile meydana gelmektedir (Kraft ve ark., 2017).

2.4  Giardia duodenalis’in Kedi ve Kopeklerde Prevalansi

Giardia duodenalis kedi ve kopeklerde diinya capinda karsilagilan en yaygin
parazitlerdendir (Thompson, 2004). Diinya iizerinde yaygin seyreden ve onemli bir
bagirsak paraziti olan G. duodenalis hem 1liman hem de tropik bdlgelerde goriilen
ishallerin baglica etkenidir (Aw ve ark., 2019; Leung ve ark., 2019; Mizuno ve ark.,
2019). Altyap: ile ilgili sorunu olan {ilkelerde yeterli sanitasyonun saglanamamasi
fekal-oral ve kontamine yiyecek ve igeceklerle bulasan G. duodenalis’i onemli bir
enterik problem haline getirmistir (Glingdr, 2021). Tiirkiye’de su kaynaklarinda ve
cesitli hayvan konakgilarinda G. duodenalis enfeksiyonlarinin yaygmligini arastiran
bircok molekiiler epidemiyolojik ¢alisma bulunmasina ragmen kedilerde bu parazitlerin
varhigina ve genotiplerin tespitine ydnelik sinirli sayida arastirma mevcuttur (Onder ve
ark., 2021). Kedilerde G. duodenalis enfeksiyonunun bir¢ok iilkede goriildiigii rapor
edilmistir. Ancak yapilan calisma sonucglar1 daha once Avustralya (%10,1), Tayland
(%12,1), Almanya (%10,5) ve Brezilya’da (%11,1) yapilan ¢alismalardan daha diisiik,
Cin (%3.,6) ve Italya’da (%6,1) yapilan calismalarin bulgularindan daha yiiksek



bulunmustur (Onder ve ark., 2021). Yakin zamanda yapilan bir caligmada, Tiirkiye’nin
Ic Anadolu Bolgesi’ndeki ishalli kedilerde G. duodenalis’in molekiiler prevalansi
%68,6 olarak rapor edilmistir (Onder ve ark., 2021). Yine yakin zaman diliminde
Avustralya’da 1400 kopek Ttizerinde yapilan aragtirma neticesinde %9,3 oraninda
Giardia sp. kistine rastlanilmistir. Brezilya’da bulunan kdpeklerde yapilan bir ¢alismada
ise giardiasisin yayginligi %6,1 ile %16,9 arasinda degisiklik gosterdigi rapor edilmistir
(Karahalli, 2014). Baska bir ¢alismada ise G.duodenalis’in yas dagilimmna gore
prevalansi incelenmis ve 6 aydan kiiciiklerde bu oran %10,3 iken, 3 yasindan
biiyiiklerde %1 olarak aragtirmacilar tarafindan kayit altina alinmistir (Little ve ark.,
2009). Ulkemizde giardiasisli kdpeklerde hematolojik ve biyokimyasal degerlerin
incelenmesi amaciyla 170 kopek iizerinde yapilan caligmada kopekler incelenmis,
ELISA yontemiyle calisan pratik kitlerle yapilan testler ile 60 kopegin Giardia sp.
acisindan pozitif (prevalans %35,2) oldugu sonucuna ulasilmigtir (Sar1 ve Onmaz,
2011). Ayrica giardiasis vakalarinin birgogunun yaz aylarinda ve sonbahar mevsiminin

baslarinda gortildiigii kaydedilmistir (Leung ve ark., 2019).

2.5 Giardia duodenalis Enfeksiyonlarinda Klinik Bulgular ve Patogenez

Giardia duodenalis enfeksiyonlarinda risk, gen¢ hayvanlarda ve hayvanlarin kalabalik
sekilde bir arada bulundugu yerlerde daha yiiksektir. Bulagsma sadece digki ile atilan
kistlerin oral yolla alinmasi ile miimkiin olmaktadir (Gilingor, 2021). Giardia parazitinin
patojenitesindeki farkliliklar, konagin immun sistemi, beslenme kosulu ve yasina bagh
olarak degiskenlik gosterebilmektedir (Homan ve Mank, 2001). Giardiasis vakalarinda
asemptomatik tasiyicilik goriilmekle birlikte akut ve kronik enfeksiyon gibi vakalara da
rastlanilmaktadir (Costache ve ark., 2020). Erigkin hayvanlarda Giardia enfeksiyonu
genellikle asemptomatik seyretmektedir (Hanevik ve ark., 2009). Giardia duodenalis’in
semptomatik vakalarinda ise klinik bulgular, kistlerin alinmasindan 3 ila 20 giin sonra
baslamakta ve semptom olarak diyare, istahsizlik, halsizlik, siskinlikle birlikte karin
agrist, yag emiliminin bozulmasi sonucu steatore (yagli diski) ve kilo kaybi yaygin
olarak, ates ise nadiren goriilmektedir (Farthing, 1996; Karahalli, 2014; Pickering ve
Engelkirk, 1988). Bagirsaklarda fonksiyonel bozukluga yol agan G. duodenalis yag ve

yagda eriyen vitaminlerin emilimini aksatarak malabsorbsiyona neden olmaktadir.
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Bunun sonucunda demir eksikligi anemisi, su, yag, Bi, ve A vitamini, thiamin, folat ve
disakkarit eksikligi goriilebilecegi bildirilmistir (Seferoglu ve ark., 2016). Giardia
enfeksiyonu tedavi edilmedigi siirece enfeksiyon birkag¢ ay siirebilmektedir (Gardner ve
Hill, 2001). Giardiasis genellikle 7-14 giin siiren inkiibasyon siiresi ve ortalama 9 giin

sliren bir prepatent siiresine sahiptir (Giingor, 2021).

Giardiasisin patogenezi kesin olarak anlagilamamasina ragmen, mekanizmalar bir¢ok
farkli nedene bagli olabilmektedir. Kamg¢ilar1 yardimi ile hareket eden trofozoitler,
ventral yiizeylerinde bulunan emici diskler yardimi ile ince bagirsagin mukozal epitel
katmanma tutunurlar (Ustiin ve ark., 2012). Giardia duodenalis, salgiladigi lektin
proteini ile parazit bagirsak mukozasina daha kolay tutunmakta ve mukozal irritasyona
sebep olmaktadir (Cotton ve ark., 2011; Ustiin ve ark., 2012). Giardia duodenalis’in
patogenezi viicuda alinan kist miktarina, hangi sus ile kontamine olduguna ve konagin
bagisiklik sistemine gore degisiklik gdstermektedir (Pickering ve Engelkirk, 1988).
Toksinlerin ¢ogalmasi ile var olan floranin bozulmasi, yangisal bagirsak hastaliginin
etkin hale gelmesi, normal enterosit enzimatik fonksiyonunun yapilamamasi,
mikrovilluslarin diiz hale gelmesi, yag emilimi icin Onemli olan bagirsak ici
komponentlerde ve motilitede bozulmalar G. duodenalis enfeksiyonlarinda meydana
gelmektedir (Buret, 2007; Ustiin ve ark., 2012; Vivancos ve Bermejo, 2018). Bagirsak
epitelyum yiizeyine yapisan Giardia parazitleri, emilimi engelledigi i¢in yag
emiliminde bozukluk yasanarak yagli disk1 (steatore) goriiniimii olusturmaktadir (Ustiin
ve ark., 2012). Yagl digskinin olugsmasinin sebebi ise lipaz enzim aktivitesinin azalmasi
ve miisin Uretiminin artmasindan kaynaklanmaktadir (Buret, 2007; Buret, 2008;

Halliday ve ark., 1995).

2.6 Giardia duodenalis Enfeksiyonlarinin Tanisi

Giardia enfeksiyonunun klinik bulgulari patognomonik olmadigi i¢in dogru ve erken
tan1 koymak enfeksiyonun tedavisi ve parazitin ¢evreye yayilmasinin engellenmesi
acisindan biiyiik oneme sahiptir (Farthing, 1996; Hooshyar ve ark., 2019). Alinan
diskinin direkt olarak mikroskop altinda incelenmesi sonucu kistlerin veya trofozoitlerin

tespit edilmesi ya da serolojik yontemlerden olan ELISA ile antijenlerin tespit edilmesi
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veya PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi kullanilarak Giardia DNA

amplifikasyonu ile Giardia sp.'nin tanist konulabilmektedir (Karahalli, 2014).

2.6.1 Konvansiyonel Tan1 Yontemleri

2.6.1.1 Direkt Baki (Nativ-Lugol) Yontemi

Nativ yontemde digkinin muhtelif yerlerinden alinan 6rnek, steril bir cam c¢ubuk
yardimiyla lam iizerine konulduktan sonra 6rnegin {izerine bir damla fizyolojik tuzlu su
¢ozeltisinden damlatilir ve homojen hale gelene kadar karistirildiktan sonra iizeri steril
bir lamel ile kapatilir. Bu hazirlanan preparat 1tk mikroskobunda 10x ve 40x
biiyiitmede incelenir (Chakarova, 2010; Daldal ve ark., 2002). Giardia'nin trofozoitleri
dokiilen yaprak goriiniimiinde bir motiliteye sahip olmakla birlikte bekletilen veya
toplanmasinin iizerinden bir iki saat gecen durumlarda trofozoitler motilitesini
kaybedecegi icin canli bir Giardia trofozoiti incelemek miimkiin olmayacaktir

(Tangtrongsup ve Scorza, 2010).

Lugol yonteminde ise alinan 6rnegin lizerine bir damla lugol soliisyonu damlatilmakta
ve mikroskop altinda incelenmektedir. Bu yontem kist formlarin1 daha belirgin hale
getirip trofozoit formlarina zarar verdigi i¢in kist formlarin1 karakterize etmekte lugol

yontemi tercih edilmektedir (Giingor, 2021).

Alman digki O6rneginde Nativ-Lugol yontemi kullanilmasinin temel amaci digkida
bulunan diger elemanlardan parazitin morfolojik yapisini kolayca ayirt edilmesini
saglamaktir (Daldal ve ark., 2002). Parazit yogunlugunun fazla olmadig1 veya parazitin
atipik formlarmin goriildiigi numunelerde Nativ-Lugol yontemi ile dogru tam
konulmasinin zor olacagi ve yanlis negatif sonuglar elde edilmesine sebep olabilecegi
ifade edilmistir. Bu nedenle daha dogru sonuglar elde edebilmek adina zenginlestirme

yontemlerinden yararlanilmaktadir (Daldal ve ark., 2002; Karaman ve ark., 2018).

2.6.1.2 Zenginlestirme (Konsantrasyon) Yontemleri

Yiizdiirme (flotasyon) ve ¢oktiirme (sedimentasyon) olarak ikiye ayrilan zenginlestirme

yontemleri diskida bulunan parazitlerin 6zgiil agirliklari arasindaki farka gore belirlenen

yontemlerdendir (Coplii ve ark., 2007; Giingér, 2021). Bu yontemlerin tercih

edilmesinin sebebi nativ muayenede tespit edilemeyen siipheli 6rneklerin tespitinde
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avantaj saglamasidir ve farki trofozoit formlara rastlanilmamasidir. Bunun sebebi ise bu
yontemler esnasinda yapilan uygulamalara trofozoitlerin soliisyonlarin yogunluguna

dayanamayip par¢alanmasidir (Giingor, 2021).

Santrifiij kullanilarak yapilan ¢oktiirme yontemin avantaji, digkinin yeni olmasini
gerektirmemesi, yeni alinmig digki orneklerinde ve saklanmig diski numunelerinde
kullanilabilmesidir. Bu yontemin olumsuz yonii ise sedimentte digki artiklarinin fazla
bulunmas1 sonucu diskida var olan parazitlerin gdlgelenmesidir (Ozbel ve Dagc1, 1997).
En sik kullanilan yontem olan formol-eter yonteminde alman digki soliisyon ile
karistirilir ve daha sonra santrifiij edilir. Santrifiij sonucu olusan ¢okeltiden lam ve
lamel yardimi ile preparat hazirlanir ve mikroskobun 10x ve 40x’lik biiylitmelerinde

muayene edilir (Miman ve Saygi, 2017).

Doymus tuzlu su gibi yiiksek 6zgiil agirliga sahip olan soliisyonlarin igerisinde Giardia
duodenalis’e ait kistlerin yiizdiiriilmesi yonteminde Sheather’in sekerli eriyigi ve ¢inko-
stilfat soliisyonu da doymus tuzlu su gibi en sik kullanilan yiiksek 6zgiil agirliga sahip
sollisyonlardandir. Yiizdiirme sonucu diskida var olan parazitler suyun iist yiizeyinde,
geri kalan elemanlar ise kabin alt tarafinda toplanmaktadir. Coktiirme yontemine kiyasla

yiizdiirme yonteminde daha net goriintiiler elde edilebilmektedir (Glingor, 2021).

2.6.1.3 Boyama Yontemleri

Trofozoit ve kist formlarmmin morfolojik karakterleri direkt baki ve zenginlestirme
yontemleri ile tanimlanamadigi zaman organizmanin ayrintilarin1 daha net gérebilmek
ve daha dogru teshis edebilmek i¢in kalict boya yontemleri kullanilmaktadir. Bu
boyama yontemlerinde G. duodenalis i¢in kullanilan boyalar; giemsa boyama, trikrom

boyama ve demirli hematoksilin boyalaridir (Hooshyar ve ark., 2019).

Klinik laboratuvar uygulamasi kolay kalict bir boyama yontemi olan giemsa boyama
yonteminde, protozoona ait kamg1 ve ¢ekirdeklerin kirmizimsi pembe renkte boyandigi,

sitoplazmanin ise gri-mavi renkte boyandigi gozlemlenmistir (Hooshyar ve ark., 2019).

Alman digki numunelerinden yayma preparat hazirlanmasi i¢in tercih edilen trikrom

boyama yoOnteminin avantaji ise ¢abuk ve kolay olan boyama isleminin yam sira
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boyanin uzun siire bozulmadan kalabilmesidir. 45 dakika ile 1 saat arasinda siiren bu
yontemle boyanan protozoonun sitoplazmasi mavi-yesilden morumsu bir renkte olurken
cekirdek kromatini, kromatoid cisimler ve diger inkliizyon cisimcikleri kirmizi veya
kirmizimst mor bir renkte goriinmektedir. Kiif ve maya barindiran arka zemin ise
cogunlukla mavimsi yesil bir renk almaktadir (Gilingdor, 2021). Trikrom boyama
yontemine gore biraz daha ugrastirici ve zaman alan bir yontem olan demirli
hematoksilen boyama yontemi ise trofozoit ve Kistlerin goériilmesinde Kkullanighdir.
Boyamanin standartlara uyularak yapilmasi halinde protozoona ait sitoplazmanin
mavimsi gri renkte, kist formlarinin mavinin daha koyu tonlarinda, nukleus ve
inkliizyonlarin koyu gri mavi bazen de siyah renkte, zeminim ise mavi agik gri bir

sekilde boyandig: goriilebilmektedir (Gilingor, 2021).

2.6.1.4 Kiiltiir Yontemi

Rutin klinik laboratuvarda ¢ok tercih edilen bir yontem degildir (Hooshyar ve ark.,
2019). Kiiltiir yontemi, seroloji ve immunolojik testlerde kullanilan antijeni elde etmek,
ilag kesfi, direng tespiti icin faydalanilan bir tam1 yontemdir (Daldal ve ark., 1997; Ozbel
ve Dagci, 1997). Giardia duodenalis’in kiiltiirii icin kullanilan besiyerleri ise
Karapetyan, HPS-1, HPS-2, TPS-1 TY1-S-33 besiyerleridir (Glingdr, 2021).

2.6.1.5 Duodenal Biyopsi

Enfeksiyon varliginin tanisi tam olarak konulamadig1 vakalarda, ince bagirsak biyopsisi
yontemi tercih edilebilmektedir (Erlandsen ve ark., 1996). Biyopsi yontemi ile ince
bagirsakta bulunan G. duodenalis tespit edilebilirken bagirsak epitellerinde meydana
gelen degisiklikler de incelenebilmektedir. Alinan biyopsi Orneginden hazirlanan
preparat boyanmakta ve daha sonra G. duodenalis’in trofozoit formu incelenmektedir
(Giingor, 2021).

2.6.1.6 Entero-Test

Enfeksiyon varliginin tespit edilemedigi giardiasis vakalarinda, bagirsagin duodenum ve
jejenum kismindan endoskopi veya entero-test (ip testi) yardimiyla alinan sivilarin
incelenmesi ile G. duodenalis’e ait trofozoitler belirlenebilmektedir (Hooshyar ve ark.,
2019).
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2.6.2 Serolojik Yontemler

Glinimiizde yaygin olarak ELISA, Dot-ELISA, DFA, IFA ve counter
immunelektroforez gibi ¢esitli serolojik yontemler kullanilmaktadir. Ozellikle G.
duodenalis susu i¢in spesifik olarak kabul edilen B-giardin geni ELISA yontemi ile
teshis edilmekte ve ELISA ¢ok sayida ornekle birlikte calismaya firsat vermektedir
(Caccio ve Sprong, 2011; Graczyk ve ark., 2003; Giingér, 2021; Ozbel ve Dagc1, 1997;
Santin ve ark., 2012).

2.6.3 Molekiiler Yontemler

Ozellikle oocyst atiliminin ¢ok sayida olmadig1 olgularin teshis edilmesinde molekiiler
tan1 yontemleri 6nemli bir konuma sahiptir. Belirlenen bir gen bdlgesinin gogaltilip
goriintiilenmesi esasina dayanan PCR yontemi, bu molekiiler yontemler arasinda en
yaygin kullanilan teshis yontemidir. PCR esasli tekniklerle, alinan numunedeki tek bir
kistin bile tespit edilebilecegi belirtilmekle birlikte, tan1 siirecinde G. duodenalis’in
genotip ve alt tiplerinin ortaya konulabilmesi ve zoonotik durumun belirlenebilmesi igin
bu yontem Onemli bir avantaja sahiptir (Abeywardena ve ark., 2014; Santin ve ark.,
2012). PCR uygulamasi, ozellikle G. duodenalis’in sistematigi, biyolojisi,
epidemiyolojisi, ekolojisi ve popiilasyon genetigine iligskin bilgi ve anlayisin artmasina
yardimcr oldugu kadar giardiasisin dnlenmesini ve kontroliinii de desteklemektedir
(Ankarklev ve ark., 2010; Caccio ve Ryan, 2008; Cooper ve ark., 2007; Feng ve Xiao,
2011; Kutz ve ark., 2009; Monis ve ark., 1999; Thompson ve ark., 1998; Thompson,
2004).

Giardiasisin molekiiler epidemiyolojisi ve zoonotik potansiyeli hakkinda son yillarda
yapilan molekiiler tiplendirme c¢aligmalar1 6nemli veriler elde edilmesinde fayda
saglamistir. Diinyada yapilan molekiiler ¢aligmalarin bir¢ogu insan ve hayvanlardan
elde edilen G. duodenalis izolatlarinin bir tiir kompleksi oldugunu kanitlar niteliktedir
(Caccio ve Ryan, 2008; Monis ve ark., 2003; Soba ve ark., 2015). Yapilan bu
genotiplendirme ¢alismalarinda genellikle Giardia spp. igin ssu-rRNA, B-giardin (bg),
glutamat dehidrogenaz (gdh), elongation faktor 1-a (ef-1), trioz fosfat izomeraz (tpi),
GLORF-C4 (C4) genleri kullanilmistir (Caccio ve Ryan, 2008). Giardia duodenalis’in
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yapilan protein ve DNA tabanli molekiiler ¢alismalarinda genotipik ve fenotipik olarak
birbirinden farkli, fakat morfolojik olarak benzer yapida oldugu ve en az sekiz alt
tirtiniin (A-H) bulundugu bildirilmistir (Tablo 2.2) (Feng ve Xiao, 2011; Monis ve ark.,
2003; Ryan ve Caccio, 2013; Wang ve ark., 2014). Ortaya ¢ikan genotiplerden A ve B
tipi insanlarda ve baz1 memelilerde (Giangaspero ve ark., 2007), C ve D tipi kopeklerde,
kedilerde, kurtlarda ve cakallarda, E tipi sigirlarda, koyunlarda, kegilerde, domuzlarda,
mandalarda, F ve G tipleri ise kedi ve farelerde goriildiigii arastirmacilar tarafindan
ortaya konulmustur (Caccio ve ark., 2005). Bu bahsedilen genotiplerden A ve B
genotipleri, ¢esitli hayvanlarda enfeksiyon olusturmakla birlikte insanlarda da
enfeksiyon olusturdugundan dolay1 zoonotik genotip kabul edilmistir (Caccio ve ark.,
2002; Giangaspero ve ark., 2007; Monis ve ark., 2003). Diger genotiplerin ise zoonotik
onemi olmadig ifade edilmektedir (Caccio ve ark., 2002; Lebbad, 2010; Monis ve ark.,
2009; Thompson ve ark., 2008).

Tablo 2.2 Giardia soyunda yer alan tiirler, genotipler, altgenotipler ve konaklari

Tir Primer Konak

Giardia duodenalis

Assemblage A (G. duodenalis sensu

stricto*)

Tipl Insan, bircok hayvan grubu (zoonoz)
Tip 1l Insan, bir¢ok hayvan grubu (zoonoz)
Tip 111 Hayvanlarda

Assemblage B (G. enterica*)

Tip 1l Insan, ¢ingilya, kdpek, rat vs. (zoonoz)
Tip IV Insan, baz1 hayvanlar (zoonoz)
Assemblage C (G. canis*) Kopek, gakal, kurt, kedi
Assemblage D (G. canis*) Kopek, ¢akal, kurt, kedi
Assemblage E (G. bovis*) Ruminant, domuz

Assemblage F (G. cati*) Kedi, fare, sigan

Assemblage G (G. simondi*) Fare, sigan, kedi

Assemblage H Deniz memelileri, deniz kuslari
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G. agilis Kunstler, 1882 Amfibi

G. muris Benson, 1908 Kemirgen

G. microti Benson, 1908 Misk sigan, tarla faresi
G. psittaci Erlandsen and Bemrick, 1987  Kus

G. ardeae Noller, 1920 Kus

G. varani Lavier, 1923 Kertenkele

*[1gili genotiplerle gore dnerilen isimler

2.7 Giardia duodenalis Enfeksiyonlariin Tedavisi

Tedavide oncelik, ishalin durdurulmasi ve olusabilecek re-enfeksiyonun onlenmesidir
(Yildiz, 2019). Giardiasisli kedilerde tedavi amaciyla fenbendazol 50mg/kg dozda 5 giin
siire ile oral olarak verilebilir (Singer ve ark., 2014). Ozellikle G. duodenalis’in
Clostridium spp. ile beraber seyrettigi vakalarda metronidazole benzoatin 15-25 mg/kg
dozda 12-24 saat arayla 5 giin siire ile kullanimi daha etkili bir yontemdir ancak
norotoksisite riski teskil ettigi icin giinlik dozun 50 mg/kg’t ge¢memesi gerektigi
bildirilmistir (Yildiz, 2019). Tedavi siirecinde kedinin diskisinda kist atilimi devam
ettigi durumda tedavi boyunca kullanilan ilaca karsi antimikrobiyal diren¢ gelismis
olabilecegi disiinilmelidir. Bu durumda diger gruptan baska bir ilag kullanimi
onerilmektedir (Y1ldiz, 2019). Paramomisinin giardiasise kars1 etkili oldugu bilinse bile
kedilerde akut bobrek yetmezligine sebep olma olasiligindan dolayr bu etken madde
onerilmemektedir. Diren¢ olusumuna karsi bazi klinisyenler metronidazole ve
fenbendazolii birlikte kullanmay1 tercih edebilir. Giardiasisli kopeklerde ise sagaltim
amaciyla pirantelembonat, febantel ve praziquantel iiclii kombinasyonu, fenbendazol,
praziquantel, pirantelpamoat ii¢lii kombinasyonu ve silimarin, ipronidazol, ronidazol,
Enterococcus faecnum SF68 probiyotik gibi farkli etken maddeler ve kombinasyonlari
denenmistir (Giangaspero ve ark., 2002; Payne ve ark., 2002; Simpson ve ark., 2009).
Barinakta bakilan kopek ve kedilerde giardiasis vakasina rastlanildiysa eger igme
sularina ipronidazol katilabilecegi de arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Singer ve
ark., 2014). Tinidazol, ornidazol ve seknidazol gibi nitroimidazol tiirevleri, furazolidon
gibi nitrofuran tiirevi ve kinadrin gibi 9-aminoakridin tiirevi gruplar da giardiasis

tedavisinde kullanilabilmektedir. Bu ilaglara alternatif olarak albendazol, mebendazol
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ve fenbendazol gibi benzimidazol grubu ilaglar tercih edilebilmektedir (Gilingér, 2021).
Albendazol, bazi kedilerde kemik iligininin baskilanmasina sebep olabilmektedir. Bu
nedenle be etken maddenin kullanimi sirasinda dikkatli olunmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Y1ildiz, 2019). Kist atilim1 konusunda tek doz 30 mg/kg seknidazoliin
onemli etkisi oldugu bildirilmistir (Ayan ve ark., 2019). Bununla ilgili olarak bir
calismada, 8, 15, 30. giinlerde uygulanan seknidazol tedavisi sonrasinda on iki kopekten
dordiinde tedavi sonrasi pozitif durum degismezken tedavide fenbendazol tercih edilen
on iki kdpegin iiciinde pozitif durum gériilmiistiir (Ruiz ve ark., 2019). Ote yandan
giardiasis olgularinda klinik belirtilerin azaltilmasi amaciyla diyete lifli gidalarin
eklenmesi Onerilmektedir (Yildiz, 2019). Farkli grup ilaglar uygulanmasina ragmen
Giardia spp. esasli ishal olgusu kesilmemisse bunun altinda yatabilecek diger sebeplere
(trichomoniasis, cryptosporidiosis, yangisal bagirsak hastaligi vb.) de odaklanilmasi

gerektigi bildirilmistir (Feng ve Xiao, 2011).

2.8 Korunma ve Kontrol

Giardia duodenalis insandan insana (antroponotik) veya hayvandan insana (zoonotik)
diski ile atilan kistlerin direkt temas ya da sindirim yoluyla alinmasi sonucu
bulagsmaktadir (Feng ve Xiao, 2011; Xiao ve Fayer, 2008). Bazen digki 6rneklerinde
kistler goriilmedigi i¢in diskinin ii¢ kez incelenmesi Onerilmektedir (Giingor, 2021).
Dogada bulunan diger hayvanlarin diskisi ile kontamine olmus su birikintilerinden kedi
ve kopeklerin su igmesi onlenmeli ve siipheli enfeksiyonu olan ya da enfekte olan
hayvan diger hayvanlardan uzak tutulmalidir (Weese ve ark. 2011). Yetersiz sanitasyon
ve kalabalik nedeniyle barinak ve kliniklerde bu protozoonun goriilme olasiligi daha
fazladir. Boyle yerlerde korunma ve kontrole yonelik onlemlere daha g¢ok dikkat
edilmesi gerekmektedir. Kontamine digkinin uzaklastirilmasi, toprak ve suyun insan ve
hayvan digkisi ile kontamine olmasinin engellenmesi kontrol noktasinda uygulanacak en
o6nemli adimlardan biridir (Giing6r, 2021). Bu kistler soguk suda (8°C) 8 hafta 1lik suda
ise (21°C) 4 hafta canliligin1 koruyabilmektedir. Ancak s6z konusu Kistlerin donma,
direkt glines 1s181na maruz kalma, kuruma ve hizlandirilmis hidrojen peroksit, camasir
suyu (ev ¢amasir suyunun 1:10 diliisyonu) ya da kuaterner amonyum dezenfektanlar ile

etkisiz hale getirilebilecegi de arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Weese ve ark.,
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2011). Klora direng gdsteren kistlerin dezenfekte edilmesi i¢in igme ve kullanma
sularinda filtrasyon sistemi kullanilmas1 gerekmektedir (Ali ve Nozaki, 2007). Diski ile
kontamine oldugu diisiiniilen sular kullanimdan once mutlaka kaynatilmalidir. Ayrica
Giardia spp.’nin bulagsmasinda mekanik tasiyici rollerinden dolayr Musca domestica ve
Blattodea sp. ile miicadele edilmesi de hastaligin korunma ve kontrol yontemleri

rasinda onerilmektedir (Gilingor, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirma Sahasi ve Orneklerin Toplanmasi
Calismanin materyalini, 2023 yilinda Nevsehir yoresinde (Sekil 3.1) farkli yas ve
cinsiyetteki sahipli 100 kedi ve 100 kopekten teknigine uygun olarak toplanan 200 adet

disk1 6rnegi olusturmustur.
Cankir

Ankara
Kirikkale

Eskigehir
Yozgat Sivas

Kirgehir

Kayseri

Aksaray

Nigde
Konya

Karaman

Sekil 3.1 Ornekleme yapilan ilin Orta Anadolu Bolgesindeki lokasyonu

Toplanan diski 6rnekleri, steril diski kaplarina aktarilmig, hayvanlara ait bilgiler ile
birlikte kayit altma almmmis ve takiben protokol kayitlar1 yapilmustir. Ornekler, ilk
asamada -20 °C’de muhafaza edilmis ve sonrasinda o6rneklerin soguk zincirde Erciyes

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari'na intikalleri



saglanmistir. Ornek alman hayvanlarin yas ve cinsiyetlerine gére dagilimlari Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Diski o6rnekleri alinan kedi ve kopeklerin yas ve cinsiyetlerine gore
dagilimlar

Yas Grubu Hayvan Sayisi Toplam
Kopek Cinsiyet Kedi Cinsiyet
Disi  Erkek Disi  Erkek
<l yas 37 18 19 23 10 13 60
1-3 yas 30 14 16 35 15 20 65
>3 yas 33 20 13 42 18 24 75
Toplam 100 52 48 100 43 57 200

3.2 Diski Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Digki orneklerinden genomik DNA izolasyonlar, Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari'nda bulunan niikleik asit ekstraksiyon
tinitesinde NucleoGene Stool DNA Quick Extraction Kit (NucleoGene, Tiirkiye) ile

ireticinin 6nerdigi asagidaki basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.

1. Diski 6rneklerinden yaklasik 220 mg tartilarak steril 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

aktarilmis ve tiipler buz lizerine yerlestirilmistir.

2. Her diski 6rnegine 1 ml Removal Buffer ilave edilerek diski 6rnegi tamamen

homojenize hale gelene kadar yaklasik 1 dk stireyle vortekslenmistir.

3. Siispansiyon 95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Bu asamada vorteksleme her bir

dakikada bir kez olmak iizere yapilmistir.

4. Ornekler maksimum hizda (minimum 14.000 x g ve maksimum 20.000 x g’yi
asmadan) 3 dakika santrifiij edilmistir. Bu sirada yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiipiine 20 pl proteinase K konulmustur.

5. Elde edilen siipernatanttan 200 pl alinarak proteinase K igeren yeni 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiipiine aktarilmustir.
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6. Tiiplere 200 pul Lysis Buffer eklenip 15 saniye boyunca vortekslenmistir.
7. Ornekler 70°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
8. Tiiplere 200 ul saf etanol eklenmis ve vortekslenmistir.

9. Vorteks islemini takiben karigimin 600 pl’si pipet yardimiyla alinarak dikkatlice spin
columna aktarilmistir. Kapak kapatilip maksimum hizda 1 dakika santrifiijlenmistir

(minimum 14.000 x g ve maksimum 20.000 x g’yi asmadan).

10. Santrifiij sonunda toplama tiiptinde biriken sivi dokiilmiistiir. Takiben spin column

toplama tiipiine tekrar yerlestirilmistir.

11. Spin column igerisine 500 ul Wash I buffer eklenmistir. Maksimum hizda 1 dakika
santrifiij edilmistir. Toplama tiiptindeki sivi bosaltildiktan sonra spin column toplama

tiipiine tekrar yerlestirilmistir.

12. Spin column igerisine 600 ul Wash II buffer eklenmistir. Daha sonra maksimum
hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki sivi bosaltilip spin column

toplama tiiptline geri yerlestirilmistir.

13. Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak spin columnlar
toplama tiipleri igerisine tekrar yerlestirilmis ve herhangi bir soliisyon eklenmeden bos
tipler maksimum devirde 2 dk santrifiij edilerek yikama soliisyonlar1 igerisindeki

ethanoliin tamamen giderilmesi saglanmustir.

14. Toplama tiipti atilip her bir 6rnege ait spin columnlar 1,5 ml'lik yeni ependorf
tiiplerine yerlestirilmis ve lizerlerine 50 pl Elution Buffer ilave edilerek oda 1sisinda 1

dk bekletilmistir.
15) Tiipler, 14000 g'de 1 dk santrifiij yapilmis ve genomik DNA elde edilmistir.

Elde edilen genomik DNA ekstraktlarindan alinan 6rnekler Qubit® 3.0 Fluorometric

Quantitation (Life Technologies) cihazinda islenerek DNA izolasyon etkinligi ve total
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genomik DNA miktarlar1 (ng/ul) belirlenmistir. Orneklere ait gDNA’lar kullanilana
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3 pB-giardin Gen Bolgesinin Amplifikasyonu
Alman digki numunelerinden elde edilen genomik DNA izolatlari, G. duodenalis’in (-
giardin (bg) gen bolgesini amplifiye eden spesifik primerlerle (Tablo 3.2) Nested PCR

analizine tabi tutulmustur.

Tablo 3.2. B-giardin gen bdlgesinin Nested PCR analizlerinde kullanilan primerler

Primer

fsmi Primer Dizilimi (5" - 3") Kaynak
G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC .
1 PCR Caccio ve
' ark. (2002)
G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC
2005F GAACGAACGAGATCGAGGTCCG
Lalle ve ark.
2. PCR (2005)
2005R CTCGACGAGCTTCGTGTT

Reaksiyon karisimi 25 pl final konsantrasyonda; 12,5 pl ticari Master Mix
(DreamTaq™ Hot Start Green PCR Master Mix, Thermo Scientific, USA), 1,3 ul her
bir primer (10 uM konsantrasyon), 7,9 pl steril ddH2O ve 2 pl template DNA (10-20
ng/ul) igerecek sekilde hazirlanmistir. 2. PCR’da ilk reaksiyon tiriiniinden 1 pl amplikon
kullanilmis ve steril ddH,O miktar1 8,9 pl olarak ayarlanmistir. Steril kabin igerisinde
hazirlanan PCR reaksiyon karisimi DNase ve RNase free 0,2 ml’lik PCR tiipleri
igerisine esit hacimde dagitilmis ve tiipler, C1000 Touch thermalcycler cihazina

(BioRad) yerlestirilerek amplifikasyona tabi tutulmustur.

B-giardin gen bolgesinin amplifikasyonu igin gerekli nested PCR sartlar1 asagida

verilmistir:
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1. PCR:

1.95°C’de 3 dk 1 siklus
2.95°C’de 1 dk )
3.65°C’de30s > 35siklus

4.72°C1dk

5.72°C 10 dk 1 siklus

2. PCR:

1.95°C’de 3 dk 1 siklus
2.95°C’de 1 dk )
3.55°C’de 30 s > 35 siklus

4.72°C1dk

5.72°C 10 dk 1 siklus

PCR analizlerinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin test
edilmesi amaciyla her analizde pozitif kontrol olarak Erciyes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda muhafaza edilen referans G. duodenalis

genomik DNA’s1 ile negatif kontrol olarak sterilize edilmis ddH,O kullanilmistir.

3.4 PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla yatay
elektroforez tanki (BioRad) kullanilmistir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml
deiyonize su tizerine 20 ml 50X TAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen
solisyon, hem jel hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin igerisinin
doldurulmasinda kullanilmistir. Uriinlerin goriintiilenmesinde %1,5’luk agaroz jel

hazirlanmistir. Jelin fazla kalin olmamasi i¢in 500 ml’lik bir beher igerisinde toplam
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hacim 100 ml olacak sekilde; 1,5 mg agaroz tartilarak tizerine 100 ml 1X TAE ilave
edilmistir. Hazirlanan karigim, agaroz, sivi i¢erisinde tamamen eriyene kadar 1sitilmistir.
Karisimin buharlasmasini engellemek amaciyla beherin agzi aliminyum folyo ile
kapatilmigtir. Karisim hazir hale geldiginde biraz sogumaya birakildiktan sonra iizerine
5 ul SafeView™ (Applied Biological Materials, Richmond, BC, Canada) ilave edilmis
ve s1v1 igerisine tamamen dagilmasi igin yavas bir sekilde bilek hareketleriyle sollisyon
kanigtirllmistir. Tamamen hazir hale gelen soliisyon jel tablasina dokiilmiis ve
incelenecek Ornek sayisina gore taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen sogudugunda jel
tablast ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve 1X TAE soliisyonu ile dolu
tankin igerisinde taraklar yavasca ¢ikarilmistir. Elden edilen nested PCR iiriinlerinin her
birinden 5 pl alinip jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Yiiklenen 6rnekler; sabit akimda,
110 V'da 40 dakika stireyle yiiriitiilmiistiir. Siire sonunda 6rnekler, iBright™ CL1500
Jel Goriintiileme Sisteminde (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

goriintlilenip analiz edilmistir.

3.5 p-giardin Gen Bolgesinin Sekans Analizleri

Nested PCR analizleri ile pozitif belirlenen 6rneklerde G. duodenalis nesillerinin
genotip/alttiplerinin  ortaya ¢ikarilmast amaciyla amplifikasyon {irlinleri sekans
analizleri Oncesinde ticari kit (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche)
kullanilarak piirifiye edilmistir. Sekans analizleri 2. PCR analizlerinde kullanilan gen
spesifik forward ve reverse primer dizileri ile ¢ift yonlii olarak gerceklestirilmistir
(Macrogen Europe). Cift yonli DNA dizisi belirlenen izolatlara ait kromotogramlar
Quality (Phred) skorlarina gore dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious Prime
(https://www.geneious.com) yaziliminda de novo assembly ile forward ve reverse
dizilimler islenmis ve kalite skoru yiiksek olan consensus dizilim belirlenmistir.
Boylece B-giardin gen bolgesi i¢in 511 bp uzunlugundaki hedef bolge sekanslar

saglanarak izolatlar i¢in final dizilimler elde edilmistir.

3.5.1 Genotiplendirme ve Filogenetik Analizler

Calismada elde edilen izolatlara ait 511 bp uzunlugundaki niikleotid dizilimleri,

GenBank BLASTnN analizleri (Altschul ve ark., 1990) ile GenBank’ta kayith tim G.
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duodenalis genotiplerine ait niikleotid sekanslart ¢oklu hizalamalar1 yapilarak
kiyaslanmis ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir. Takiben karakterize edilen
sekanslarin GenBank kayitlar1 gerceklestirilmistir. Giardia duodenalis genotipleri
arasindaki genetik farkliliklar Geneious Prime yazilimi kullanilarak belirlenmistir.
Giardia duodenalis genotiplerine ait nesillerin filogenetik yapilanmalar1 Maximum
Likelihood (ML) analizleri ile belirlenmistir. Bu kapsamda oncelikle GenBank veri
tabaninda kayith ¢esitli genogruplara ait izolatlarin bg gen bolgesi dizilimleri ile veri
seti olusturulmustur. ML analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun substitution modelin
belirlenmesinde jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008) kullanilmis ve en diisik AIC
(Akaike Information Criterion) degerine sahip belirlenen modeller filogenetik agaglarin
olusturulmasinda tercih edilmistir. ML analizleri MEGA X (Kumar ve ark., 2018)
yazilimi iizerinden gercgeklestirilmistir. ML analizleriyle olusturulan agaglarin

giivenilirliginin tespit edilmesinde 1000 tekrarli Bootstrap testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Giardia duodenalis’in Molekiiler Prevalansi

Farkli yas gruplart ve cinsiyetten olan 100 sahipli kedi ve 100 kopege ait diski
orneklerinden elde edilen toplam 200 gDNA izolatinin ikisi kedi ve biri kdpek olmak
tizere 3’i (%1,5) PCR analizleri sonucu G. duodenalis DNA’s1 yoniinden pozitif
belirlenmistir (Tablo 4.1). Nested PCR analizleri ile pozitif belirlenen bazi izolatlarin

agaroz jel lizerinde gortintimleri Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 incelenen kedi ve kdpek diski drneklerinde G. duodenalis pozitifliginin
cinsiyet ve yas gruplarina gore dagilimi

Incelenen Ornek Sayisi Pozitif Ornek Sayisi
Kopek Kedi Kopek Kedi Toplam
Cinsiyet
Disi 52 43 1 - 1
Erkek 48 57 - 2 2
Yas grubu
<1 37 23 - - -
1-3 30 35 1 1 2
>3 33 42 - 1 1
Toplam 100 100 1 2 3

Tablo 4.1’de goriilecegi tlizere G. duodenalis pozitifligi sahipli kedilerde, kopeklere
kiyasla daha yiiksek oranda gozlenmistir. Bunun yaninda erkeklerde ve 1-3 yas
araliginda bulunan hayvanlarda disilere ve diger yas gruplarma kiyasla daha fazla

sayida pozitiflik tespit edilmistir.



511 bp

Sekil 4.1 Nested PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii
M: 100 bp Marker, 1-3: Pozitif 6rnekler, 4: Pozitif kontrol, 5: Negatif kontrol

4.2 PB-giardin Gen Boélgesinin Sekans Analizi Sonuglari

Nested PCR analizleri ile pozitif belirlenen 3 izolatin tamami sekans analizlerine tabi
tutulmustur. Ilgili izolatlarm amplikonlar1 jel piirifikasyon islemlerinden sonra 2. PCR
primerleri 2005F ve 2005R ile sekanslanmis ve sonrasinda kalite skoru yiiksek (Q>20)
kromotogramlar elde edilmistir. Forward ve reverse dizilimlerin de novo analizleri ile
contiglenmesi sonucu izolatlara ait yliksek kalitede consensus dizilim saglanmistir.
Sekans analizleriyle belirlenen izolatlarin niikleotid dizilimleri ¢oklu hizalama

analizleriyle birlikte Sekil 4.2’de verilmistir.
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C#

i ]

i ]

CB31, beta giar...

CB50, beta giar...

DB4, beta giardi...

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

GAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACACGCGEGTEAAGATGATCAAGGACGCCATCGCHMCACCTGGACAGGCTCATCCAGACEBGAGT CGAGGAAG
assemblage C source Giardia intestinalis

GAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACACGCGTGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCGCACCTTGACAGEBCTCATCCAGACBAGAGTCGAGGAAG
assemblage B source Giardia intestinalis

GAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGAMGACACGCGTGTAAGATGATCAAGGAMIGCCATCGCACACCTTGACAGGCTCATHCAGACGGAGTCGAGGAAG
assemblage D source Giardia intestinalis

i ]

Cé=

L&

CB31, beta giar...

CB50, beta giar...

DB4, beta giardi...

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

CGCCAGGGCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTCAAGAAGTCCGCCGACAACATGTACCTGACGATCAAGGAGGABATCGACACCATGGCCGCGAACTTCC
assemblage C source Giardia intestinalis

CGCCAGGEICTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGABAGTCAAGAAGTCIIGCCGACAACATGTACCTGACGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCCGCAAACTTCC
assemblage B source Giardia intestinalis

CGCCAGAGCTCHTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTAAAGAAGTCCGCIHIGACAACATGTABCTGACGATCAAGGAGGAGATIIGACACBATGGCCGCAAACTTCC
assemblage D source Giardia intestinalis

i ]

[

i ]

CB31, beta giar...

CB50, beta giar...

DB4, beta giardi...

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GCAAGTCCCTTGCEGAGATGGGCGAGACEBCTCAACAACGTCGAGACAAACCTCCAGAACCAGATCGCCATCCACAACGACGCCATCGCGGCCCTCAGGAAGGA
assemblage C source Giardia intestinalis

GCAAGTCHICTTGCHIGAGATGGGCGABACGCTCAACAACGTCGAGACGAACCTCCAGAACCAGATCGCCATCCACAACGACGCCATCGCAGCCCTMAGGAAGGA
assemblage B source Giardia intestinalis

GCAAGTCCCTEGCAGAGATGGGCGAGACGCTCAACAACGTCGAGACAAACCTCCAGAACCAGATCGCCATCCACAACGACGCCATCGCAGCIHICTCAGGAAGGA
assemblage D source Giardia intestinalis

i ]

L

C#

CB31, beta giar...

CB50, beta giar...

DB4, beta giardi...

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

GGCCCTCAAGAGCCTGAACGACCTCGAGACCGGCATCGCCACGGAGAACGCCGAGAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAGAGGGATTC
assemblage C source Giardia intestinalis

GGCCCTCAAGAGCCTGAACGACCTCGAGACBAGGCATCGCCACGGAGAACGCCGAGAGGAAGAAGATGTAMIGACCAGCTCAACGAGAABGTCGCAGAGGGETTC
assemblage B source Giardia intestinalis

GGCCCTCAAGAGCCTGAACGACCTEIGAGACCGGCATCGCIMACGGAGAACGCCGAGAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAGAGGGATTC
assemblage D source Giardia intestinalis

[

L

i ]

CB31, beta giar...

CB50, beta giar...

DB4, beta giardi...

420 430 440 450 460 470 480 490 500 511
GCCCGCATCTCCGCEBGCCATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTCAGCGCAGCCACGACEBGAGGCGCTCACAAACACGAAGCTCGTCGAG
assemblage C source Giardia intestinalis

GCCCGCATCTCCGCTGCCATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTCAGCGCEGCCACGACAGAGGCECTCACAAACACGAAGCTCGTCGAG
assemblage B source Giardia intestinalis

GCCCGEHATETCCGCTGCCATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGBAGCCGTCAGCGCAGCCACHAACAGAGGCHCTCACAAACACGAAGCTCGTCGAG
assemblage D source Giardia intestinalis

Sekil 4.2 Elde edilen izolatlara ait B-giardin gen bolgesi niikleotid dizilimlerinin ¢oklu hizalamalari



Sekil 4.2’deki niikleotid farkliliklarindan da goriildiigii tizere sekanslanan izolatlarin iig
farkli genotip olarak gruplandigi tespit edilmistir. Bu izolatlar, olusturulan protokol
numaralar1 kapsaminda CB31 (kedi), CB50 (kedi) ve DB4 (kopek) olarak
isimlendirilmislerdir. CB31 izolatinin CB50 ve DB4 izolatlarina sirasiyla %94,91 ve
%93,93 oranlarinda, CB50 izolatinin ise DB4 izolatina %92,95 oraninda genetik
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. CB31, CB50 ve DB4’iin GenBank BLASTnN
analizleri (Altschul ve ark., 1990) ile yiiksek genetik benzerlik gosterdikleri kayith
izolatlara gore yapilan genotiplendirmeleri sonucunda 2 vyasindaki erkek kedi
diskisindan izole edilen CB31’in Assemblage C’de yer aldigi belirlenirken 5,5
yasindaki erkek bir kedi digkisindan elde edilen CB50’nin ise zoonotik Assemblage
B’de bulundugu tespit edilmistir. 1,5 yasindaki disi bir kopek diskisindan izole edilen
DB4’te yine ayn1 analizlere tabi tutulmus ve bu genotipin Assemblage D’de yer aldig1
goriilmiistiir. Genotiplendirmesi yapilan izolatlar, PQ514072 (CB31), PQ514073
(CB50) ve PQ514074 (DB4) aksesyon numaralari ile GenBank veri tabanina
kaydedilmistir.

B-giardin gen bolgesine gore belirlenen genotiplerin niikleotid kompozisyonlar1 Tablo
4.2°de verilmistir. Saptanan izolatlarin yliksek GC baz igerigine sahip olduklar

belirlenmistir.

Tablo 4.2 pB-giardin gen bdlgesine gore karakterize edilen izolatlarin niikleotid
kompozisyonlari

izolat T(%) C(%) A(%) G(%) A+T(%) G+C(%) Toplam Baz
CB31 10,8 325 27,2 295 380 62,0 511
CB50 12,1 31,1 28,0 288 401 599 511
DB4 13,7 28,8 29,0 286 427 57,3 511

4.3 Filogenetik Analiz Sonuc¢lari

Tiirlere ait haplotiplerin filogenetik yapilanmalart Maximum Likelihood (ML) analizleri

ile belirlenmistir.
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Filogenetik analizler igin olusturulan B-giardin gen bolgesi veri setine ¢alismadan elde

edilen Assemblage C, B ve D’de yer alan sirastyla CB31 CB50 ve DB4 izolatlariyla

birlikte GenBank’ta mevcut olan farkli Assemblage’lerde yer alan toplam 46 izolat

dahil edilmistir. Olusturulan veri seti ile ilgili bilgiler Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 Giardia duodenalis B-giardin gen bolgesi filogenetik analizler igin
olusturulan veri seti

Assemblage GenBank Aksesyon No  Konak Ulke

A LC341569 Kedi Japonya
MK370927 At Tiirkiye
KR075938 Koyun Cin
AY545645 Insan Italya
MN276324 Sigir Tiirkiye
AY545649 Kopek Italya
KR051224 Kaplumbaga Cin

B MH648142 Kedi Tiirkiye
AY647266 Sigir Italya
MF169196 At Cin
KM190821 Kopek Kanada
KJ888980 Halka kuyruklu lemur Cin
AB618785 Insan Japonya
EU626199 Thomson ceylani Polonya
EU637579 Insan Italya
FJ009207 Insan, Polonya
FJ009209 Kiigiik karincayiyen Polonya
EU637581 Maymun Italya
PQ514073* Kedi Tiirkiye

C FJ009206 Kopek Polonya
JF422718 Kopek Brezilya
PQ514072* Kedi Tiirkiye
JN416552 Kopek Hirvatistan
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LC437428 Kopek Japonya
PP918967 Kopek Tiirkiye
MT713340 Kopek ABD
OP839119 Kedi Cin
AY545647 Kopek Italya
FJ009205 Kopek Polonya
HQ538708 Rakun kopegi Polonya
JN416551 Kopek Hirvatistan
KY979503 Kopek Cin
LC437453 Kopek Japonya
MG873354 Panda Cin
0Q818106 Iber kurdu Portekiz
OR353408 Tilki Cin
PQ514074* Kopek Tiirkiye
AY653159 Sigir Italya
EU189375 Keci Ispanya
GQ337972 Koyun Norveg
MN276322 Sigir Tiirkiye
AY647264 Kedi Italya
JX275388 Kedi Cin
KJ027424 Kedi Cin
EU769221 Kahverengi sigan Isveg
MF671919 Cizgili sincap Cin

*Caligsmadan elde edilen izolatlara ait GenBank aksesyon numaralari

Filogenetik analize dahil edilen izolatlarin identiklikleri heatmap olarak Sekil 4.3’te

verilmistir. Giardia duodenalis izolatlarinin ML filogenisi ve Tamura-Nei (GTR+G+I)

modeli ile midpoint temelli olusturulan filogenetik agac Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.3 Filogenetik analize dahil edilen G. duodenalis izolatlarinin identikliklerinin heatmap gosterimi
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Sekil 4.4 Giardia duodenalis izolatlarinin B-giardin gen bdlgesi Maximum Likelihood
(ML) analizine gore filogenetik iliskileri. Caligmada belirlenen izolat isimlerinin basina
siyah kare isareti konmustur. Node’larin Oniindeki rakamlar ML olasiligim
gostermektedir. Olgek cizgisi yerlesim yeri basina niikleotid degisimini gdstermektedir
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Sekil 4.4’te goriildiigii lizere analize dahil edilen tim izolatlar assemblage bazinda
monofiletik yapida bir kiimelenme gostermis ve filogenetik ¢oOziiniirliik genotipler
temelinde yiiksek bootstrap oranlari ile desteklenmistir. Assemblage A, E, F ve G’de
yer alan izolatlar, birbirine yakin kardes kladlar (cladeler) olusturuken Assemblage
B’nin bu assemblageler ile ayn1 diigiim (node) ile temsil edildigi fakat uzak bir klad
olusturdugu goriilmektedir. Bunun yaninda Assemblage C ve D ise s6z konusu
assemblagelelerden farkli bir diigiim ile temsil edildigi ve birbirine yakin kardes kladlar

olusturduklar1 goriilmektedir.

Calismada kedi diskisindan izole edilen CB31’in filogenetik agacta (Sekil 4.4)
Assemblage C’de yer alan izolatlarla birlikte kiimelendigi ve Hirvatistan (JN416552),
Japonya (LC437428) ve Tiirkiye (PP918967)’de bulunan kdpeklerin diskilarindan elde
edilen G. duodenalis izolatlariyla %100 identiklik gdsterdigi belirlenmistir. Ote yandan
calismada yine kedi diskisindan izole edilen CB50’nin ise filogenetik agacta
Assemblage B’de yer alan izolatlarla birlikte kiimelendigi ve Japonya (AB618785),
Polonya (EU626199, FJ009207, FJ009209) ve italya (EU637579)’dan insan, Thomson
ceylam1 ve kiiciik karincayiyen ile %100’liikk bir genetik benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Calismada kopek digskisindan izole edilen DB4’iin de filogenetik agacta
Assemblage D’de yer alan izolatlarla birlikte kiimelendigi ve en yiiksek genetik
benzerligi %99,80 ile Cin (KY979503) ve Japonya (LC437453)’da kopek digkilarindan

izole edilerek kaydedilen G. duodenalis izolatlariyla gosterdigi belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giardiasise kars1 etkin bir korunma ve kontrol stratejisi olusturulmasi igin 6ncelikle
enfeksiyonun ekolojisi ve epidemiyolojisi hakkinda yeterli ve dogru bilgi birikimine
sahip olmak gerekmektedir (Pallant ve ark., 2015). Giardiasisin ekolojisi ve
epidemiyolojisi tiim Diinya’da oldugu gibi Tirkiye’de g¢esitli caligmalar ile
arastirilmistir. Bu arastirmalarin gesitli konaklar temelinde 6zellikle zoonotik Giardia
duodenalis’in neden oldugu enfeksiyonlar tizerine odaklanilarak gergeklestirildigi
dikkati cekmektedir.

Giardia duodenalis, Diinya genelinde 40°’tan fazla memeli hayvan tiiriinde goriilen ve
yillik ortalama 280 milyon insanda semptomatik enfeksiyona neden olan zoonotik
karakterli 6nemli bir protozoon tiiridiir (Lane ve Lloyd, 2002; Monis ve ark., 2009;
Upcroft ve Upcroft, 1998). Bu nedenle de G. duodenalis kaynakli enfeksiyonlar, global
bir 6neme sahiptir (Feng ve Xiao, 2011; Weese ve Fulford, 2011). Yayginligi, farkl
popiilasyon ve cografyalarda onemli olglide degiskenlik gosteren G. duodenalis,
halihazirda farkli konaklar temelinde gelismekte olan iilkelerin yaninda gelismis
ilkelerin de problemi olmaya devam etmektedir (Feng ve Xiao, 2011). Ancak diisiik ve
orta gelirli iilkelerdeki enfeksiyon oranlarnin, ytliksek gelirli lilkelerdekine kiyasla ¢ok

daha fazla oldugu bildirilmistir (Feng ve Xiao, 2011).

Tirkiye’de giardiasis lizerine fakli konaklar temelinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmstir.
Bu kapsamda G. duodenalis’in insanlarda prevalansinin bolgelere gore %0,8-54,8
arasinda degistigi bildirilmistir (Ak ve ark., 2007). Hayvanlar {izerinde yiiriitiilen
aragtirmalarda ise giardiasis prevalans oranlarinin olduk¢a degisken oldugu dikkati
¢ekmistir. Nitekim bu oranlar sigirlar i¢in %3,7-21,81 (Degerli ve ark., 2005; Gultekin

ve ark., 2017a; Saymn Ipek ve Sari, 2024), kuzularda %8,3-43,37 (Aslan Celik ve ark.,



2023; Kiziltepe ve Ayvazoglu, 2022; Sayin Ipek ve Sari, 2024), kopeklerde %2-%35,2
(Gultekin ve ark., 2017b; Sar1 ve Onmaz, 2011; Yilmaz ve ark., 2017), kedilerde %4-
38,6 (Burgu ve ark., 1985; Onder ve ark., 2021; Sursal ve ark., 2020) olarak
bildirilmistir. Bunun yaninda Tiirkiye’de farkli su kaynaklarinda da Giardia Kistlerinin
varligi rapor edilmistir (Berberoglu ve Glingor, 2013; Karaman ve ark., 2017a; Karaman
ve ark., 2017b; Koloren ve ark., 2016; Koloren ve Karaman, 2017). Dolayisiyla
Tiirkiye’de G. duodenalis’in insanlarin yaninda evcil ve yabani hayvanlarda ve hatta su

kaynaklarinda da yaygin olarak bulundugu dikkati ¢cekmektedir.

Kediler ve kopekler gibi evcil hayvanlarda G. duodenalis enfeksiyonlarinin tespiti,
mevcut zoonotik risk nedeniyle biiyiik énem tagimaktadir. Ozellikle yavru kedi ve
kopekler, giardiasis olgularinda sik rastlanilan ishal gibi klinik semptomlar géstermese
de rezervuar konaklar olarak parazitin kist formlarin1 c¢evrelerine yayabilmekte ve
etkenin farkli konaklara bulagmasinda rol oynayabilmektedirler. Yetiskin kedi ve
kopeklerde enfeksiyon riski, genglere kiyasla daha diisiik olabilmekle birlikte yine bu
hayvanlar da rezervuar konak olarak parazitin bulasma ve yayilmasinda goérev
alabilmektedir. Bu nedenle, insanlarla yakin temasta olan ve hatta evde beslenen
hayvanlara basta G. duodenalis olmak iizere zoonotik patojenlerin tespiti igin tarama
testlerinin diizenli olarak uygulanmasi biiyiik 6nem arz etmektedir (Barutzki ve

Schaper, 2011).

Kedi ve kopeklerde G. duodenalis enfeksiyonlarinin tani ve teshisi fakli hassasiyet
seviyelerine sahip yontemlerle yapilabilmektedir (Ballweber ve ark., 2010; Rishniw ve
ark., 2010). Gegmiste, kopeklerde ve kedilerde G. duodenalis enfeksiyonlarinin tanisi,
cogunlukla patojenin trofozoit veya kist formlarinin mikroskobik yontemlerle tespiti
sonucu konulmustur (Bowman, 2014). Bu tanida 6zellikle merthiolate-iodine-formalin
konsantrasyon teknigi, sodium acetate formaldehyde teknigi, ¢inko siilfat flotasyon
teknigi gibi cesitli teknikler kullanilmis ve bdylece mikroskobik inceleme yonteminin
hassasiyeti artirilmaya c¢alisilmistir (Barutzki ve Schaper, 2003; Barutzki ve Schaper,
2013; Geurden ve ark., 2008; Rishniw ve ark., 2010). Bu kapsamda zenginlestirme
yontemlerinin de dahil edilmesiyle birlikte mikroskobik inceleme teknikleri, ucuz ve

hizli olmalar1 sebebiyle G. duodenalis’in teshisinde oldukga sik bir sekilde kullanilmaya

37



baslanmistir. Ancak takip eden ¢alismalarda, yeni tan1 yontemlerinin de kullanilmasiyla
birlikte mikroskobik taninin dogrulugunun bu yeni yontemlere kiyasla daha smirl
oldugu bildirilmistir (Barr ve Bowman, 1994; Kirkpatrick ve Farrell, 1984; Zimmer ve
Burrington, 1986). Nitekim ishalli digki 6rneklerinde trofozoitlerin seyrek bulunmasi,
kistlerin tanisinda deneyimli kisilere ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlar bu duruma
zemin olusturmustur (Barr ve Bowman, 1994; Kirkpatrick ve Farrell, 1984; Zimmer ve
Burrington, 1986). Takiben teknolojideki gelismelerle birlikte G. duodenalis tanisinda
kullanilmaya baslayan dogrudan Immun Floresan Antikor (IFA) testlerinin
konvansiyonel flotasyon testlerine gore (mikroskobik inceleme) daha hassas ve spesifik
oldugu bildirilmistir (Alles ve ark., 1995; Geurden ve ark., 2008). Bunun yaninda G.
duodenalis’in tanisinin indirekt serolojik tani yontemleri arasinda 6n plana ¢ikan
koproantijen = ELISA ve immiinokromatografik analiz (SNAP) ile de
gerceklestirilebildigi kaydedilmistir (Carlin ve ark., 2006; Costa ve ark., 2016;
Zimmerman ve Needham, 1995). Ancak, Giardia antijen pozitifliginin hayvanin
tedavisinden sonra ne kadar siire devam ettiginin tam olarak bilinememesi ve antikor
capraz reaksiyonlarin goriilebilmesi nedeniyle s6z konusu teshis yontemlerinde
hassasiyetin azalabilecegi ve yanlis pozitifliklerin elde edilebilecegi de bildirilmistir

(Koehler ve ark., 2014; Soares ve Tasca, 2016).

Konvansiyonel ve serolojik yontemler, Giardia soyunda yer alan farkl: tiir veya gruplari
(Assemblage) ayirt etmek i¢in efektif bir sekilde kullanilamamaktadir (Koehler ve ark.,
2014). Bu nedenle incelenen orneklerde parazitin yiliksek hassasiyet ve 6zgiinliikle
teshis edilebilmesi ve genetik varyasyonlarin belirlenmesi amaciyla niikleik asit tabanli
yontemler kullanilmaya baglanmistir (Koehler ve ark., 2014). Bu ydntemlerin bazilar
Giardia Kkistlerinin genomundaki belirli genetik lokuslara problarm in situ
hibridizasyonu temelinde calismakla birlikte, ¢ogu teknik, PCR temelli olarak az
miktardaki genomik DNA'dan bir veya daha fazla lokusun spesifik amplifikasyonu
kapsaminda kullanilmaktadir. Bu noktada 6zellikle PCR tekniginin uygulanmasi, G.
duodenalis'in sistematigi, biyolojisi, epidemiyolojisi, ekolojisi ve popiilasyon genetigi
hakkinda bilgi ve farkindaligin artmasina katki saglamis ve bdylece giardiasisin

onlenmesi ve kontrolii icin yeni stratejiler gelistirilmesinde biiylik rol oynamistir
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(Ankarklev ve ark., 2010; Caccio ve ark., 2010; Cooper ve ark., 2007; Feng ve Xiao,
2011; Kutz ve Thompson, 2009; Thompson ve Monis, 2012). Ayrica yapilan ¢alismalar
sonucu PCR gibi niikleik asit tabanli yontemlerin G. duodenalis’in teshisinde yiiksek
hassasiyet (%58-92) ve 6zgiinliik (%56-100) gosterdikleri de kaydedilmistir (Hooshyar
ve ark., 2019).

Calismamiz insanlarla yakin temasta olan, 6zellikle insanlarin evlerinde besledikleri
kedi ve kopekler tizerine kurgulanmis ve s6z konusu hayvanlarin halk saglig1 yoniinden
risk potansiyelleri tasiyip tasimadigi zoonoz G. duodenalis’in varligi temelinde
arastirilmistir. Bu kapsamda teshis yontemi olarak hem yliksek hassasiyet ve 6zgiinliige
sahip olmasi hem de zoonotik karakterli genotiplerin belirlenebilmesi amaciyla niikleik
asit temelli yontemler icerisinden PCR yontemi kullanilmistir. Calismamiza benzer
sekilde G. duodenalis varliginin PCR ile arastirildign farkli iilkelerdeki calismalar
incelendiginde sahipli kopeklerde prevalans degerlerinin Brezilya’da %5-70,
Kambogya’da %2, Cin’de %5-26, italya’da %31, Ispanya’da %29, Yunanistan’da
%12,9, Almanya’da %42, Polonya’da %6 oranlarinda seyrettigi, sahipli kedilerde ise bu
degerlerin Birlesik Krallik’ta %21, italya’da %6-8, Ispanya’da %5,9, Almanya’da %14,
Yunanistan’da %15,6, Polonya’da %3,9 oranlarinda iilkeler bazinda degiskenlik
gosterdigi goriilmektedir (Bouzid ve ark., 2015; Piekara-Stepinska ve ark., 2021).
Tiirkiye’de ise sahipli kediler iizerinde yiiriitillen ve teshis metodu olarak PCR
yonteminin kullanildig1 ¢aligmalarin oldukg¢a sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu kapsamda
Sursal ve ark. (2020) kedilerde G. duodenalis’in molekiiler yontemlerle teshisi
noktasinda ilk caligmayr gerceklestirmisler ve molekiiler prevalanst %29,4 olarak
bildirmislerdir. Takiben Onder ve ark. (2021) Kayseri ve Samsun yorelerinde 100
kedide G. dudodenalis’in varligini molekiiler yontemleri kullanarak arastirdiklar
caligmalarinda 8 (%8) kedide pozitiflik tespit etmislerdir. Aslan Celik (2022) ve Aslan
Celik ve ark. (2023)’nin sirastyla Mardin ve Siirt yorelerindeki kedilerde yaptiklar
caligmalarda %16,6 ve %2,5 prevalans oranlarinda G. duodenalis pozitifligi
saptamislardir. Bunun yaninda yapilan literatiir taramalarina gore Tiirkiye’de sadece
sahipli kopekler iizerinde yiiriitiilen molekiiler calisma bulunmadig goriilmekle birlikte

Gultekin ve ark. (2017b)’nin Aydin yoresinde sahipli kdpeklerin yaninda barinak
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kopeklerini dahil ettikleri molekiiler ¢alismalarinda G. duodenalis pozitifligini %18,8
olarak bildirdikleri gériilmiistiir. Ote yandan Aslan Celik ve ark. (2023) Diyarbakir
yoresinde barinak kopekleri lizerinde yiiriittiikleri ¢aligmalarinda bu oram1 %4 olarak

bildirmislerdir.

Calismamizda farkli yas ve cinsiyette 100 kedi ve 100 kdpek olmak {izere toplam 200
sahipli hayvandan teknigine uygun bir sekilde alinan diski 6rnekleri, genomik DNA
izolasyonunu takiben nested PCR yontemi ile G. dudodenalis varligi yoniinden
taranmistir. PCR analizleri sonucunda ikisi kedi (%2) ve biri kdpek (%1) olmak tizere
toplam 3 (%1,5) hayvanda G. duodenalis DNA’s1 saptanmistir. Bu kapsamda
calismamizda sahipli kedi ve kopeklerde G. dudodenalis prevalansinin yukarida
bahsedilen Diinya ve Tirkiye’deki sahipli kedi ve kopekler ilizerinde gergeklestirilen
molekiiler ¢aligmalardan bildirilen prevalans oranlarma kiyasla daha diisiik oldugu
dikkati ¢ekmistir. Bu durumun digki 6rnegi alinan kedi ve kopeklerin evde bakim
sartlarinin barmak veya sokak sartlarina gore oldukga yiiksek kalitede olmasi ve
dolayisiyla hayvanlarin Giardia kistleri ile kontamine olmus besin ve su kaynaklarindan
uzak olmalari, hijyen, diski kontrolii ve genel bakim besleme kosullarinin diger
calismalarda orneklenen hayvanlara gore daha yiiksek derece saglanmasi neticesinde
gerceklesebileceginin yaninda 6rneklem sayisi, cografik bolge kosullart ve iklimsel
ozelliklere de bagh olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ote yandan calismamizda G. duodenalis
prevalansinin diisiik olmas1 nedeniyle drneklenen kedi ve kopeklerin yas ve cinsiyetleri

temelinde herhangi bir istatistiki analiz ve degerlendirme yapilamamustir.

Giardia duodenalis’in genotip ve alt genotiplerinin saptanmast ve molekiiler
karakterizasyonu enfeksiyonun epidemiyolojisi, surveyans, korunma ve kontrolde
olduk¢a 6nem arz etmektedir. Giardia duodenalis’in genotiplendirilmesi ig¢in sik
kullanilan genler B-giardin, triose phosphate isomerase, glutamate dehydrogenase ve
kiiciik alt iinite ribozomal RNA (ssu-rRNA) genleridir (Ryan ve Caccio, 2013). Tiim bu
gen bolgelerine ait sekanslarin tek basina veya birlikte (multilocus sequence typing—
MLST) kullanilmasi neticesinde G. duodenalis’in genotip ve alt genotipleri iizerine
veriler saglanmistir. Giardia duodenalis’in hem konak spesifik genotipleri (C-H) hem

de belirli bir konakla sinirli olmayan genotiplerinin (A ve B) varligi, ilgili genlerin
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sekans analizleriyle ortaya konmustur (Cai ve ark., 2021). Calismamizda G.
duodenalis’in genotiplendirilmesinde en sik kullanilan genlerden biri olan B-giardin
geni amplifiye edilmis ve boylece elde edilen izolatlarin genotipleri hakkinda veriler

saglanarak GenBank’a kayitlar1 gergeklestirilmistir.

Kopeklerde, Assemblage C ve D en yaygin gorillen genotip gruplari olarak
bildirilmekle birlikte, zoonotik Assemblage A’da kopeklerde yine yaygin goriilen bir
grup olarak belirtilmektedir (Cai ve ark., 2021). Assemblage A ve canin-spesifik
assemblagelerin (C ve D) dagilimi1 goz oniine alindiginda kopeklerde G. duodenalis'in
bulagsmasmin iki farkli yol ile olabilecegi varsayilmaktadir (Feng ve Xiao, 2011).
Bunlarin ilki Assemblage C ve D temelinde, kotii hijyen sartlarina sahip, kalabalik
barinaklar veya yasam alanlarinda kopekten kopege bulagsma seklidir (Feng ve Xiao,
2011). Diger bulagma sekli ise zoonotik Assemblage A temelinde sahipli kopekler ve
insanlar arasinda gergeklesen bulasma durumu olarak belirtilmektedir (Feng ve Xiao,
2011). Nitekim Thompson ve ark. (2008) calismalarinda ayni evi paylasan insan ve
kopeklerden izole ettikleri G. duodenalis izolatlarinin genetik olarak identik olduklari
bildirmislerdir. Arastiricilar (Thompson ve ark., 2008), elde ettikleri bu verilerle G.
duodenalis’in hem kd&pekten insanlara hem de insanlardan kdpeklere bulagabildigini
kaydetmislerdir. Assemblage B kopeklerde ¢ogunlukla sporadik olarak bildirilmesine
ragmen (Feng ve Xiao 2011) Ispanya'da yapilan bir ¢alismada (Gil ve ark., 2017),
Assemblage B’nin kopeklerdeki G. duodenalis enfeksiyonlarinin %42,1'ini (8/19)
olusturdugu kaydedilmis, Assemblage C ve D’nin ise yalnizca %21,1 oraninda tespit
edildigi bildirilmistir. Gultekin ve ark. (2017b)’nin Tirkiye'de yaptiklar: bir ¢alismada
ise Assemblage B, genotiplenen 89 kopek 6rneginin 51'inde (%57,3) tespit edilmistir.
Yapilan bu son ¢alismalar goz oOniline alindiginda 6zellikle son yillarda kopeklerde
Assemblage A ve B’nin yayilisinda bir artis oldugu, bunun da insanlar ve kdpeklerin bir
arada daha ¢ok yasamaya baslamasi sonucunda G. duodenalis’in yasam dongiisiinii
insan-kdpek siklusu temelinde devam ettirebilecegi dolayisiyla da bulasmanin insan-
kopek temelinde daha ¢ok gerceklesebilecegi dikkati gekmistir. Calismamizda farkli yas
ve cinsiyetten 100 sahipli kopekten alinan digki orneklerinin sadece birinde G.

duodenalis pozitifiligi saptanmis ve yapilan genotip analizleri sonucunda bu izolatin
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zoonotik assemblagelerden farkli olarak canin-spesifik olarak nitelendirilen Assemblage
D’de yer aldigi tespit edilmistir (Sekil 4.4). Bu kapsamda ¢alismamizda G. duodenalis
pozitif bulunan 1,5 yasindaki bu disi kopegin etkeni muhtemelen baska bir enfekte

kopekten almis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kedilerde G. duodenalis’in genotiplendirildigi ¢alismalar incelendiginde bu hayvanlarin
cogunlukla feline-spesifik Assemblage F ile enfekte olduklar1 goriilmiistiir (Cai ve ark.,
2021). Zoonotik Assemblage A ise F’den sonra kedilerde en yaygin goriilen G.
duodenalis genotip grubu olarak bildirilmektedir (Cai ve ark.,, 2021). Nitekim
Kanada’da Hoopes ve ark. (2015)’nin yaptiklar bir calismada, kedilerden elde edilen ve
genotiplendirmesi yapilan sekiz izolatin tiimiiniin zoonotik Assemblage A’da yer aldig
ifade edilmistir. Assemblage B, C ve D, kedilerden izole edilen 6rneklerde az sayida
bildirilmelerine ragmen Sursal ve ark. (2020) Tiirkiye’de yaptiklar1 bir c¢aligmada
kedilerden izole ettikleri tiim G. duodenalis izolatlarinin Assemblage B’de yer
aldiklarin1 rapor etmislerdir. Yine Onder ve ark. (2021) Kayseri ve Samsun ve Aslan
Celik ve ark. (2023) Siirt yorelerindeki kedilerde yaptiklari c¢alismalarda
genotiplendirdikleri tiim izolatlarin Assemblage B’de yer aldiklarimi belirtmislerdir.
Diinya’nin farkli bolgelerinde yiiriitiilen diger ¢alismalarda da kedilerden elde edilen
izolatlarin feline-spesifik assemblagelerin yaninda Assemblage B’de de yer aldiklar
bildirilmistir (Iijima ve ark., 2018; Jaros ve ark., 2011; McDowall ve ark., 2011; Pallant
ve ark., 2015). Calismamizda farkli yas ve cinsiyetten 100 sahipli kediden alinan digki
orneklerinin ikisinde G. duodenalis pozitifiligi saptanmis ve yapilan molekiiler
genotiplendirme analizleri sonucunda bu izolatlarin Assemblage B ve C’de yer aldiklar
tespit edilmistir (Sekil 4.4). Bu kapsamda, ¢alismamizda zoonotik Assemblage B olarak
genotiplendirilen izolatin Tiirkiye’de kedilerden bildirilen diger tiim izolatlarla ayni
genotip grubunda oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda Assemblage B’nin Tiirkiye’de
insanlarda (Aydin ve ark., 2004) ve hatta su kaynaklarinda da (Koloren ve ark., 2016)
tespit edilmis olmast bu genotip grubunun iilkede yaygin bir sekilde seyrettigini
gostermistir. Dolayisiyla calismamizda elde edilen Assemblage B’nin 5,5 yasindaki
erkek kediye basta insan olmak tizere diger kedilerden veya kontamine sulardan

bulagmis olma ihtimali g6z Oniine alinmis ve s6z konusu hayvanin sporadik olarak kist
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atim1 yapabilecegi diisiiniildiiglinde, basta insanlar olmak {izere diger hayvanlar igin
olusturabilecegi risk faktorleri dikkati ¢ekmistir. Calismamizda 2 yasindaki erkek kedi
diskisindan izole edilen diger G. duodenalis izolat1 ise Assemblage C’de yer almistir.
Assemblage C grubunda yer alan izolatlar daha ¢ok kdpeklerden bildirilmesine ragmen
calismamizda bu izolatin bir kediden bildirilmesi tesadiifi olarak degerlendirilmekle
birlikte, Tiirkiye’de kedilerden bu gruptan bildirilen ilk izolat olmasi nedeniyle 6nem
arz etmistir. Bunun yaninda Diinya’da yapilan diger ¢alismalar (Adriana ve ark., 2016;
Ito ve ark., 2017; Kostopoulou ve ark., 2017; Liu ve ark., 2017; Mancianti ve ark.,
2015; Tangtrongsup ve ark., 2020; Xu ve ark., 2016) incelendiginde Assemblage C’nin
kedilerden izole edilen Orneklerde az sayida da olsa bildirildigi goriilmektedir. Bu
kapsamda Assemblage C’nin sadece kdpekgillerden bildirilen spesifik bir grup olmadigi
dikkati ¢ekmistir. Nitekim, Traub ve ark. (2009) da yapmis olduklari ¢alismalarinda,
insanlardan izole edilen G. duodenalis izolatlarinin (%2,5) Assemblage C grubunda yer
aldiklarin1 bildirilmislerdir. Bu da Assemblage C’nin gelecekte zoonotik bir 6nem
tastyabilecegi ve bu kapsamda halk sagligi yoniinden tehdit olusturabilecegi ihtimalini

g0z Online getirmistir.

Sonu¢ olarak bu tez c¢alismasiyla birlikte, Nevsehir yoresindeki sahipli kedi ve
kopeklerde G. duodenalis’in molekiiler prevalansi ve genetik karakterizasyonu ilk kez
yapilmustir. B-giardin gen bolgesinin sekans ve filogenetik analizleri ile birlikte elde
edilen izolatlarin zoonotik Assemblage B ile Assemblage C ve D’de yer aldiklari
belirlenmistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda Tiirkiye’de kedilerde Assemblage C grubunda
yer alan bir izolatin bildirildigi ilk calisma O6zelligini tasimaktadir. Bu kapsamda
calismada Diinya literatiirii i¢in 06zglin veriler saglanmis olmakla birlikte kedi ve
kopeklerin insan enfeksiyonlar1 ig¢in olusturabilecekleri risk potansiyeline dikkat
cekilmigtir. Bu tez ¢alismasi, elde edilen sonuglar cergevesinde Tirkiye’de G.
duodenalis enfeksiyonlarinin tek saglik temelinde bir biitiin olarak ele alinmasi
gerekliligini bir kez daha ortaya koymus ve gelecekte giardiasisin molekiiler
epidemiyolojisi ile giardiasise karst korunma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi

noktasinda daha kapsamli aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir.
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