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KISA OZET

Bu calisma, Avanos ve cevresindeki kdpeklerde filarial enfeksiyonlarin yayilisini tespit etmek
amaciyla Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda toplam 138 kopekte yapilmistir. Bu amagla alinan
her kan 6rnegi oncelikle natif, Modifiye Knott ve membran filtrasyon yontemleri daha sonra
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’na tabii tutularak perifer kandaki mikrofilerler yoniinden
incelenmistir. Kan Ornegi alinan kopeklerin yas, cinsiyet ve irklar1 kayit altina alinmistir.
Yapilan analizler sonucu Avanos yoresindeki 138 kopegin 3’1 (%2.17) Dirofilaria immitis
pozitif olarak saptanmig, diger filarial nematod enfeksiyonlarina rastlanmamugtir. Pozitif
bulunan 3 6rnegin 2’si natif yontem, modiye knott ydontemi ve membran filtrasyon yontemi ile
pozitif bulunmustur. Konvansiyonel yontemlerle pozitif bulunan 2 6rnek de dahil olmak iizere
toplam 3 6rnek PCR teknigi ile pozitif bulunmustur. D. immitis mikrofilerlerinin natif yontemde
yavas ve yilanvari hareket edip mikroskop sahasi disina ¢ikmadigi, Modifiye Knott ve membran
filtrasyon yontemlerinde kilifsiz, 6n kisminin konik bigimde sivrilerek sonlanip kuyruklarinin
diiz oldugu saptanmustir. 5.8S-1TS2-28S ve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) spesifik gen
bolgelerini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile yapilan PCR sonucu pozitif belirlenen ve
uygun konsantrasyonda olan bir izolat jelden piirifiye edilerek her iki gen bolgesi i¢in ¢ift yonlii
sekans analizlerine tabii tutulmustur. Elde edilen sekans dizilimleri ilgili gen bolgeleri
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan GenBank veri tabaninda kayitli Diinya'daki diger bazi D.
immitis izolatlarinin gen dizilimlerinin filogenetik analizleri ve pairwise kiyaslamalar
yapilmistir. Yapilan analizler sonucu Avanos yoresinden elde edilen D. immitis izolatinin 5.8S-
ITS2-28S gen bolgesinin pairwise kiyaslamalarina gore diinyadan alignmenta dahil edilen diger
izolatlarla %99.5-%100 oranlarinda, parsiyel COI gen bélgesinin pairwise kiyaslamalarina gore
ise %94.3-%100 oranlarinda identiklik gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Avanos yoresi sokak kopeklerinde ilk kez D. immitis
enfeksiyonlarinin molekiiler prevalansi belirlenmis ve elde edilen izolatin 5.8S-ITS2-28S ve
COI gen bolgelerinin molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik analizi yapilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dirofilaria immitis, Kopek, Mikrofiler, Prevalans, Molekiiler

Karakterizasyon, Avanos
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ABSTRACT

This study was carried out between May-September 2013 to determine the prevalence of filarial
infections in 138 dogs in Avanos and vicinity. For this aim, first all blood samples were
examined by wet mount (direct microscopic examination), Modified Knott’s and membrane
filtration techniques and then by using Polymerase Chain Reaction techniques in order to detect
the circulating microfilaria in peripheral blood. The age, sex and breed of dogs were recorded.
Three (%2.17) out of 138 dog blood samples were found to be Dirofilaria immitis positive
whereas no other filarial species were found in Avanos and vicinity. Two out of 3 positive
samples were found by wet mount (direct microscopic examination), Modified Knott’s and
membrane filtration techniques and totally three sample were found positive by only using PCR
technique. The microfilaries of D.immitis observed to exhibit sluggish and undulating
movements and not to move across the field of view in the wet mount technique and in the
Modified Knott and membrane filtration techniques, microfilaries determined to be unsheathed,
tapered conically from the anterior extremity and straight tailed. Genomic DNAs from blood
samples were analyzed by PCR using the primers specific to cytochrome oxidase subunit 1
(COI) and 5.8S-ITS2-28S gene regions. The amplified fragments were sequenced in both
directions using the same primers. Pairwise analyses of the obtained DNA sequences and
multiple alignments with some other D. immitis strains from different groups available in the
GenBank were done and phylogenies were investigated. The identity rates between the obtained
D. immitis isolate and other isolates form the world was determined as 99.5%-100% and 94.3%-
100% according to the phylogenetic analyses of 5.8S-1TS2-28S and COI gene regions,
respectively.

In conclusion, the molecular prevalence of D. immitis from stray dogs of Avanos region was
firstly revealed and the molecular characterization and phylogenetic analyses of 5.8S-1TS2-28S
and COI gene regions of the obtained isolate were investigated with this study.

Key Words: Dirofilaria immitis, Dog, Microfilaria, Prevalence, Molecular characterization,

Avanos
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1. GIRIS VE AMAC

Kopekler, evcillestirildikleri ilk glinden beri insanlarla birlikte yagamis, insanlara dost,
arkadas ve koruyucu olmuslardir. Ancak giinliilk yasamdaki insan-kdpek dostlugu bazi
sorumluluklar1 ve sorunlar1 da beraberinde getirmistir. Sayilar1 giiniimiizde 200’1 agan
zoonoz hastaliklarin da aralarinda bulundugu bir¢cok hastalik insanlar ve kopekler
arasinda miisterek seyretmekte ve bu durum halk sagligi acisindan biiytlik bir 6nem arz
etmektedir. Cogunlukla az gelismis veya gelismekte olan iilkelerde, azimsanamayacak
oranda da gelismis iilkelerde ¢ok sayida kopek sokaklarda basibos dolagsmaktadir. Rutin
saglik kontrolleri yapilmayan, kendi kaderine terk edilmis olan bu kopekler bir¢ok
paraziter hastaliklar1 biinyelerinde barindirmakta ve insan saghigi i¢in agik bir tehdit

olusturmaktadirlar.

Kopeklerin kalp kurdu olarak da bilinen Dirofilaria immitis, nematoda sinifinin
Filarioidea {iist ailesinde yer alan, sivrisineklerle biyolojik olarak nakledilen zoonotik
karakterli bir parazittir. Kopeklerde filarial nematodlarin olusturdugu patojenite,
parazitin tiirii, sayisi, lokalizasyon yeri, hayvanin genel durumu gibi faktorlere baghidir.
D. immitis, kopeklerde meydana getirdigi enfeksiyon bakimindan diger filarial etkenlere
gore daha patojendir. D. immitis’in olgunlari, kalp, pulmoner arterlerde lokalize olmakta
ve kan ile beslenmekte, pulmoner sirkiilasyon, kalp, karaciger ve bobrekleri etkileyen
cesitli sistemik bozukluklara sebep olmaktadir Gegmisten giiniimiize meydana gelen

iklimsel degisikliklerle birlikte ticaret, turizm ve benzer diger sebeplerden dolayi



kopeklerin bolgeler arasi hareketliliginin artmasi, kalp kurdu enfeksiyonlarinin cografik
dagilimmin ve hayvanlar ile birlikte insanlar igin risk faktorlerinin artmasia sebep
olmustur. Tiirkiye’de de D. immitis enfeksiyonlarmin son yillarda prevalansinin arttigi
gozlemlenmektedir. Bunun yaninda yine son yillarda ¢esitli iilkelerde olduk¢a 6nemli
bir enfeksiyon olan D. immitis’in teshisi iizerine molekiiler tabanli tekniklerin hiz

kazandig1 da goriilmektedir.

Tirkiye’de D. immitiS’in  yayginhigi lizerine yapilan ¢alismalarin daha ¢ok
konvansiyonel tekniklerle yapildigi, daha az olarak da serolojik ve molekiiler teshis
yontemlerinden yararlanildigir goriilmektedir. Bunun yaninda molekiiler tiplendirme
calismalarinin ise ¢ok sinirli oldugu ve bu konuda yapilan ¢alismalarin yetersiz oldugu
goriilmiistiir.  Halbuki  dirofilariosis’in  bulasma  dinamiklerinin  belirlenmesi,
epidemiyolojik faktorlerinin analizi ve hastaliga karsi kontrol stratejilerinin
gelistirilmesinde enfeksiyona yol acan tiirliin molekiiler karakterizasyonu ve
GenBank’taki diger izolatlarla filogenetik iliskilerine yonelik ¢alismalar olduk¢a dnem

arz etmektedir.

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’nin i¢ ve dis turizm potansiyeli yiiksek yoreleri arasinda
yer alan Nevsehir’in Avanos ilgesi ve civarinda sokak kopeklerinde D. immitis’in
molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi amaglanmis ve bu calismayla arastirma
yoresinde D. immitis’in molekiiler prevalans: saptanmis, elde edilen izolatlarin 5.8S-
ITS2-28S ve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gen bolgelerinin molekiiler

karakterizasyonlar1 ve filogenetik analizleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sistematik ve Tarihce

Dirofilariosis, basta kdpekler olmak tizere bir¢ok carnivor hayvanda ve nadir olarak da
insanlarda goriilen, Dirofilaria soyunda bulunan ve sayilart 40 civarinda olan tiir
(Dirofilaria immitis, D. (Nochtiella) repens, D. striata, D. conjunctiva, D. subdermata,
D. spectans, D. acutiuscula, D. tenuis, D. ursi, D. malayi, D. timori, D. loa, D.
corynodes, D. roemeri, D. scapiceps vs.) tarafindan olusturulan bir zoonotik paraziter
enfeksiyondur (1-6).

Kopeklerde en sik rastlanan tiir olan Dirofilaria immitis diinyada ilk kez 1856 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nin Philadelphia sehrinde doga bilimci ve fizik¢i olan
Joseph Leidy tarafindan tarafindan Alabama’dan gelen bir kdpekte tanimlanarak Filaria
immitis olarak isimlendirilmis, ancak 1911 yilinda Railliet ve Henry isimli iki Fransiz
bilim adaminin Dirofilaria soyunu belirlemesiyle parazit, Dirofilaria immitis
(Leidy,1856) Railliet ve Henry, 1911 ismi ile taksonomideki yerini almistir (7).

Filarial nematodlar gurubunda yer alan ve basta kopekler olmak {izere birgok carnivor
hayvanda ve insanlarda goriilen kalp kurdu etkeni D. immitis’in sistematikteki yeri Sekil

2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Dirofilaria immitis’in taksonomideki yeri
Kaynak: Anderson, 2000:8.

Dirofilaria soyunda yer alan tiirlerden Dirofilaria striata Molin tarafindan 1858 yilinda,
D. conjunctivae Addario tarafindan 1885 yilinda, D. corynodes Linstow tarafindan 1899
yilinda, D. roemeri de yine Linstow tarafindan 1905 yilinda, D. (Nochtiella) repens
Railliet ve Henry tarafindan 1911 yilinda, D. ursi Yamaguti tarafindan 1941 yilinda, D.
tenuis Chandler tarafindan 1942 yilinda, D. magnilarvatum ise Price tarafindan 1959
yilinda tanimlanmistir (3, 5, 8).

Filarioidea iistailesinde yer alan diger filarial nematodlardan Dipetalonema grassii 1907
yilinda No¢ tarafindan bildirilmistir. Dipetalonema (Acanthocheilonema) reconditum
1889 yilinda Grassi tarafindan, Dipetalonema dracunculoides 1870 yilinda Cobbold
tarafindan bir kurtta, 1912 yilinda da Railliet ve arkadaslar1 tarafindan kopeklerde
bildirilmistir. Brugia malayi 1927 yilinda Brug tarafindan, Brugia pahangi 1956 yilinda
Buckley ve Edeson tarafindan, Brugia patei 1958 yilinda Buckley, Nelson ve Helsch
tarafindan bildirilmistir (8).



2.2. Morfoloji

Dirofilaria immitis’in eriskin ve mikrofiler olmak iizere iki morfolojik formu
bulunmaktadir.

2.2.1. Eriskinlerin Morfolojisi

Erigkinler uzun, ince ve beyaz renkte olup kiiciik yuvarlak bir agiza sahiptir. Agiz
lateral dudaklarla, bazi tiirlerde de kitini olusumlarla ¢evrilidir. Oesophagus 1,25-1,5
mm uzunlugunda olup, 6n kismi kassal, arka kismi1 glandular parcalara boliinmiis olarak
goriilmektedir. Erkekler 12-18 cm, disiler ise 25-31 c¢cm uzunlugundadir (Sekil 2.2).
Erkekler 0,5-1 mm genisliktedir ve arka uglar1 spiral tarzda kivrilmistir (Sekil 2.3).
Kuyrukta kiiciik kaudal kanat ile 5 ¢ift perianal, 6 c¢ift postanal papil yer alir.
Spikiilimler esit olmayip sag spikiilim 175-229 um, sol spikiilim 300-375 um’dir.
Disiler ise, 1-1,3 mm genislikte olup arka uglar kiittiir (Sekil 2.3). Vulva posteriorda
oesophagointestinal kavsaga yerlesmis durumdadir ve 6n uca olan uzaklig1 2,7 mm’dir.
Bagirsaklar, disilerde sindirim kanali ve genital organlar disariya acgilabildigi i¢in aniis
ile sonlanirken erkeklerde deferens kanali ile birlesip kloaka ile sonlanmaktadir. Aniisiin
arka uca uzakligi 175 pm’dir. Eriskinlerde nematodun her iki yaninda seyreden ve
yemek borusu civarinda birlesen bosaltim deligi ile 6zefagusu g¢evreleyen bir sinir
halkas1 ve bundan ¢ikip 6ne ve arkaya dogru uzanan sinir iplik¢iklerinden olusan bir
sinir sistemi bulunmaktadir. Ayrica eriskinlerin bas kisminda amfid ve arka
kisimlarinda fasmid olarak adlandirilan kimyasal reseptorler ile papillerden olusan
dokunma duyusu reseptorleri de bulunmaktadir. Eriskin parazitler doku sivilar1 ve

plazma ile beslenmektedirler (2, 5, 6, 9-13).

Sekil 2.2. Dirofilaria immitis, erkek ve disi
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.



Sekil 2.3. Dirofilaria immitis, erkek ve disi arka uglar
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

Ovovivipar olan erigkinlerin genital sistemi disilerde ovaryum, ovidukt, resepteculum
seminis, uterus, vagina ve vulvadan olusurken, erkeklerde tek bir testis, deferens kanali,
vesicula seminalis ve kasli ejakulator kanal vardir. Erkeklerde ayrica telemon ve iki adet
spiculum vardir ki bunlar ¢iftlesmede gorev alan yardimer erkeklik organlaridir.
Erkeklerde gubernaculum yoktur. Bu organlarin gorevi erkegin disiye tutunmasini ve
vulvanin acilmasini saglamaktir. Ciftlesme, disilerin feramon salgilamasi ve bu salgi
vasitasiyla erkegin disiyi bulmasi ile gergeklesmektedir. Ciftlesme sonrasinda atilan
yumurtalarin igerisinde larva gelismis olabilir ve larva yumurtay: uterusda terk ederek
disariya cikabilir (3, 6, 9).

2.2.2. Mikrofilerlerin Morfolojisi

Dirofilaria immitis’in 5 larval donemi (Ly, L, L3, Ly ve Ls) bulunmaktadir. Filaroidea
iistailesinde bulunan parazitlerin larvalarina mikrofiler, besinci donemde olan larvalara
ise geng eriskinler denilmektedir. Parazitin genital organlari 4. donemde gelismeye
baslamakta ve 5 donemde gelisimini tamamlamaktadir (6).

D. immitis’in mikrofilerleri 270-325 X 5-7,3 um, kilifsiz, diiz bir viicut ile kuyruga
sahip olup on kismi gittikge incelerek sonlanmaktadir (11, 15-19), (Sekil 2.4). D.
immitis’in mikrofilerlerindeki sinir tasmasi On ugtan itibaren viicut uzunlugunun
%24’linde, bosaltim deligi %33’linde, bosaltim hiicresi %39’unda, R1 hiicresi
%68’inde, R2 hiicresi %75’inde, R3 hiicresi %75’inde, R4 hiicresi %79’unda, anal delik
hiicresi %82’sinde ve son hiicre niikleusu %93’iinde yer almis olarak goriilmektedir (2,

3, 20).



Sekil 2.4. Dirofilaria immitis mikrofileri
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

2.3. Biyoloji

Dirofilaria immitis heteroxene gelisim gosteren bir nematoddur olup ara konak olarak;
Diptera takiminda, Nematocera alttakiminda, Culicidae ailesinde, Toxorhynchitinae,
Culicinae ve Anophelinae altailelerinde yer alan Anopheles, Aedes, Psorophora, Culex,
Myzorhynchus, Taeniorhychus, Ayzorhynchus, Mansonia ve Armigenes cinsi
sivrisineklerde, sonkonak olarak ise; basta kopekler olmak iizere, kedi, kurt, aslan,
kaplan, geyik, tavsan, rakun, tilki, ay1, su samuru, dingo, fok baliklari, denizaslani, at,
sempanze, orangutan gibi hayvanlar ve insanlarda gelisim gostermektedir (5, 9, 20-24).
2.3.1. Arakonaktaki Gelisim

Disi sivrisinekler tarafindan alinan perifer dolasimda veya lenf araliklarinda bulunan
mikrofilerler 24 saatlik bir siire igerisinde sivrisinegin mide ve bagirsaklarina gelirler.
Daha sonra mikrofilerler 48 saat igerisinde (26°C’de) orta bagirsak kismini terk edip
malphighi kanallarina go¢ ederek distal hiicrelere yerlesirler. Mikrofilerlerin
alinmasinin ardindan 4. giinden itibaren (enfeksiyondan 6 giin sonra) larvalar hareketsiz
kalir, boylar1 kisalir, kalinliklar1 artar ve “sosis form™ seklini alir (Sekil 2.5), (25, 26).
Sosis form seklindeki larvalar 10. giinde malpigi kanallarinda gomlek degistirerek 2.
donem larvalar (L) haline doniisiirler. Bu donemde larvalarin boyu uzamaya baslar.
Larvalarda yeniden aktiflesme ile birlikte sindirim ve genital kanallarin gelistigi

gozlenir. Bu asamada Enfeksiyondan 13 giin sonra ikinci gomlek degistirme



gergeklesir. Gomlek degistirme neticesinde “minyatiir olgun” da denen, ayn1 zamanda
enfektif donem olan yaklasik 800-900 um uzunluktaki 3. donem larvalar (L3) gelisir.
Yiiksek aktiviteye sahip enfektif Ls’ler, sivrisineklerin mikrofiler alimindan 17 giin
sonra malphighi kanallarim1 parcalar ve hemocele yoluyla bas ve agiz kismima gog

ederek labiuma ulasirlar (27).

Lnfeksivondan 6 giin sonrd, sivrisinegin
Mualpighi kanallarinda gelismekte olan 1.1

a1 §

Sekil 2.5. Sivrisinekte malphighi kanalinda “sosis form” L;
Kaynak: Johnstone, 2000:28.

2.3.2. Sonkonaktaki Gelisim

Kopekler, arakonak sivrisineklerin disilerinin kan emmeleri esnasinda D. immitis’in
liclincli donem larvalar1 ile enfekte olmaktadirlar. Sivrisinek tarafindan kopege
bulastirilan larva (L3) sayist 10-12 arasinda degisir. Enfektif tiglincii donem larvalar
(Ls), aktif hareketlerle son konagin derialti, seroza alti, kas veya yag dokusuna gog
ederler. Bu dokularda 3-12 giinliikk bir siire igerisinde, tekrar gomlek degistirerek
dordiincti donem larvalar (L) haline gelirler. Dordiincti dénem larvalar da (Lg)
enfeksiyondan 50-70 giin sonra bir gomlek daha degistirerek, yaklagik 18 mm
boyutlarindaki besinci dénem larvalar (Ls) veya geng eriskinler olarak isimlendirilen
forma ulagirlar. Geng eriskinler enfeksiyondan 70 giin sonra sag kalbe gelip yerlesirler
ve 90. giine kadar goglerini tamamlayarak seksiiel olgunluga ulasirlar. Vektor
sivrisineklerin sonkonaktan kan emdigi ilk giinden yaklasik 190-197 giin (6-7 ay) sonra
sonkonagin perifer damarlarinda mikrofilerlere rastlanabilmektedir. D. immitis igin

prepatent siire 6-9 (ortalama 6,5) ay siirmektedir (Sekil 2.6), (5, 20, 26-30).
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Sekil 2.6. Dirofilaria immitis’in biyolojik siklusu
Kaynak: Yildirim, 2003:31.
2.4. Epidemiyoloji

Dirofilaria immitis’in epidemiyolojisinde; sicaklik, nem, mevsim, vektor (arakonak)
poptilasyonu, mikrofiler ve eriskin parazit sayisi, konak bagisikligi, konagin yasi-
cinsiyeti ve yasam alani, parazitin yasam siiresi, intrauterin bulasma ve mikrofileremi
gibi 6nemli faktorler rol oynamaktadir.

2.4.1. Sicaklik ve Nem

Vektor sivrisinekler ancak belli bir sicaklik ve nem aralifinda yasamlarim
siirdiirebilmekle beraber mikrofilerlerin vektér sivrisinekte gelisebilmesi i¢in ideal
sicakligin da 24-32°C arasinda olmasi gerekmektedir. Sicakligin 21.1°C’nin altina
diistiigli durumlarda mikrofilerlerin gelisme siiresinin uzadigi, 16°C’nin altina diistigi
durumlarda ise sivrisinekte gelisme gosteremedikleri bildirilmistir (6, 8, 20, 23, 27, 28,

32, 33).
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2.4.2. Mevsim

Mikrofiler sayisi ¢evre sicaklifina bagli olarak yaz aylarinda artis gostermektedir.
Sivrisinek azligindan veya yoklugundan dolay1 kis mevsiminde mikrofilerlerle bulasma
olmamaktadir. Nitekim parazite en sik oranda, sivrisinek populasyonuna da bagli olarak
yaz aylarinda rastlanmaktadir (33).

2.4.3. Vektor (Arakonak) Popiilasyonu

Vektor sivrisinek sayisindaki artis, enfeksiyonun bulagmasini kolaylastirmaktadir (6).
Sivrisineklerin bolgesel ve yoresel yayilisi tizerinde sicaklik, nem, toprak, su, bitki
ortiisti, iklim, yagis, riizgar, hava akimi gibi ¢evresel faktorler rol oynamaktadir (22).
ftalya’da 2000-2002 yillar1 arasinda yapilan bir calismada 2721 adet sivrisinek drnegi
toplanmig ve bunlardan 2534 (%97.1) tanesinin Aedes albopictus, 162 tanesinin A.
geniculatus, 11 tanesinin Ae. caspius, 9 tanesinin Culex pipiens, 2 tanesinin Cx.
modestus, 1 tanesinin Ae. vexans, 1 tanesinin Anopheles maculipennis ve 1 tanesinin de
Culiseta annulata tiirti oldugu anlasilmistir. Calismanin bagladigi 2000 yilinda 713
sivrisinek Orneginin toplandigr 69 havuzdan 19 unda (%27.5), 2001 yilinda 1216
sivrisinek Orneginin toplandigi 144 havuzdan 40 inda (%27.8), 2002 yilinda 605
sivrisinek orneginin toplandig1 123 havuzdan 22 sinde (%17.9) spesifik primerler (S2 ve
S16) kullanilarak D. immitis DNA’s1 belirlenmistir (34).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalarda D. immitiS’in en yaygin
vektorlerinin Aedes vexans, Ae. albopictus, Anopheles punctipennis, An. crucians ve
Culex quinquefasciatus tiirii sivrisinekler oldugu belirtilmistir (26, 35).

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada, D. immitis ile enfekte olan ve olmayan iki kopekten
1573 adet Culex quinquefasciatus ve 1588 adet Aedes aegypti tiirii sivrisinege kan
emdirilerek bu sivrisineklerin vektorliik potansiyeli arastirilmistir. Sivrisinekler kan
emdikten 4 giin sonra L, (sosis form), 8-9 giin sonra L, ve 10. giinde Aedes aegypti’nin,
14. giinde de Culex quinquefasciatus’un Lz formunun gelismis oldugu diisiiniilerek
sivrisinekler diseke edilmistir. Diseksiyon sonrasinda sivrisinek basina toplanan Lg
sayist kaydedilmistir. Sonuglar incelendiginde, Aedes aegypti tiirii sivrisineklerden
toplanan L3 sayisinin Culex quinquefasciatus tiirii sivrisineklerden toplananlardan daha
fazla oldugu goriilmiis ve Aedes aegypti tiirii sivrisineklerin D. immitis i¢in daha iyi bir
vektor olabilecegi kanaatine varilmistir (36).

Tiirkiye’de ise D. immitis’in vektdr poplilasyonu iizerine yapilan caligmalar oldukca

siirlidir.



11

Kayseri’'nin Felahiye yoresinde yapilan bir ¢alismada, toplanan 305 adet sivrisinek igin
havuzlar olusturulmus ve bu havuzlardan genomik DNA ekstrakte edilmistir. Bu
DNA’lar 16S rRNA ve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gen bolgelerinden dizayn
edilen iki ayr1 primer kullanilarak PCR ile incelenmis ve Aedes vexans’larin bas, toraks
(Ls donemi-enfektif) ve govdelerinden (L, donemi-enfekte) olusan iki havuzda D.
immitis DNA’lar1 saptanmistir. Culex pipiens’lerden olusturulan havuzlarda ise D.
immitis DNA’larina rastlanilmamustir. Calisma ile Aedes vexans tiiriiniin arastirma
bolgesinde D. immitis’e aktif olarak vektorliik yaptigi anlasilmistir (37). Yine Kayseri
yoresinde yiiriitiilen bir ¢alismada 2008 sezonunda toplanilan sivrisinekler arasinda en
yaygin tiir %68.8 ile Culex pipiens belirlenmis, bunu %24.9 ile Aedes vexans, %3.8 ile
Cx. theileri ve %2.4 ile Cx. hortensis tiirleri izlemistir. 2009 sezonunda ise en yaygin tiir
%55.9 ile Ae. vexans belirlenmis, bunu %37.8 ile Cx. pipiens, %3.0 ile Cx. theileri,
%1.8 ile Culiseta annulata, %1.2 ile Anopheles maculipennis ve %0.3 ile Cx. hortensis
tiirleri izlemistir. Iki sezon boyunca incelenen 6153 adet disi sivrisinekte Ae. vexans ve
Cx. pipiens tiirlerinin D. immitis’in potansiyel vektorleri oldugu bildirilmistir (Sekil 2.7,
2.8), (38).

Sekil 2.7. Culex pipiens disi
Kaynak: Yildirim ve ark., 2010:39.
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Sekil 2.8. Aedes vexans disi
Kaynak: Yildirim ve ark., 2010:39.

2.4.4. Mikrofiler ve Eriskin Parazit Sayisi

Klinik semptomlarin siddeti kopekte bulunan eriskin parazit sayisi ile ilgilidir. Parazit
sayist ne kadar fazla ise hastalik o kadar siddetli seyretmektedir. Son konaktaki erigkin
parazit sayisinin 50’nin iizerinde olmas1 ventriculusta tikanmaya, 100°den fazla olmasi
ise kalbin sag bolimiiniin tamaminin parazitlerle dolmasina ve az miktarda kan
pompalanmasima neden olmaktadir (5, 31, 40). Sonkonak tarafindan alinan
mikrofilerlerin yaklasik %30-50’si eriskin hale gelebilmektedir (27).

2.4.5. Konak Bagisikhig1

Parazite karsi konakta cesitli immun yanitlar olusmaktadir. S6z konusu reaksiyonlar
olusumu nedeniyle mikrofilerler ortadan kalkmakta ve eriskin disiler steril
kalabilmektedir (6, 28, 31, 41).

2.4.6. Konagin Yasi, Cinsiyeti ve Yasam Alani

D. immitis enfeksiyonlar1 ile konak yasi arasindaki iliski tizerine yapilan ¢aligmalarda,
enfeksiyonun yayilisinin yasla igili degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (31, 42-44,).
Rowley (45) ve Martin and Collins (46), enfeksiyonun yayilisinda yasin etkili
olmadigint belirtmekle birlikte, kopeklerde yasin artisina paralel olarak enfeksiyon
oranmin da arttig1, yavru kopeklerde hastaligin transplasental yolla bulastig1 bilinse de
ozellikle 3-15 yas arasi kopeklerde enfeksiyonun daha yaygin oldugu ifade edilmistir
(31, 43, 47-50). Enfeksiyonun yash kopeklerde nispeten daha yiiksek olmasindaki
onemli faktorler, parazitin prepatent periyodunun uzun olmasi ve konak-parazit
iligkisinde yash kopeklerin vektorlere daha uzun siire maruz kalmasi olarak

bildirilmistir (43).
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Dirofilaria ile konak cinsiyeti arasindaki iligski de arastirilmis, bazi arastiricilar (42, 49-
52) erkek kopeklerdeki enfeksiyonun disilere kiyasla 6nemli derecede yiiksek ¢iktigini
bildirmislerdir. Ote yandan diger arastiricilar (31, 43, 46, 47, 53-57) erkek ve disi
kopeklerde parazit insidensinin farkli olmadigini bildirmislerdir.

Ev disinda acik alanlarda barindirilan ve 6zellikle iri yapili kopeklerde hastaligin daha
cok goriildiigii ve kopeklerin enfeksiyona maruz kalma ihtimallerinin ev iginde
barindirilanlara kiyasla 4-5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (44, 50, 51).

2.4.7. Parazitin Yasam Siiresi

Eriskin parazitlerin ireme periyodu 2-7 yil kadar siirebilmektedir. Mikrofiler ise 2-7,5
y1l canli kalabilmektedir. Ayrica erigkin parazit olmaksizin mikrofilerler kanda 2 yil
kadar canl1 kalabilmektedirler (6, 20, 27, 31).

2.4.8. Intrauterin Bulasma

Yapilan aragtirmalar sonucu D. immitis mikrofilerlerinin transplasental yolla neonatal
yavrulara gegisinin oldugu bildirilmistir (5, 6).

2.4.9. Mikrofileremi

Dirofilaria immitis’in mikrofilerleri giinlin her saatinde kanda goriilebilmektedir. Ancak
pulmoner arterler ile venalar arasindaki oksijen basinci aksam ve gece saatlerinde
distiigli  1¢in  mikrofilerler yogun olarak aksam saatlerinde perifer kanda
goriilmektedirler. Yani larvalar nokturnaldir. Ayrica toplam mikrofiler sayisinin %5-20
si perifer dolagimda, geri kalani ise i¢ organlarda 6zellikle de akcigerin kii¢iik solunum
kanallarinin kan damarlarinda bulunmaktadir (3, 6, 20, 25, 58, 59).

Mikrofilerlerin kanda goriilme saatleri iilkelere gore farklilik gostermektedir. Ornegin,
Amerika Birlesik Devletleri’'nde minimum mikrofileremi saat 11.00’da maksimum
mikrofileremi ise 16.30’da goriilmektedir. Fransa’da en az mikrofiler saat 8.00’da, en
fazla mikrofiler ise saat 20.00’da; Cin Halk Cumbhuriyeti’nde en az mikrofiler saat
06.00°da, en ¢cok mikrofiler ise saat 18.00°da goriilmiistiir (2, 5). Tanzanya’da ise en az
mikrofiler saat 11.00°da, en fazla mikrofiler saat 22.00’da tespit edilmistir (60). Kore’de
yapilan ¢alismada ise mikrofilereminin minimum oldugu saat 11.00, maksimum oldugu
saat ise 21.00 olarak belirlenmistir (61). Tiirkiye’de yapilan bazi ¢aligmalarda da en az
mikrofiler sabah saat 6.00°da, en fazla mikrofiler ise 18.00-24.00 saatleri arasinda
gorilmiistiir (62, 63).

Ayrica konakta mikrofilerlerin tespiti her zaman miimkiin olmamakta, bazen kopeklerin

%10-67’sinde erigkin parazit var oldugu halde mikrofiler goriilememektedir. Bu duruma
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gizli (okult) enfeksiyon ad1 verilmektedir. Kopekteki erigkin parazitlerin ayn1 cinsiyette
veya steril olmasi, immun reaksiyonlar neticesinde erigkin disilerin mikrofiler
iiretiminin baskilanmasi veya mikrofilerlerin ortadan kalkmis olmasi, parazitlerin heniiz
gelismemis olmasi, 6zellikle kis aylarinda mikrofilereminin diisiik olmasi, mikrofilerisit
etkili bir ilag kullanimi gibi nedenlerden dolayr mikrofiler goriilemeyebilmektedir.
Bazen de kopekte mikrofiler tespit edilebilirken erigkin parazite rastlanamamaktadir.
Mikrofilerlerin 2-7,5 yil boyunca canli kalabilmesi, mikrofilerlerin anneden yavruya
transplasental yolla gegmis olmasi, erigkin parazitlere karsi adultisit uygulanmasi gibi
nedenlerden dolayi da eriskin parazitler goriilemeyebilmektedir (6, 20, 31, 41, 64).
Perifer kandaki mikrofiler yogunlugunun zaman igerisinde basit harmonik bir dalga
yapisini takip eden ylikselis ve diislisiine periodisite ad1 verilmektedir. Periodisite,
mikrofiler yogunlugunun seyrine gore ii¢c degisik formda siniflandirilmaktadir:

A) Subperiodik Form: Dolasimdaki mikrofiler yogunlugunun belirli bir seviyede
seyrederken belli zaman diliminde minimum ve maksimum degerlerin gézlendigi form.
B) Periodik Form: Dolasimdaki mikrofiler yogunlugunun c¢ok az oldugu veya hig
olmadig1 donemde belli zaman diliminde maksimum degerlerin gozlendigi form.
C)Nonperiodik Form: Giin boyunca mikrofiler yogunlugunda minimum seviyede
degisikligin gorildiigii form.

Periodisite ayrica maksimum mikrofiler yogunlugunun belirlendigi zaman dilimine gore
de nokturnal (gece saatlerinde) ve diurnal (gilindiiz saatlerinde) form olarak
siniflandirilmaktadir (25, 62). Yapilan bir ¢calismada, D. immitis ile enfekte iki kopekte
perifer kandaki mikrofiler periodisitesi natif, siirme preparat, sayim kamarasi ve
membran filtrasyon yontemleri ile aragtirilmistir. Kopeklerden 24 saat boyunca 2 saatlik
araliklarla kan alinmigtir. Bu islem 2 gilin arayla tekrarlanmis, sonugta gozlenen ve
teorik olarak beklenen mikrofiler yogunluklari arasindaki en iyi uyumun membran
filtrasyon testi ile oldugu, periodisitenin nokturnal ve subperiodik oldugu goriilmiistiir
(62).

Dirofilariosis’in bulagmasinda sivrisinek tarafindan alinan mikrofiler sayisi, mevsim,
sicaklik gibi faktorler de rol oynamaktadir. Fazla miktarda mikrofilerli kan emen
sivrisineklerin bir kism1 kan emdikten sonra &lmektedir (33). Ozellikle kis aylarinda
sivrisinek olmamasi veya c¢ok az olmast nedeniyle mikrofilerlerle bulagsma

olmamaktadir. Mikrofilerlerin sivrisinekte gelisme gosterebilmesi igin ¢evre
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sicakligmim iki hafta boyunca 16°C’mn altina diismemesi gerekir. Sicaklik bu degerin
altina diiserse mikrofilerler sivrisinekte gelisme gosterememektedir (8).

2.4.10 Dirofilaria immitis Enfeksiyonlarimin Tiirkiye’deki Yayilisi

Dirofilaria immitis Tirkiye’de ilk kez 1951 ve 1959 yillarinda yabanci orijinli iki
kopekte bulunmustur (2, 65). Daha sonra yapilan caligmalarda prevalansin %0 ile
%65.4 arasinda degistigi gorlilmiistiir (47, 66).

Ankara’da {i¢ ayr1 ¢alismada nekropside toplam 7 kopekte (65, 67, 68), Bursa’da 2 (69),
Kars’ta 6 (70), Kayseri’de 8 (71), Konya’da 4 (72), Sivas’ta 3 (73), Eskisehir’de iki ayr1
calismada 2 ser kopekte (74, 75) D. immitis olgunlarina, Elazig’da 6 kopekte D. immitis,
3 kopekte de D. (Nochtiella) repens olgunlarina (76) rastlanmistir.

Ankara’da bir ¢alismada 9 (49), bir calismada 26 (77), bir bagka caligmada da 19
kopekte (31), Eskisehir’de bir ¢alismada 14 (74), bir bagka ¢alismada ise 6 kopekte
(75), Bursa’da 2 (57), Aydin ve Izmir’de bir calismada 15 (78), bir baska ¢alismada ise
22 képekte (79), istanbul’da 4 (80), Igdir’da 40 (81), Van’da 18 (82), Erzincan’da 12
(83), Konya’da 3 (84), Hatay’da 70 (85), Kirikkale’de 10 (86), Gemlik’te 5 (87),
Kayseri’de 27 (8 inde %29.6 oraninda gizli enfeksiyon) (50), Elazig’da 11 kopekte (1)
D. immitis mikrofileri veya antijeni saptanmistir. Ankara’daki bir bagka ¢aligmada 1
kopekte D. (Nochtiella) repens (88) ve Istanbul’da 2 kdpekte (89) Dipetalonema
reconditum mikrofileri saptanmistir. Ayrica Sanlurfa ile Afyonkarahisar ve
Eskisehir’de 7’ser (90, 91), Kars’ta ise 31 kopegin Dirofilaria sp. ile enfekte olduklar
(92) goriilmiistiir.

Elaz1g’da bir ¢alismada 53 kopekte Dirofilaria soyuna ait nematod larvasina rastlanmig
(93), Elaz1g, Mersin, Sakarya, Kocaeli ve Ankara’dan toplanan 211 tam kan ve serum
Orneginin incelendigi bir baska ¢alismada ise 27 sinde (%12.8) seropozitiflik saptanmis,
ancak ayn1 6rneklere yapilan PCR’da parazite 6zgii bantlar elde edilememistir (94).

Kars ve Igdir yoresinde 240 sokak kopeginde yapilan bir ¢alismada (95) Membran
Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama (MF-Asit Fosfataz) yontemi ile 52
(%21.7), Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile 72 (%30) ve
PCR yontemi ile de 45 kopegin (%18.75) D. immitis ile enfekte oldugu tespit edilmistir.
D. immitis’in teshisinde kullanilan yontemlerden herhangi birisi ile alinan pozitif
sonuclar degerlendirildiginde s6z konusu parazitin Kars ve Igdir yoresindeki
prevalansinin %35.8 (86/240) oldugu bildirilmis ve ELISA ile 26 kopekte (%36.1) gizli

(okult) enfeksiyon belirlenmistir.
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Simgek ve ark. (96), Erzurum’da 123 sokak kopeginden topladiklari kan 6rneklerini
mikroskobik, serolojik ve molekiiler yontemler ile incelemis ve 10 kopegin (%8.1) D.
immitis ile enfekte oldugunu saptamislardir.

Sar1 ve ark. (97), Igdir yoresindeki sokak kopeklerinde D. immitis’in seroprevalansini
aragtirmiglar ve 100 kopegin 40’inda (%40) D. immitis antijenine rastlamiglardir.

2.4.11. Dirofilaria immitis Enfeksiyonlarini1 Diinya’daki Yayilis1

Dirofilaria immitis enfeksiyonlar1 Diinya’nin hemen her yerinde goriilebilmekle birlikte
son yillarda yapilan ¢aligmalar ile birlikte enfeksiyona bagli Avrupa’da yeni endemik

alanlar olustugu da bildirilmistir (Sekil 2.9), (98).

-

e

o

3 ". J.
I Endemik alaniar (2001'e kadar) [ ] sporadik olgu Bildirileri
[ Yeni Endemik Alanlar (2001-2012) | Veri Yok

Sekil 2.9. Dirofilaria immitis enfeksiyonlarinin Avrupa’daki yayilist
Kaynak: Otranto et al., 2013:98.
Yapilan ¢alismalarda D. immitis’in kopeklerdeki prevalanst Hindistan’da %15.2 (99),

Kanada’da 9%0.16-0.59 arasinda (100, 101), Malezya’da %?25.8 (102), ABD’de
kopeklerde %0.1-6.16 arasinda, koyotelerde (Canis latrans) ise %216 (103-105),
Missouri’de ve Missisipi Nehri kenarindaki yerlesim yerlerinde %3.8 (106),
Hollanda’da %10 (107), Avustralya’da %11.4 (108), Kuzey Kore’de %40 (44),
Ispanya’da %0-67.02 arasinda (42, 109-111), Arjantin’de %0-71 arasinda (112),
Brezilya’da %0-73.5 arasinda (113-119), Tayvan’da %13.4-31.6 arasinda (43, 120,
121), Meksika’da 9%1.3-59.8 arasinda (122-124), Almanya’da %0 (125), Gabon’da
%13.6 (126), Dominik Cumhuriyeti’nde %18.2 (56) oranlarinda tespit edilmistir.
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Ayrica Hollanda’da 7 kopekte (127), Montana’da 24 kopekte (128), Avustralya’da bir
calismada 8 kirmizi tilkide, bir ¢aligmada da 18 kopekte (53, 60), Kuzey Kore’de bir
calismada Modifiye Knott Testi ile 13, Antijen Testi ile ise 36 kopekte (129), yine
Kuzey Kore’de bir hayvanat bahgesinde bir Avrasya su samurunda (130),
Kolombiya’da 7 kdopekte (131), Nebraska’da 39 koyote, 1 kirmizi1 tilki ve 22 kopekte
(132), Los Angeles’de 18 kopekte (133), ABD’deki bir baska calismada 33 kdpekte
(134), Italya’da 327 kopekte (135), Mozambik’te 4 kopekte (136) D. immitis
bildirilmistir.

Japonya’da 234 kopekte (59), 8 rakunda (137) ve bir kar leoparinda (10), Irak’ta 3
kopekte (138), Brezilya’da 14 kopekte (113), Meksika’da 52 kopekte (122),
Townsville’de 34 kopekte (139), Tayvan’da bir ¢alismada 477 kopekte (121), bir baska
caligmada da nekropsi sonrasinda %40.6 oraninda (120) D. immitis bulunmustur.
Arjantin’de 782 kopekten 40 inda (52), Yunanistan’da ise 91 kopekte (140) D. immitis
gorilmiistiir.

Italya’da kedilerde D. immitis’in yaygmlig1 %16 (157 kedi) olarak belirlenmistir (141).
D. immitis ile enfekte kopeklerde antikor yanitini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, bir grupta larva inokiilasyonundan 16 hafta sonra, bir grupta da 11 hafta
sonra antikor titreleri belirlenebilmistir (142).

Ispanya’da 114 kdpege ait kan drnegi Modifiye Knott, PCR ve ELISA teknilerinin
kullanildig1 testler ile D. immitis varligi yoniinden incelenmis sirasiyla %0, %1.6 ve
%2.6 oranlarinda pozitiflik saptanmistir (110).

Giiney Kore’de 848 kopekten elde edilen kan 6rnekleri ELISA ile D. immitis yoniinden
incelenmis ve %40 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (44).

2.5. Patogenez

Kopeklerde D. immitis tiirlinin olusturdugu patojenite, parazitin tiirli, sayist,
lokalizasyon yeri, hayvanin genel durumu gibi faktorlere baghdir (5, 28, 143). Son
konaklar tizerinde patojen etkiyi parazitin Ls, eriskin ve bazen de mikrofiler formlar
meydana getirmektedir. L3 ve L4 formlarinin konak iizerinde herhangi bir patojen etkisi
bulunmamaktadir (6, 28, 64).

D. immitis’in erigskinlerine sag atrium’da, sag ventrikiiliis’de ve {ist pulmoner arterlerde
cok fazla sayida rastlanabilmektedir.

Pulmoner arterlerdeki parazitler giiglii bir yangisal reaksiyonun olusumuna, endotelde

dejenerasyona ve kanda pihtilasmaya yol acarak, kalbin daha ¢ok c¢alismasina ve
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zorlanmasina sebep olmaktadir. Meydana gelen yangisal reaksiyon arterlerin interna ve
media kas tabakasinda proliferasyona yol agmakta, bu da obstriiksiyon (tromboz) ve
vaskiiler permeabilite artisina neden olmaktadir (interstitial ve alveolar 6dem).
Pulmoner arterlerdeki genisleme, emboli ve diizensiz goriiniim (28, 144); pulmoner
hipertansiyon, sag ventrikiiler dilatasyon ve hipertrofiye (cor pulmonale) yol acarak sag

ventrikiiler yetmezlige neden olmaktadir (Sekil 2.10) (27, 28, 140, 144-146).

Sekil 2.10. Pulmoner hipertansiyon sonucu kalpte sag ventrikiiler dilatasyon
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

Parazite karsi ortaya c¢ikan yangi hiicrelerinin asir1 artis1 (144, 147) ile yiiksek antikor
diizeyinin pulmoner kapillarlardaki mikrofilerleri yikimlamasi sonucu (28, 146)
akcigerlerde non-enfeksiydz pneumoni (pulmoner eozinofilik granulomatosis) tablosu
sekillenebilmektedir. Parazitlerin kendiliginden veya tedavi sonrasi oliimii, pulmoner
thromboembolisme sebep olarak akciger parankimasinda periarteriel grantilomlar

olusabilmektedir (Sekil 2.11, 2.12), (144, 146).
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Sekil 2.11. Dirofilaria immitis enfeksiyonlu bir kopek akcigerinde gri-kahverengi alanli bolgeler ve gri-
beyaz renkli granulom
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

Sekil 2.12. Arteria pulmonalis’te bulunan eriskin Dirofilaria immitis
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

Sag ventrikulusa gecen parazitler kalpte olduk¢a dnemli bir yer igsgal ederek kanin daha
az pompalanmasma neden olmaktadir. Parazit sayisinin 50’nin iizerinde olmasi
ventrikulusta tikanma ve atriuma parazitlerin gegmesine, 100°den fazla oldugunda ise
kalbin sag boliimiiniin tamaminin parazitlerle dolmasima (Sekil 2.13) ve pompalanan
cok az sayida kan kalmasina neden olmaktadir. “Caval Sendrom” olarak bilinen tablo en
agir seyreden form olup kopeklerin 6liimiine neden olmaktadir (143, 144, 146). Bu
formda posterior vena cava ve trikuspid valf bolgesine dogru gegen parazitler
karacigerde vendz basinci artirir (pasif vendz konjesyon) ve parankimde hasara yola
acar (25, 28, 140, 144, 147). Meydana gelen karaciger yetmezligi serum kolesterol

esterifikasyonunun azalmasina, alyuvar membranlarindaki kolesteroliin artmasina ve bu
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hiicrelerin yapisinin bozulmasina sebep olur. Sonucta hemoliz, anemi, hemoglobinuri ve
bilirubinemi gibi belirtiler sekillenir (28, 146). Karaciger bozukluklar1 ayrica olgun
parazitleri elimine etmek i¢in kullanilan organoarseniklerin (thiacetarsemide) ve

mikrofilarisidal ilaglarin uygulanmasi neticesinde de ortaya ¢ikabilir (28).

Sekil 2.13. Caval sendrom, kalbin sag tarafinda eriskin Dirofilaria immitis
Kaynak: Onmaz ve ark., 2013:14.

Enfekte kopekler tedavi edilmedigi takdirde immun sistem kronik olarak stimule edilir
(Kronik Immun Stimiilasyon). Yiiksek diizeyde bulunan antikorlar g6z, bobrek, kan
damarlar1 ve eklemlerin hassas membranlarinda presipite olarak bircok bozukluga
sebebiyet verebilir. Bu alanlara yerlesen antikorlar bolgeye yangi hiicrelerinin
gelmesine sebep olarak biiyiik bir doku hasar1 ve agri tablosunun ortaya ¢ikmasina
neden olur (64, 144).

D. immitis ile enfekte kopeklerde mikrofilerler glomeruler epitelde travmalara ve
amyloidosis olusumuna sebebiyet verdikleri i¢in bobreklerde glomerulonefritis
sekillenebilmektedir. Ayrica erigkinler viicutta parazit antijenlerine karsi antikor
olusumuna, antikorlarla antijenlerin birlesmesi neticesinde immun kompleks
olusumuna, bu immun komplekslerin taban membraninda birikmesi neticesinde de
bobreklerde glomerulonefritis sekillenmesine neden olmaktadirlar (6, 9, 27, 28, 31,
148).

Dirofilaria immitis’in mikrofilerleri de patolojik lezyonlarin olusmasina neden
olmaktadirlar. Mikrofiler yogunlugunun fazla olmasi1 durumunda viicutta parazite karsi
antijen-antikor kompleksleri olusmakta ve Tip-2 asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 olusarak,
hayvanlarda kasintili-lilserli-nodiillii, kasintili-papiillii-kabuklu, eritamatoz, allopesik,

seboreik gibi degisik dermatitis tablolar1 sekillenebilmektedir (2, 6, 25).
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2.6. Klinik Semptomlar

D. immitis diger hayvanlardan ziyade kdpeklerde daha sik goriilen bir nematoddur. Bazi
kopekler D. immitis ile enfekte olduklar1 halde herhangi bir klinik belirti
gostermemektedirler. Klinik belirtiler, kopekte bulunan eriskin parazit sayisina, kopegin
yasina, hastaligin kopekte bulunma siiresine, parazitin kopekteki yerlesim yerine,
kopegin genel durumuna bagl olarak degisiklik gosterir (2, 6).

Parazit ile enfekte kopeklerde klinik belirtilerin goriilebilmesi i¢in kopeklerde 25 den
fazla sayida eriskin parazitin bulunmasi1 gerekmekte, parazit sayisinin 100 iin {izerinde
olmast durumunda ise enfeksiyon agir bir seyir izlemektedir. Klinik bulgu olarak,
kopeklerde solunum giigliigii, kuru ve kisik oksiiriik, sag kalp yetmezliginden dolayi
kisa mesafeli kosulardan sonra bile yorulma, hareket giicliigii, proteiniiri, hematiiri,
hipoalbiiminemi bronchopneumoni, karin ve gégiis boslugunda sivi toplanmasi (asites),
burun kanamasi gibi belirtiler goriiliir (2.14). Hastaligin en siddetli formu olan Caval
sendrom sekillenmis bir kopekte ses kisikligi, salyada kan izleri ve ¢abuk soluma,
tagikardi, kollaps, sinkop (biling kaybi), asfeksi, anoreksi, kaseksi, ekstremitelerde
o6dem, kalp ve akcigerde patolojik sesler, degisik tipte dermatitisler, istahsizlik, asiri
zayiflama, sarilik, hepatomegali, idrarda safra tuzlari, proteiniiri, hematiiri,
hemoglobiniiri, hipoalbuminemi, bilirubinemi, bilirubiniiri ve 1-2 giin icerisinde 6liim

goriiliir (Sekil 2.15), (2, 5, 6, 28, 31, 40, 75).

Sekil 2.14. Dirofilaria immitis ile enfekte kopekte gogiis ve karin boslugunda sivi toplanmasi (Asites)
Kaynak: Johnstone, 2000:28.
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Sekil 2.15. Caval sendromda hemoglobinuri (soldaki), normal idrar (sagdaki)
Kaynak: Johnstone, 2000:28.

D. immitis’in eriskinleri bazen kan yoluyla farkli doku ve organlara giderek
yerlesebilmektedirler. Parazitler merkezi sinir sisteminde yerlestiginde ataksi, salya
artig1, konviilzyon, korliik, bitkinlik ve koma, gbze yerlestiginde ise gozyasi akintisi,
fotofobi ve keratitis gozlenir (28).

Diger klinik belirtiler ise sekunder olarak enfeksiyonun etkisini siirdiirdiigli organlara
bagli olarak sekillenmektedir. Endemik bolgelerde kardiovaskiiler bozukluklar ve
akciger komplikasyonlar1 Dirofilariosis immitis‘i akla getirmelidir (2).

D. immitis’le enfekte kopeklerin ¢ogunda elekrokardiografi (EKG) bulgulari normal
diizeylerde goriilmektedir. Dinlenme esnasinda enfekte kopeklerin
elektrokardiogramlar1 normal iken, kisa siireli kogma sonrasinda T dalgas1 ters
olabilmektedir (2, 5). Ancak klinik tablonun agir oldugu kopeklerin EKG’sinde sag kalp
hipertrofisini gosteren aritmi, sag axis deviasyonu; toraks radyografisinde sag
ventrikiiler dilatasyon, akciger arterlerinde genislemeler ile akciger loblarinda
intersitisyel veya alveoler infiltrasyon goriilebilmektedir (49).

Yapilan bir ¢alismada D. immitis ile enfekte kopeklerde, kalp igin spesifik olan CK
enzimi ile AST, ALT, ALP gibi karaciger enzim seviyelerinin 6nemli derecede, serum
total protein ve glikoz degerlerinin ise 6nemsiz derecede arttig1 kaydedilmistir (149).

D. immitis ile enfekte kopeklerin %10-67’sinde perifer kanda mikrofiler goriilmemekte
ve bu duruma gizli (okult) enfeksiyon adi verilmektedir. Bu durum heniiz
olgunlagmamis, tek-cinsiyetli (erkek) veya steril disi parazitlerden, microfilaricide
uygulamalarindan, immun kokenli reaksiyonlar sonucu disi parazitlerin mikrofiler
tiretiminin baskilanmasi veya olusan antikorlarin mikrofilerleri ortadan kaldirmasindan
olusmaktadir. Gizli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasindaki en yaygin nedenin immun

kokenli reaksiyonlar oldugu kaydedilmektedir (41, 46). Yiksek antikor diizeyi
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pulmoner kapillarlardaki mikrofilerlerin 6liimiine sebep olarak, kapillar permeabilitede
artis ve akcigerlerde asir1 duyarlik reaksiyonlart (Alerjik pneumonitis) ile
graniilomatosise neden olur.

2.7. Teshis Yontemleri

Dirofilaria immitis’i teshis edebilmek amaciyla konvansiyonel, serolojik, molekiiler
biyolojik yontemlerle birlikte radyolojik, ultrasonografik ve anjiyografik tan1 yontemleri
de kullanilmaktadir. S6z konusu tekniklerin kullanilmasiyla hem mikrofilerlerin hem de
eriskin parazitlerin teshisi yapilabilmektedir.

2.7.1. Konvansiyonel Yontemler ile Teshis

D. immitis’in kandaki larva formu olan mikrofilerleri saptama ve bu mikrofilerlerin
morfolojik Ozelliklerini ortaya koymada g¢esitli konvansiyonel yontemlerden
yararlanilmaktadir.

2.7.1.1. Direkt Kan Muayene Yontemi (Natif)

Lam lamel arasina alinan 1-2 damla kan 6rnegi mikroskop altinda incelenerek, kanda
mikrofiler aranmaktadir (18, 145, 150). Eritrosit yogunlugu nedeniyle mikrofilerlerin
goriilmesi zor oldugu icin, eritrositleri lize etmek amaciyla, incelenecek kan 6rnegine
bir damla %2 saponin veya %0.04 amonyum hidroksit ilave edilir (18, 41).

Yapilan bir ¢alismada D. immitis mikrofilerlerinin tanisinda kullanilan direkt kan
muayenesinin sensitivitesi arastirilmis ve ml’de 50’den fazla mikrofiler bulundugu
takdirde direkt kan muayenesinin sensitivitesinin %100 olacagi kanisina varimistir
(151).

2.7.1.2. Siirme Preparat Yontemi

Lam {izerine alinan bir damla kan 6rneginden siirme preparat hazirlanarak ya hareketli
mikrofilerler yoniinden ya da havada kurutulduktan sonra tespit edilerek cesitli boya
yontemleri ile boyanip, morfolojik 6zellikleri bakimindan incelenir (19, 150).

2.7.1.3. Saponin Konsantrasyon Yontemi

Iki ml antikoagulantli kan &rnegdi, 1 ml % 2 saponin ile 5 mI’lik enjektdrde homojenize
edildikten sonra 4500 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra
sedimentten alinan Ornekler lam-lamel arasinda mikroskopta mikrofilerler yoniinden

incelenmektedir (16, 18).
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2.7.1.4. Mikrohematokrit-Kapillar Sedimentasyon Yontemi

Mikrohematokrit kapillar tliplerine alinan antikoagulanthi kan 6rnegi mikrohematokrit
santrifiijiine yerlestirilerek 8500 rpm’de 4-5 dk santrifiij edilir. Plazma ile kan hiicreleri
arasinda meydana gelen sar1 renkteki tabaka plazma kismi ile birlikte mikroskop altinda
mikrofilerler yoniinden incelenir. Bir damla formalinli metilen mavisi (5 ml metilen
mavisi soliisyonu, 15 ml distile su, 5 ml %10 formalin) ilave edilerek mikrofilerlerin
morfolojik 6zellikleri incelenir (18, 41, 152).

2.7.1.5. Modifiye Knott Teknigi

Bir ml antikoagulantli kan 6rnegi, 9 ml % 2’lik formalin (2 ml konsantre [%37]
formaldehit, 100 ml distile su) ile 10 ml ye tamamlandiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek, stipernatant atilir (10 ml karisim icin yaklasik 1/4 sediment yeterlidir)
ve sediment esit hacimde % 0.1’lik metilen mavisi ile karistirilir. Sedimentten alinan
ornekler lam-lamel arasinda mikroskop altinda mikrofiler 6lgiileri ile diger morfolojik
ozellikleri yoniinden incelenir (18, 19).

2.7.1.6. Membran Filtrasyon Teknigi

Bir ml antikoagulantli kan 6rnegi 9 ml lize edici soliisyon (8gr Na,CO3, 1000 ml distile
su, 5 ml Triton X-100; % 2 formalin; fizyolojik tuzlu su ile homojenize edilmis Teepol)
ile 10 mI’lik enjektorde karistirildiktan sonra iginde 25 mm ¢apinda 3, 5 veya 8um por
genisliginde plastik, seliilloz veya polikarbonat filtreden gegcirilir (Sekil 2.16). Aym
enjektor vasitasiyla 2-3 kez distile su gecirildikten sonra 2-3 defa da hava enjekte
edilerek filtre lizerinde sivi kalmamasi saglanir (18, 152-155). Tutucudan cikartilan
filtreler lam-lamel arasinda mikroskopta incelenir. Mikrofilerlerin daha rahat goriilmesi
icin filtre iizerine bir damla %0.01 metilen mavisi ilave edilir ya da mikrofilerin
yapisini incelemek icin filtreler havada kurutulur, tespit edilir ve daha sonra amaca
yonelik olarak boyanir (153, 156-158).

2.7.1.7. Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama Yontemi

Mikrofilerlerin ayrici teshisinde yaygin olarak kullanilan ve oldukca basarili olan asit
fosfataz histokimyasal boyama tekniginde, kirmizi-kahverengi azo boyasinin tiirlere
gore farkli bant veya nokta tarzinda, mikrofilerlerin ¢esitli somatik doku ve hiicrelerinde
presipite oldugu kaydedilmektedir. Bu amagla siirme preparat veya membran filtreleri,
ya hazir kit ile (159, 160) ya da naphtol AS-TR-phosphate boya soliisyonu
hazirlanarak (155, 161, 162) boyanmaktadir. Oda sicakliginda 2-3 saat histokimyasal

boya soliisyonu icerisinde inkiibasyona birakilan preparatlar distile su ile yikandiktan



25

sonra %1’lik metilen yesili veya Mayer’s hemalum ile boyanir. Tekrar su ile yikanan
preparatlar havada kurutulduktan sonra iizerine lamel kapatilarak mikroskopta,
mikrofilerlerdeki asit fosfataz aktivitesi yoniinden incelenir (161, 160). Kan
orneklerinin aliminda antikoagulant madde olarak kullanilan EDTA’da, enzim
aktivitesinin olusmasi ic¢in gerekli magnezyum baglandigindan heparin sitrat, heparin

oxalate veya sodyum sitratin se¢ciminin daha uygun oldugu kaydedilmektedir (162).

MEMBRAN FILTRASYON TERTIBATI

Enjektoriin takildigr kisim
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Sekil 2.16. Membran filtrasyon tertibati
Kaynak: Nolan, 2002:158.

Yukarida adi gegen muayene yontemlerinde mikrofilerlerin hareket ve morfolojik
ozellikleri incelenmektedir. Hareket 6zellikleri daha ¢ok natif yonteme gore verilmekte
olup D.immitis mikrofilerlerinin genellikle belli bir bolgede dalgalanma tarzinda, yavas
hareketli oldugu ve mikroskop sahasinin digina ¢ikmadig belirtilmektedir (18, 143,
163).

Mikrofiler identifikasyonunda, en ve boy dl¢giimleri ile bas, kuyruk ve gévde morfolojik
Ozellikleri 6nem tasimakta olup (11, 13, 15, 16, 18, 19, 143, 152, 163, 164), daha ¢ok
Modifiye Knott testi ile yapilan incelemelere gore kaydedildigi (19, 163) ve uygulanan
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tekniklere gore olgtimlerde farkliliklar olabilecegi belirtilmistir (17-19, 155). Dirofilaria
immitis ve D.repens mikrofilerlerinin ortalama 290 um den biyiikk, D.reconditum
mikrofilerlerinin ise 290 um den kiigiik oldugu bildirilmektedir (19, 143, 146, 165).
Mikrofilerlerde anterior ucun D. immitis’de konik sekilde, D.repens’de yuvarlak
sekilde, D.reconditum’da paralel seyredip kiit olarak sonlanlandigi kaydedilmektedir
(Sekil 2.17), (19, 146, 163). D. immitis mikrofilerlerinde kare tarzinda olan ve net
gbziikmeyen cephalic boslugun, D.repens ve D.reconditum mikrofilerlerinde net olarak
goziiktiigi belirtilmektedir (19, 165). D. reconditum mikrofilerlerinde anterior ugta 4

um uzunlugunda cephalic ¢engel bulundugu kaydedilmektedir (17, 19).

5 Wela
Dirofilaria immitis Dipetalonema reconditum

Sekil 2.17. Dirofilaria immitis ve Dipetalonema reconditum mikrofilerleri; H: On, T: Kuyruk
Kaynak: Johnstone, 2000:28.

Dirofilaria immitis ve D.repens mikrofilerlerinde diiz olarak sonlanan kuyrugun, D.
reconditum mikrofilerlerinde ¢ogunlukla c¢engel tarzinda kivrildigi, D.immitis ve
D.repens mikrofilerlerinde diiz olan gdvdenin D.reconditum’da hilal seklinde bir
gorintii sergiledigi kaydedilmistir (11, 19, 146, 165, 166).

Mikrofilerlerin bazi somatik yapilar1 ile anterior u¢ arasindaki uzakligin viicut

uzunluguna oranimin teshiste olduk¢a 6nem tasidig1 ve bu amacla siirme preparat veya
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membran filtrasyon testinde saptanan mikrofilerlerin Giemsa, May-Grunwald-Giemsa,
Brilliant cresol blue, Hematoxyline ferrique ve Hemalun-eosine gibi gesitli boyama
teknikleri ile boyandig1 belirtilmektedir (19, 164, 166). Hematoxyline ferrique ve May-
Grunwald-Giemsa boyama yontemleri ile mikrofilerlerdeki somatik yapilarin daha net
goriildiigii bildirilmektedir (19, 166).

Asit fosfataz aktivitesinin D.immitis mikrofilerlerinde bosaltim deligi (EP) ve anal
delikte (AP) kirmizi-kahverenginde, nokta tarzinda goriildigii bildirilirken (Sekil 2.18),
(13, 19, 41, 162, 155, 159-161, 167), D.repens mikrofilerlerinde yalnizca anal delikte
(AP) sekillenip yiiziik (halka) tarzinda goriildiigi saptanmustir (13, 19, 160, 162).

Sekil 2.18. Dirofilaria immitis mikrofilerlerinde asit fosfataz aktivitesi
Kaynak: Johnstone, 2000:28.

2.7.2. Serolojik Yontemler ile Teshis

Dirofilaria immitis enfeksiyonlarinda Indirekt Floresan Antikor Testi  (IFAT),
Counterimmunoelektrophoresis, Latex Agliitinasyon, Koagliitinasyon,
Hemagliitinasyon ve ELISA gibi immunoserolojik tan1 yontemleri kullanilmaktadir (41,
168, 169).

Antikor testlerinden IFAT’in yiiksek duyarlilikta oldugu ancak bagirsakta yerlesen
nematodlar ile D.reconditum ve D.repens’le c¢apraz reaksiyon vermesinin disiik
spesifiteye neden oldugu kaydedilmektedir. (143, 170).

Antijen testlerinin antikor testlerine oranla daha yiiksek spesifite verdigi kaydedilmekte,
sadece D.repens ile ¢apraz reaksiyon goézlenebilecegi belirtilmektedir (40). Mevcut

antijen testleri yalnizca disi ilireme organlarindan kaynaklanan antijenlere karsi
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antikorlar1 saptadigi, gelismemis veya sayilarinin az oldugu durumlar (<3) ile yalnizca
erkek parazitlerin mevcut oldugu durumlarda etkili sonug¢ alinamadigi kaydedilmektedir
(40, 146).

Yapilan bir ¢calismada, D. immitis ile Toxocara canis, Trichuris vulpis ve Ancylostoma
caninum arasinda serolojik testlerde cross reaksiyon olup olmadigi arastirilmistir. D.
immitis ile enfekte serum 6rnegi ile T. vulpis ve A. caninum crude extractlar1 arasinda
cross reaksiyon tespit edilememis ancak T. canis’e ait 44, 57, 88 ve 100 kDa
agirh@indaki protein bantlarinin immunoblotting analizinde D. immitis ile gii¢li bir
cross reaksiyon belirlenmistir. Bu durumun parazitin somatik yapilarindaki antijenik
epitoplara bagli olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (171).

Gilinlimiizde bu amagla antijen testi olarak ELISA, diger testlere nazaran tercih
edilmekte ve ¢esitli ticari kitler kullanilmaktadir. Bu kitlerle yapilan arastirmalarda
(134, 169, 172, 173) sensitivitenin %64.5-87.3, spesifitenin ise %95.9-100 arasinda
degistigi, zayif pozitif reaksiyonun goriildiigii durumlarda antijen testinin tekrar
edilmesi gerektigi kaydedilmistir.

2.7.3. Molekiiler Teknikler ile Teshis

Dirofilaria soyunda yer alan ve dirofilariosis’e neden olan tiirler mikroskobik
yontemlerin  kullanilarak yapilan teshislerde birbirlerine benzemeleri nedeniyle
arastiricilar tarafindan karistirilmakta ve dolayisiyla net bir teshis konulamamaktadir.
Ancak teknolojinin bilim diinyasindaki gelisimiyle birlikte hem bu tip karistirmalar
onlemek hem de ¢apraz reaksiyonlarin oniline gegmek amaciyla sensivite ve spesifitesi
yiiksek olan molekiiler tabanli teknikler gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmistir.
Enfeksiyonun spesifik teshisi veya parazitlerin identifikasyonu i¢in kullanilan PCR
tabanli testlerde bir veya daha fazla hedef DNA bdélgesi belirlenebilmektedir. Bu
yontem, hedef organizmanin genomundaki, 6zgiil bir DNA dizilimini, tekrarlayan
sekillerde, binlerce kez cogaltarak, kolaylikla tespit edilebilir hale getirmektedir.
Spesifik identifikasyon i¢in hedef DNA bdolgesi popiilasyon i¢indeki kiiciik bir farklilig
bile ortaya koyabilmelidir. Bunun yaninda PCR ile kanda %0.000083 oranindaki
paraziteminin saptanabilmesi dirofilariosis’in teshisinde PCR’1n 6nemli bir tan1 yontemi
oldugunu gostermektedir (50, 174, 175).

Molekiiler tabanli yontemlerden olan real-time PCR’1n, 1990’larin basinda gelismesiyle
birlikte PCR amplifikasyonu goriiniir hale gelmistir. Real time PCR sistemi, floresan

isaretli boya ve problar kullanilarak PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getirmekte ve
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monitorize edebilmekte ve ayni zamanda birden fazla paraziti kantitatif olarak es
zamanli tespit etmesiyle oldukga spesifik bilgiler saglamaktadir (176, 177). Yontemin
biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve MRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarini
olusturmakla birlikte tek nokta mutasyonlarini belirleme, hastalik etkeni patojenleri ve
DNA hasarin1  belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi (single nucleotid
polymorphism), kromozom bozukluklarmnin tespiti gibi bir¢ok ¢alismalarda da kullanim
alanlar1 bulunmaktadir (178). Dirofilariosis enfeksiyonlarinin teshisinde hizi, sensitivite
ve spesifitesi, seciciligi, hedef patojen veya gen bdlgesinin kantitatif olarak
belirlenebilmesi ve otomasyona uygun olmasi gibi nedenlerle son yillarda 6ne ¢ikan
real-time PCR teknigi ile yapilan g¢aligmalarda, s6z konusu teknigin tekniginin D.
immitis teshisinde ve epidemiyolojik ¢alismalarda oldukg¢a duyarli bir yontem oldugu
bildirilmigtir (179-181).

2.7.4. Radyolojik Tam Yontemleri

Dirofilaria immitis mikrofilerleri goriilen kopeklerin %80-90’inda radyolojik muayene
yontemlerinin pozitif sonug verdigi bildirilmektedir (146). Bu muayene yonteminde, sag
ventrikiil, ana pulmoner arter ile pulmoner arterdeki genisleme ve kisalma,
hepatomegaly, asites gibi anormallikler tespit edilebilmektedir (40, 41, 146, 182).
Ayrica fazla pratik olmamakla birlikte, D.immitis enfeksiyonlarinin teshisinde,
Anjiyografi, Ekokardiografi, Elektrokardiyografi gibi yontemlerin de kullanildig
kaydedilmektedir (40, 146, 150, 183, 184).

2.8. Tedavi

Son yillarda paraziter hastaliklarin tedavisi, bu hastaliklardan korunma ve bu
hastaliklar1 kontrol altinda tutabilmek adina yogun cabalar sarf edilmektedir. Bu
amagla, parazitlere karsi etkili asilar gelistirilmeye calisilmis, yeni kemoterapotik
ajanlar tretilmeye baslanmis ve vektdr kontrolii {izerine yogunlagilmistir. Bu
caligmalarin sonug¢ verebilmesi, sensitif ve spesifik, prediktif ve prognoztik, ucuz ve
kolay tani metotlariin gelistirilmesine ve bu metotlarla saglikli verilerin toplanarak
degerlendirilmesi neticesinde etkili korunma ve kontrol metotlarinin ortaya
konabilmesine baglidir (185).

Dirofilaria immitis ile enfekte bir kdpegin tedavisine baglamadan once kalp, akciger,
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri yapilmali, test sonuglarina gore tedavi prensipleri

belirlenmelidir. Ayn1 zamanda kullanilacak ilaclarin dozunun da ¢ok iyi ayarlanmasi
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gerekmektedir. Ciinkii ilag az miktarda verildiginde eriskin parazitler 6lmemekte, ¢cok
miktarda verildiginde ise hepatotoksik ve nefrotoksik etki nedeniyle karaciger ve
bobreklerde doku hasart meydana gelmektedir (5, 6, 186).

Dirofilaria immitis’in tedavisinde 6nce erigkin parazitleri, daha sonra da mikrofilerleri
6ldiirmek amacglanmalidir. Eriskin parazitlere kars1 kullanilan ilaglar sunlardir:

1- Thiacetarsamide Sodium (Arsenamide Sodium): Intra vendz (i.v.) olarak iki giin
siireyle, giinde 2 kez 2,2 mg/kg dozda uygulandiginda eriskin parazitlere kars1 etkili
olmaktadir (5, 6, 28, 40, 186, 187).

2- Melarsomine dihydrochloride: Ug-24 saat arayla, 2 giin siireyle ve 2,5 mg/kg dozda
intramuskuler (i.m.) uygulandiginda etkili olmaktadir. Hafif enfeksiyonlarda uygulama
4 ay sonra tekrarlanmalidir. Agir enfeksiyonlarda ise Oncelikle hayvanlardaki diger
semptomlara yonelik tedavi uygulanarak genel durum diizeltilmeye ¢aligilir. Daha sonra
2,5 mg/kg dozda intramuskuler olarak melarsomine dihydrochloride tek doz olarak, bir
ay sonra 24 saat ara ile iki doz olarak uygulanir (6, 9, 186).

3- Levamisole: Giinliik 2,5 mg/kg dozda 2 hafta siireyle hergiin uygulanir. Sonrasinda 5
mg/kg dozda iki giin boyunca ve 2 hafta siireyle giinde 10 mg/kg dozda uygulandiginda
etkili olur (6, 188).

4- Prednisolan: Tedavi amaciyla 1-2 mg dozda birkag giin oral yolla
kullanilabilmektedir (9, 189).

Erigkin parazitlere yonelik olarak kullanilan ilaglar tedavi esnasinda trombo-emboli
olusumuna neden olabilmektedir. Bunu engellemek i¢in kani sulandirici ve tromboz
olusumunu engelleyici ilaglar da tedavi siiresince kullanilmalidir. Bu amacla kullanilan
ilaglar ise sunlardir:

a) Acetylsalicylic acid (Aspirin): Oral yolla 5-7 mg/kg 2-3 hafta siireyle
kullanilabilmektedir (6, 189).

b) Ticlopidine hydrochloride: Tedavi siiresince hergiin 108 mg/kg dozda verilebilir (6).
c) Heparin: Her 8 saatte bir subcutan yolla 300 U/kg dozda uygulanabilir (6).
Mikrofilerlere yonelik tedaviye, eriskin parazitlere yonelik ilag uygulamalarindan 3-6
hafta sonra veya eriskinlerden kaynaklanan komplikasyonlar ortadan kalktiktan sonra
baslanmalidir (143, 150).

Mikrofilerlere kars1 kullanilan ilaglar sunlardir:

1- Ivermectin: Oral yolla 0,05 mg/kg tek doz uygulanabilmektedir (6, 186).
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2- Levamisole: Oral yolla 11 mg/kg dozda, 1 hafta- 1 ay arasinda degisen siirede
kullanildiginda mikrofilerlere kars1 etkilidir (6, 188).

3- Milbemycin oxime: Oral yolla 0,5 mg/kg dozda kullanilabilmektedir (6, 186, 189).

4- Dithiazanine-iodide: Oral yolla 4mg/kg dozda bir hafta boyunca uygulanabilir (188,
189).

Ayrica asir1 duyarlilifa bagl olarak ortaya ¢ikan dermatitis tablosu tedavi sonrasinda

kendiliginden ortadan kalkmaktadir (6).

Erigkin parazitler uygun anthelmentiklerle oldiiriildiikten sonra yerlestikleri yerlerde

ortaya cikabilecek olan komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla cerrahi yolla (arteriotomi)

ortamdan uzaklastirilabilmektedir. Bu amacla 6zellikle boyundaki genis venalardan

(vena jugularis gibi) girilerek eriskin parazitler alinabilmektedir. Ancak operasyon i¢in

respirasyon aleti gerekliligi, mortalitenin kemoterapiden daha yiliksek olmasi, tiim

eriskinlerin damardan c¢ikarilamamasi gibi nedenlerden dolayr arteriotomi pek tercih

edilmemektedir (6, 28, 189- 191).

2.9. Korunma ve Kontrol

Kopekleri Dirofilaria immitis’ten korumak igin Lz ve Lg’lere karsi etkin bir

antihelmentik ila¢ kullanilmalidir. Antihelmintik ilag kullanimina sivrisineklerin

gorilmeye baslandigi donemden bir ay Once baslanmali ve sivrisineklerin ortadan

kayboldugu donemin bir ay sonrasina kadar devam edilmelidir (6, 189).

Kopekleri D. immitis’ten korumak igin kullanilan ilaglar sunlardir:

1- Ivermectin: Ayda bir kez 0.006 mg/kg dozda kullanilabilmektedir. Ilacin bu dozu

Koli rk1 kopeklerde toksik etki yaratmamaktadir. Ancak bu kopeklerin 8 saat siireyle

gbzetim altinda tutulmasi gerekmektedir (6, 9, 158, 189, 191).

2- Moxidectin: Ayda bir kez 0.003 mg/kg dozda kullanilabilmektedir. Koli ki

kopeklerde 30 kat doza ¢ikilmast durumunda ataksi, salivasyon, depresyon gibi bulgular

goriilebilir (9, 158, 189).

3- Milbemycin oxime: Ayda bir kez 0,5 mg/kg dozda kullanilabilmektedir (6, 9, 189).

4- Diethylcarbamazine (DEC): Giinde 5.5-6.5 mg/kg dozda yiyeceklerle birlikte

verildiginde immatiir parazitler gelisememektedir. ilacin surup ve tablet formlar: da

vardir (40, 184, 188, 189).

5- Selamectin: Ayda bir kez 0.6 mg/kg dozda topikal olarak uygulandiginda etkili

olmaktadir (9, 40, 189, 192)
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Birisi Dirofilaria (Nochtiella) repens, digeri de D. immitis ile dogal enfekte iki kopek
iizerinde yapilan bir calismada, bir organik arsenik bilesigi olan “Aricyl® " ile levamisole
preparati olan “Citarin-L® ~ nin parazitler iizerine etkisi incelenmistir. Tedaviye
baslamadan o6nce aksam saat 18.00°da alinan 1 cm® kandaki mikrofiler sayis1, D. immitis
ile enfekte kopekte 2250, D. (Nochtiella) repens ile enfekte kopekte 2530 olarak
saptanmistir. Kopeklere de once iki hafta boyunca her giin 2.5 mg/kg dozda, sonra iki
hafta ara ile iki defa 5 mg/kg dozda, derialti yolla Citarin-L® (levamizol) enjeksiyonu
yapilmistir. Levamisole uygulamasindan 45 giin sonra da erigkin parazitlere karsi, 2.2
mg/kg dozda giinde 2 defa 2 giin siireyle damar i¢i yolla Aricyl (arsenik bilesigi)
verilmistir. Sonra kdpeklere otopsi yapilmigtir. Képeklerden birinin sag ventrikiiliisiinde
7 adet canli D. immitis, digerinin ise sirtinda, derialt1 bag dokusunda 1 adet canli D.
(Nochtiella) repens’e rastlanmustir. Citarin-L" ile tedaviden bir ay sonra yapilan
muayenede mikrofiler sayilar1 D. immitis ile enfekte kopekte 26, D. (Nochtiella) repens
ile enfekte kopekte 20 olarak belirlenmistir. Tedavi sonrasinda Aricyl™’nin olgun
parazitlere karsi etkili olmadigi, Citarin-L™'nin ise gerek D. immitis ve gerekse D.
(Nochtiella) repens’in mikrofilerlerine karsi oldukga etkili oldugu goriilmiistiir (63).

Eskisehir’de yapilan bir ¢alismada, 1.Taktik Hava Us Komutanligi’na ait, Dirofilaria
immitis ile enfekte, 6-11 yas arasi Alman Kurt ve Kangal ki 14 kopek kullanilmis,
bunlardan 10 u tedavi, 4 ii kontrol grubu olarak ayrilmistir. Tedavi grubu olarak ayrilan
kopeklere 2 hafta siireyle oral yolla 2.5 mg/kg dozda levamizol (Citarin-L®) verilmistir.
Bu uygulamadan 15 giin sonra aym ilag 5 mg/kg dozda tekrar verilmistir. Ilk
uygulamadan 35 giin sonra 5 giin siireyle 0.2 mg/kg dozda ivermectin (IvomecR)
verilmistir. Hayvanlarin viicut direncini artirmak amaciyla tedavinin 1. ve 30. giinlerde
derialti yolla 50 mg dozda organik arsenik bilesigi (Aricyl®) verilmistir. ilag
uygulamalarindan 30 giin sonra yapilan kan muayenelerinde, tedavi grubu olarak
ayrilan kopeklerin 7 sinde mikrofiler goriilmiis, 3 tinde goriilmemistir. lvermectin
uygulamasindan bir ay sonra ise tedavi grubundaki higbir kopekte mikrofiler
goriilmemistir. Ug ay sonra yapilan muayenelerde ise tedavi grubundan bir kdpekte
mikrofiler  gorlilmiis,  digerlerinde  goriilmemistir.  Levamizolun  parazitin
mikrofilerlerine kars1 yeterince etkili olmadigi, ivermectinin ise etkili bir ilag oldugu

ifade edilmistir (74).
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Bir baska calismada, D. immitis ile enfekte 9 kdpege iki giin siireyle giinde iki kez 2.2
mg/kg dozda thiacetarsamide sodium uygulanmis, uygulamayi miiteakip halsizlik ve
istahsizligin diizeldigi, okstiriigiin 15-20 giin i¢inde ortadan kalktig1 goriilmiistiir (49).
Gemlik’te yapilan bir ¢alismada D. immitis ile enfekte olduklari tespit edilen kdpeklere
ard arda iki giin 0.2 mg/kg dozda ivermectin (Ivomec) derialt1 yolla uygulanmis ve
uygulama sonrast 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 ve 210. giinlerde kandaki
mikrofiler sayilar1 belirlenmistir. Yapilan analizlerde, ilag uygulamalar1 sonrasinda
mikrofiler sayisinda ciddi oranda azalma tespit edilmistir. Calisma neticesinde
ivermectinin etkili bir mikrofilarisid oldugu, 0.2 mg/kg dozun kdpeklerde herhangi bir
olumsuz etki gostermedigi, aynm1 dozun 3 ay araliklarla tekrarlanmasi durumunda
parazitin yayilisinin kontrol altinda tutulabilecegi kanisina varilmistir (87).

Heartgard-30 (ivermectin) ve Interceptor (milbemycin oxime) isimli ticari preparatlar
kopekleri dirofilariosis’den korumada, hem erigkin parazitleri hem de mikrofilerleri
ortadan kaldirmada etkili bulunmustur. Bu preparatlarin 30 giinde bir kullanimi yeterli
olmaktadir. Ancak bu preparatlar kopeklerde kisa stireli ishallere neden olmaktadir.
Ayrica diethylcarbamazine igeren Filaribits Plus isimli ticari preparat enfektif larvalari
oldiirebilmekte ancak erigkin parazitlere karsi fazla etkili olamamaktadir (23).

Vektor sivrisineklerin kontroliinde kullanilan ydntemlerin genel amaci ise, lireme
alanlarmi kurutmak, larva ve erigkinlerle ayri ayr1 miicadele etmek, sivrisineklerin
hayvan ve insan barmaklarima girmesini engellemek, sivrisinek populasyonunu
azaltmaktir. Bu amacla yapilan miicadele yontemleri sunlardir:

a) Cevre Diizenlemesi: Cevre diizenlemesi vektoriin tiremesini engelleyecek sekilde
yaptlmalidir. Vektor kaynaklart kurutulmali ve patojen-vektor-insan baglantisi
kesilmelidir. Larva iireme alanlarina drenaj kanallar1 acilmali, kanalizasyon sistemleri
iyi yapilmali, su birikintileri ve batakliklar kurutulmali veya buralara belli periyotlarla
insektisitler piiskiirtiilmeli, su seviyesi ve akint1 hiz1 degistirilmeli, konutlar sivrisinek
tireme alanlarindan uzakta insa edilmelidir (21, 186).

Kisisel kontrol tedbirleri de sivrisinek saldirilarindan korunmak adina Onem
tagimaktadir. Bu amacla kap1 ve pencerelerde sineklik kullanilmasi, uyurken cibinlik
kullanilmasi, aksam ve geceleri agik alanda oturulmamasi, viicudun agik kisimlarina
repellent stiriilmesi 6nerimektedir (21, 186).

b) Biyolojik ve Mikrobiyal Kontrol: Biyolojik kontrolde amag, zararli bir artropoda

kars1 o zararlinin patojeni, avcisi veya onunla yarigan baska bir organizmanin toksik
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maddeleri gibi biyolojik ajanlari silah olarak kullanmaktir. Bu biyolojik ajanlar sadece
hedef canliyr etkilemekte ve diger canlilara zarar vermemektedir. Ayrica bu ajanlara
kars1 direng gelisimi de s6z konusu degildir. Ancak bu ajanlarin, suya uygulandiklarinda
dibe ¢okmeleri, uygun olmayan yerlerde birikmeleri, ¢evreden zarar gorebilmeleri gibi
dezavantajlar1 vardir. Sivrisineklerin kontroliinde biyolojik ajan olarak sivrisinek balig1
da denen Gambusia affinis tiirii baliklar yetistirilebilir ki, bu baliklar sinek larvalarini
yiyerek beslenmektedir. Sivrisinek larvalarini enfekte edebilen Romanomermis
culcivorax adli bir nematod ile Nosema algerae adli bir protozoon da biyolojik kontrol
amactyla kullanilmig, ancak her ikisinin de kotli hava sartlarindan etkilenmesinden
dolay1 kontrol degerinin diisiik oldugu gorilmiistiir. Sivrisineklere 6zgli patojen bir
bakteri olan Basillus thuringiensis israelensis de larvalarla miicadele amaciyla
kullanilmastir (21).

¢) Genetik Kontrol: Genetik kontrolde amag, bir defaya mahsus laboratuar ortaminda
tretilen bir genotipin dogadakilerle degistirilmesidir. Bu amagla kimyasal
kisirlastiricilar veya radyasyon kullanilarak erkek bireyler kisirlastirilip dogaya birakalir.
Bu yontemle, sivrisineklerin bir ¢iftlesme sonrasinda ¢ok sayida yumurta tirettikleri i¢in
zamanla dogada kisir birey sayisinda artis kaydedilecegi diigiiniilmiistiir. Ancak bu
denemeler sonrasinda kisirlastirilan erkeklerin dogaya uyum saglayamamasi nedeniyle
populasyonda kayda deger bir azalma olmadig1 goriilmiistiir. Son yillarda molekiiler
genetikte kat edilen gelismeler dogrultusunda, hastalik ajanlarma dayanikli genleri
tasiyan ve dogadakilerle yarigabilen transgenik sivrisinek irklar1 elde etmeye yonelik
calismalar yapilmaktadir (21).

d) Kimyasal Kontrol: Kimyasal kontrol amaciyla kullanilan insektisitler kisa zamanda,
kesin ve etkin sonu¢ alinmasini saglamaktadir. insektisitler, mide zehiri olarak, sistemik
zehir olarak, solunum zehiri olarak, su kaybi yaratarak, hormonal ve kimyasal inhibitor
olarak etki gosterirler. Ancak son yillarda hedef organizma disindakileri de etkilemesi,
cevrede birikmesi, organizmada direng gelistirmesi, maliyeti artirmasi gibi nedenlerden
dolay1 insektisitlerin kullanilmasina yonelik tepkiler artmigtir. Biitiin bu olumsuzluklara
ragmen insektisit kullanimi akilc1 ve bilimsel degerlendirmeler neticesinde yapildig:
takdirde vazgecilmez hale gelmistir. Kimyasal kontrol amaciyla Propoxur, Dichlorvos
(DDVP), Fenthion, Chlorpyrifos gibi karbamatli ve organik fosforlu insektisitlerin yani
sira DEET gibi bocek kovucular (repellent) ile Deltamethrin, Permethrin ve

Cypermethrin gibi sentetik piretroitler kullanilmaktadir (21, 186).
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2.10. Dirofilaria immitis ve Endosimbiyont Wolbachia

Wolbachia, Rickettsiaceae familyasina ait, gram negatif bir alfaprotoeobakteridir.
Wolbachia ilk kez 1924 yilinda Herting ve Wolbach tarafindan sivrisinegin tireme
dokularinda saptanmistir. Bunun ilk tanimlanmasi aymi sinek tiirtinde 1936 yilinda
Wolbachia pipientis olarak Herting tarafindan yapilmistir (193, 194).

Bu bakteri obligat, hiicre i¢i organizma olup, bazi artropod ve nematodlarda kiitikiila
altinda hypodermisteki hiicrelerin i¢inde buna ilaveten disilerde ovaryum, ookist ve
uterustaki embryonik gelisim devrelerinde bulunur (195, 196). Bu durum bakterinin
vertikal olarak taginabildigini de gostermektedir (195). Kokoid veya basilliform
seklinde olan bu bakteri, ¢ift membranli, ribozomal graniillii ve ortalama 0.8-1.3um
uzunlugunda olup diinya genelinde ¢ok yaygindir.

Yapilan arastirmalarda 63 artropod tiiriinden (Aracnida 2, insecta 61) 48’inde (%76), 20
filarial nematod tiiriiniin 18’inde (%90) Wolbachia tespit edilmistir (197, 198).
Wolbachia insek tiirlerinin en az %20’sini (199-201), filarial nematodlarin ise neredeyse
tamamini infekte eder (202). Wolbachia, ftsZ (hiicre boliinmesi geni), groEL (bakteriyel
151 sok proteini), gltA (sitrat sentaz) ve dnaA gen sekanslarina bagl olarak A’dan H’ye
kadar alt1 gruba ayrilmistir. Wolbachia 'nin A ve B genotipleri artropodlarin biiyiik bir
kismini, C ve D genotipleri nematodlari, E genotipi springtailleri (yay kurugu bocegi), F
genotipi bazi1 artropod ve nematodlari, G genotipi Oriimcekleri ve H genotipi de
termitleri enfekte etmektedir (194, 198, 203). Dipetalonema gracile, Dirofilaria repens
(filarial nematod) ve Ctenocephalides felis heniiz bu smiflandirmada bir alt gruba
yerlestirilememistir. Filarial nematodlardan Wuchereria bancrofti, Brugia malayi ve
Litomosoides sigmodontis D alt grubunda, Onchocerca ve Dirofilaria immitis C alt
grubunda yer almaktadir (194, 203-205). Diger filarial tiirlerde oldugu gibi, D. immitis
ve D. repens‘de de Wolbachia hiicre i¢inde bulunan bir bakteridir (206). Dirofilaria ve
Wolbachia arasindaki simbiyotik iligski heniiz tam olarak agikliga kavusmamakla birlikte
filarial parazitlerin bakterinin gelismesi ve replikasyonu i¢in gerekli olan aminoasitleri
sagladigi, diger taraftan Wolbachia bakterilerinin ise Dirofilaria nematodlarinin
metebolizmasi i¢in gerekli olan glutathione ve haeme gibi ¢esitli 6nemli molekiilleri
drettigi One siiriilmektedir (207). Bu acgidan filarial enfeksiyonlar icin yeni
kontrol/tedavi stratejilerinin  gelistirilmesinde bu simbiyotik iliski anahtar rol

ustlenmektedir.
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Gram-negatif bakteri olmasi sebebi ile Wolbachia filarial enfeksiyonlarda patogenez ve
immun yanitta 6nemli bir rol oynamaktadir. Wolbachia hem canli parazitlerden hem de
parazitlerin dogal 6liimii, mikrofilarial yikimlanma ve farmakolojik miidaha-le sonrasi
Olen parazitlerden salinmaktadir (208). Enfeksiyonun insan ve fare modellerinde
bakterinin saliniminin pro-inflamatdr sitokinlerin up-regiilasyonu, nétrofiler artis ve
spesifik immunglobulinlerin artis1 ile iliskili oldugu belirlenmistir. D. immitis
enfeksiyonu sonucu dogal olarak 6len kopeklerde bakterinin mikrofilerlerin normal
olarak sirkiile ettigi Ozellikle bobrek ve karaciger gibi organlarda yogunlastigi
belirlenmistir (206). Bunun yaninda mikrofilaremik kopeklerde gizli enfekte kopeklere
oranla daha gii¢li spesifik bir immun yanit belirlenmistir. Bu durum da mikrofiler
yikimlanmasinin kalp kurdu ile enfekte kdpeklerde Wolbachia igin 6nemli bir kaynak
oldugu hipotezini desteklemektedir. Bunun yaninda D. immitis’ten agiga ¢ikan
Wolbachia’nin chemiokinesis ve kanin nétrofillerde pro-inflamator sitokin iiretimini
provake ettigi gosterilmistir (209).

Filarial parazitlerdeki Wolbachia enfekte konaklarda antibiyotik tedavisi ile
uzaklagtirilabilir. Cesitli c¢alismalar c¢esitli tedavi protokollerinin (Tetracycline ve
sentetik deriveleri en etkili grup olarak gosterilmektedir), filarial parazitten Wolbachia
bakterilerinin tamamen uzaklastirilmamas: durumunda etkinliklerinin siddetli bir
sekilde azalma gosterdigini ortaya koymustur. Wolbachia’larin antibiyotik tedavisi ile
uzaklastirllmasi sonunda filarial nematodlarda dolasimdaki mikrofiler diizeyinde
azalma, embriyogenesisin bloklanmasi, disilerin sterilizasyonu, larval gelisimde
defektler ve eriskin nematodlarin 6lmesine kadar ¢esitli anti-filarial etkilere de neden
olmaktadir (204, 210). Dogal enfekte kopeklerde yapilan 6n ¢alismalar (206)
melarsomine ile adulticide tedavisinden once yapilan doxycycline tedavisinin ergin
parazitlerin Oliimiine bagli pro-inflamatér reaksiyonlarin azalmasma yardimci
olabilecegini gostermistir. Anti Wolbachia yiizey proteninin (WSP) konaklarda
saptanmas1 epidemiyolojik calismalarda enfeksiyonun gercek etkisini degerlendirmede
onemli oldugu belirtilmektedir. Bu noktada risk faktorlerinin yalnizca aktif enfeksiyonla
(filarial antijenlerin saptanmasi) degil ayn1 zamanda kedi dirofilariosis’inde daha ¢ok
onemli olmak {izere prepatent enfeksiyonlarin saptanmasi ile de ortaya konabilecegi
kaydedilmektedir. Bunun yaninda makro/mikrofilaricidal tedavi etkinliginin takip
edilmesinde de Wolbachia antikor diizeylerinin tespit edilmesi dnem arz etmektedir.

Filarial parazitlerin 6lmesi Wolbachia bakterilerinin salimimi igin esas faktor olup,
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konak immun sistem uyariminin artmasina yol agar. Anti-Dirofilaria antikorlarindaki
diisiisle birlikte anti-Wolbachia antikor diizeylerinde saptanan yiikselme ilag
etkinliginin bir isareti olarak degerlendirilebilir (211).

Rezervuar konaklarda dirofilariosis i¢in Dirofilaria molekiillerinin kullanimi ya da
saptanmasina bagli gegerli teshis yontemlerinin bulunmasina ragmen Wolbachia’nin
direkt ve indirekt teshis yontemleri ile saptanmasi giiglii tamamlayict bir veri olarak
ortaya ¢ikmakta ve epidemiyolojik ¢alismalar ile inflamator patoloji ¢alismalari igin
etkin bir ara¢ olusturmaktadir. Ayrica insanlarda dirofilariosisin ayirici tanisinda
graniilomatdz reaksiyon sonucu parazitlerin yikimina bagli olarak anti-Wolbachia
antikor diizeylerinin belirlenmesi esas kriter olarak nitelenmektedir (211, 212).

2.11. Dirofilaria immitis’in Zoonotik Onemi

Dirofilaria immitis mikrofilerleri insanlara ara konak sivrisineklerin kan emmesi
esnasinda bulasir ve bu mikrofilerler pulmoner ve subcutan dokulara, nadiren
mezenterium, periton, scrotum gibi dokulara gelerek yerlesir. Ancak mikrofilerler
gelisen Tip 1 immun yanit nedeniyle ergin doneme ulasamaz ve Sliirler. Yani insanlarda
ergin parazitler goriillmeyecegi gibi, yeni bulas olmadik¢a kanda mikrofiler de goriilmez
(20, 213). Sadece bir vakada ergin, disi parazite bir kadinin pulmoner arterlerinde
rastlanmigtir (214). Immun yanit nedeniyle 6len mikrofilerler emboli seklinde akciger
arterlerine gelerek burada hemorajik enfarktiis ve graniilom olustururlar. D. immitis’ten
kaynaklanan pulmoner olgularda Klinik belirtilere rastlanmamakta, ancak bazen
vaskiilit, pulmoner enfarktiis ve parazitin ¢evresinde graniilomlar olusabilmektedir (20,
63).

Insanlarda dirofilariosis’e neden olan diger tiirler ise Dirofilaria (Nochtiella) repens ve
D. tenuis’tir (5, 69). Dirofilaria (Nochtiella) repens’in olgunlari sonkonaklarin derialti
bag dokusunda, nadiren biiyilk damarlarda, periton boslugunda, mezenterlerde,
akcigerlerde, merkezi sinir sisteminde, paraokiiler bolge, goz kapagi, burun kanatlari,
yanak, parmak arasi, sirt ve karin gibi degisik bolgelerde derialtt nodiilleri seklinde,
mikrofilerleri ise perifer kanda ve lenf araliklarinda goriiliir. Parazit gelisen immun
yanit nedeniyle insanlarda cinsel olarak olgunlasamamakta ve mikrofileremi
olmamaktadir. Klinik olarak genellikle bir belirtiye rastlanmaz ancak bazen gogis
agrisi, Oksiiriik, hemoptizi, kasintili-agrili sigkinlikler, ates ve eozinofili goriilebilir (5,
20, 58, 69, 215).



38

Insanlarda dirofilariosisin tanisinda giicliikler yasanmaktadir. Derialtinda veya gozde
olusan lezyonlar kolayca fark edilebilmekte iken akcigerdeki lezyonlar genellikle
radyolojik veya diger goriintiileme yontemleri ile saptanabilmektedir. Insanlarda
mikrofileremi ve belirgin derecede eozinofili olmadig1 i¢in tanida ¢ogunlukla cerrahi
yontemlere basvurulmaktadir. Cerrahi yontemlerle erginlesmemis parazit elde edildigi
zaman kiitikulasinin kalinligina ve sekline bakilmaktadir. Dirofilaria immitis’in
kiitikulas1 140-300 um kalinlikta ve diiz olup, uzunlamasina ¢izgiler tasimamaktadir. D.
(Nochtiella) repens ve D. tenuis’in kiitikulas1 ise 220-600 um kalinlikta olup
longitudinal ve enlemesine c¢izgiler tasimaktadir. Bu nedenle tanida histopatolojinin
Onemi artmaktadir (20).

Insanlarda dirofilariosisin teshisinde Western Blot ve ELISA gibi serolojik yéntemlerin
yani sira PCR, DNA dizi analizi gibi molekiiler yontemler de kullanilabilmektedir.
Molekiiler yontemlerin tan1 amaciyla kullanilmasindaki zorluk cerrahi yolla parazitten
parga elde edilmesinin gerekliligidir. Ayrica parazit ile enfekte insanlarda D. immitis’in
somatik veya ES antijenlerine karsi viicutta IgM, IgG ve IgE tiirii antikorlar
gelismektedir. Parazitin eriskin ve larval formlarinda yiizey antijenleri de farklidir. L3
formunda 6 ve 35 kDa’luk, erigkinlerde ise 14.5, 16, 17.5 kDa’luk polipeptidler ile 20
ve 40 kDa’luk glikoproteinler baskindir. Ancak her larval donemin immun sistemden
korunma yolu farkhidir. Ayrica parazitin antijenik yapisinin karisik olmasindan dolay1
serolojik tanida zorluklar yaganmaktadir (20).

Insanlardaki pulmoner dirofilariosis olgularinda 35 kDa ve 22 kDa’luk polipeptid
karisimi tanida spesifiktir. Ayrica son zamanlarda parazite karst P22U ve PLA2
kodlariyla isimlendirilen rekombinant antijenler gelistirilmistir. Ancak pulmoner
dirofilariosis vakalarinda tiiberkiiloz, mantar enfeksiyonlari, tiimor ve tromboemboliler,
derialtina yerlesenlerde ise neoplazmalar goz 6niinde bulundurulmalidir (20).
Dirofilariosisin endemik oldugu bdlgelerde yapilan serolojik ¢alismalarda parazite 6zgii
antikorlarin %20 civarinda tespit edilmesine ragmen cogu olgunun gozden kactigi
sanilmaktadir. Dirofilaria immitis’in insanlarda goriilme orani son yillarda artmaktadir.
Japonya’da 1998-2004 yillar1 arasinda 24 kiside D. immitis kaynakli vaka saptanmustir.
1990-2003 yillar1 arasinda 15 iilkeden toplam 130 kiside pulmoner dirofilariosis vakasi
gbzlenmistir (20).

Dirofilariosis, insanlarda nadiren goriilmekle beraber diinyanin bir¢ok yerinde sporadik

olarak seyretmektedir (20, 215). Insanlarda dirofilariosis, Tiirkiye, Amerika’nin sicak ve
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tropik kesimleri, Giiney Asya, Avrupa, Afrika, Japonya, Yunanistan, Brezilya, Ukrayna,
Hindistan, Sri Lanka, Avustralya ve [srail’de gorlilmiistiir (9, 20, 69, 216). Diinyanin
cesitli yerlerinde 1957 yilinda 37 kiside, 1962 yilinda 44 kiside (3), son 30 yilda
Florida’da yaklasik 100 kiside (23) D. immitis vakasi rapor edilmistir.

Dirofilariosis igin en yiiksek prevalans %66 oraninda italya’da tespit edilmistir.
Fransa’da %22, Yunanistan’da %8, Ispanya’da %4 oraninda prevalans belirlenmistir.
Vakalarin ¢gogunlugunun Dirofilaria (Nochtiella) repens’ten kaynaklandigi goriilmiistiir
(20, 69).

El Salvador’un Sonsonate sehrinde 66 yasindaki bir kadinda erigkin, olgunlasmamis D.
immitis’e rastlanmistir. Kadinda o giline kadar herhangi bir semptom goézlenmemis,
ancak sag akciger rontgeninde 5 cm biiyiikliiglinde diigme seklinde bir goriintii elde
edilmistir. Granulomanin histolojik muayenesinde kiiciik arterlerin icerisinde boyu 602
um, kutikulasi 10-12 um olan D. immitis eriskini tespit edilmistir (214).

Kolombiya’da Amazon nehri kenarinda Hindistan’dan gelen insanlarin yerlestigi
bolgede, 55 kisiden 18’1 rasgele se¢ilmis ve eriskin somatik antijenleri ile E/S
antijenlerinin  kullanildigir iki farkli ELISA testiyle dirofilariosis’in prevalansi
arastirilmistir. Knott Testi ile de mikrofiler aranmis ancak insanlarda mikrofilerlere
rastlanmamistir. Erigkin somatik antijenlerinin kullamildigi ELISA ile 9 kisi, E/S
antijenlerinin kullanildig1 ELISA ile ise 8 kisi seropozitif bulunmustur (131).
Japonya’da dort kiside D. immitis olgusu saptanmistir. Bu olgularin dérdiiniin de ortak
noktasi hicbirinde solunum sistemine ait semptomlarin goriilmemesi ve kopeklerde
temasin olmamasidir. Hastalarin rontgen muayenelerinde sag akcigerin orta kisminda
yuvarlak nodiiller goriilmiistiir. Ug¢ hastanin hematolojik degerleri normal olarak tespit
edilirken, bir hastada eozinofili belirlenmistir. Histolojik muayenede koagulasyon
nekrozu, fibrozis, nodiil kenarinda granulasyon tespit edilmistir. Giimiis boyamayla da
nodiil icerisindeki yapilar goriilmiistiir. Immunohistokimyasal olarak somatik kas
hiicreleri anti-dirofilaria antikorlar1 ile boyanmustir (217).

Dirofilaria (Nochtiella) repens Tiirkiye’de ilk kez 1944 yilinda bildirilmistir.
Eskisehir’de ilk kez 1998 yilinda D. (Nochtiella) repens’e bir kadinda rastlanmstir.
Yapilan histolojik muayene sonrasinda D. (Nochtiella) repens igin tipik olan ¢ok katli
kiitikula ve dis kiitikular tabakadaki belirgin longitudinal uzantilar goriilmistiir (215).
Adana’da bir erkegin goziinde 44 mm uzunlugunda 320 um genisliginde D. (Nochtiella)

repens’in subkonjunktival olarak yerlestigi goriilmiistiir (216).
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Kuzey Kore’de rutin muayene i¢in hastaneye gelen bir kiside ilk kez karacigerin sag
lobunda D. immitis goriilmiistiir. Ayni hastanin kan serumu ile yapilan antikor ELISA
testi ile D. immitis pozitif sonu¢ alinmistir (213).

Dirofilariosis’in erkeklerde kadinlara gore 2:1 oraninda goriilmekte oldugu ve 50-60 I
yas grubunda daha siklikla rastladigi ifade edilmistir (69).

Insanlarda dirofilariosis vakalarinin tedavisinde parazitlerin cerrahi yolla ¢ikarilmasi ve
destek tedavisi onerilmektedir. Ila¢ olarak ise ivermectin ve DEC 2 mg/kg dozda dort
hafta stireyle kullanilmalidir (20).

Endemik bdlgelerde insanlarin enfeksiyondan korunmasi i¢in sivrisineklerle miicadele

edilmesi ve repellent veya cibinlik kullanilmas1 gerekmektedir (20).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Saha Calismalan
3.1.1. Arastirma Sahasi
Calisma Avanos merkez, civar ilge ve kdylerinde, Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda

toplam 138 sokak kopegi lizerinde yiiriitiilmiistiir.

Topakh
Calis

Ozkonak

Avanos

Cavusi

Sekil 3.1. Ornekleme yapilan Avanos yoresi
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Orneklemeye alman kopeklerin yas, cinsiyet ve irklar1 kayit altina alinmis ve Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Avanos yoresinde 6rneklemeye alinan kopeklerin protokol
numaralari, cinsiyet, yas ve irklari

ORNEKLEMEYE ALINAN KOPEKLER

Protokol
No Cinsiyet Irk Yas (Yil)
1 Disi Coban Kopegi 4
2 Erkek Melez 6 ay
3 Erkek Melez 1
4 Erkek Coban Kopegi 8 ay
5 Disi Melez 8 ay
6 Disi Melez 1
7 Disi Melez 1
8 Erkek Coban Kopegi 5ay
9 Disi Alman Coban Kdpegi 1,5
10 Disi Terrier 2
11 Disi Melez 2
12 Disi Melez 1
13 Disi Melez 2
14 Erkek Coban Kopegi 3
15 Disi Coban Kopegi 3
16 Erkek Kangal 4
17 Disi (Coban Kopegi 1
18 Disi (Coban Kopegi 2
19 Erkek Kangal 5
20 Erkek Melez 4
21 Erkek Coban Kopegi 3
22 Disi Kangal 3
23 Erkek Kangal 2
24 Disi Coban kdpegi 3
25 Erkek Coban kopegi 3
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26 Erkek Melez 1
27 Disi Coban kopegi 1
28 Disi Coban kopegi 6 ay
29 Disi Coban kopegi 6 ay
30 Erkek Coban kopegi 1
31 Disi Coban kopegi 3
32 Erkek Melez 2
33 Disi Coban kdpegi 1
34 Disi Coban kopegi 3
35 Disi Coban kdpegi 1
36 Disi Terrier 6 ay
37 Erkek Melez 2
38 Disi Kangal 6 ay
39 Disi Coban Kopegi 2
40 Erkek Terrier 1
41 Disi Terrier 1,5
42 Disi Melez 6 ay
43 Disi Melez 1
44 Disi Kangal 1
45 Disi Kangal 2 ay
46 Disi Melez 2
47 Disi Kangal 6 ay
48 Erkek Terrier 4 ay
49 Disi Kangal 3
50 Disi Melez 3
51 Erkek Terrier 2
52 Erkek Melez 8 ay
53 Disi Melez 8 ay
54 Erkek Melez 8 ay
55 Disi Melez 8 ay
56 Erkek Melez 3
57 Erkek Kangal 3ay
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58 Disi Kangal 2
59 Erkek Kangal 4
60 Erkek Melez 3
61 Disi (Coban Kopegi 1
62 Disi Melez 6 ay
63 Disi Melez 6 ay
64 Disi Melez 6 ay
65 Erkek Kangal 10 ay
66 Disi Kangal 8 ay
67 Disi (Coban Kopegi 3
68 Disi (Coban Kopegi Say
69 Disi Coban Kopegi 5ay
70 Disi (Coban Kopegi Say
71 Erkek Melez 3
72 Disi Coban Kopegi 1
73 Erkek Kangal 2
74 Erkek Kangal 3
75 Disi (Coban Kopegi 1
76 Erkek Melez 8 ay
77 Disi Melez 1
78 Erkek Melez 2
79 Disi Coban Kopegi 1
80 Erkek Melez 2
81 Disi Terrier 2
82 Erkek Kangal 3
83 Disi Kangal 4
84 Erkek Terrier 4
85 Erkek Coban Kopegi 2
86 Disi (Coban Kopegi 3
87 Erkek Melez 5
88 Disi Melez 3
89 Erkek Terrier 4
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90 Erkek Melez 2
91 Disi Melez 1
92 Erkek Melez 4
93 Erkek Melez 2
94 Disi Melez 3
95 Disi Kangal 2
96 Disi Terrier 2
97 Erkek Coban Kopegi 6
98 Erkek Melez 2
99 Disi Kangal 6 ay
100 Erkek Kangal 5
101 Erkek Melez 3
102 Erkek Melez 1
103 Erkek Terrier 2
104 Erkek Coban Kopegi 3
105 Erkek Melez 8ay
106 Erkek Melez 1
107 Erkek Alman Coban Kopegi 2
108 Erkek Melez 3ay
109 Erkek Doberman 4
110 Disi Melez 2
111 Disi Coban Kopegi 1
112 Erkek Melez 2
113 Disi Terrier 2
114 Erkek Kangal 4
115 Erkek Melez 3
116 Disi (Coban Kopegi 1
117 Disi Melez 6 ay
118 Disi Melez 6 ay
119 Erkek Melez 3
120 Disi Terrier 2
121 Disi Melez 2
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122 Disi Melez 1
123 Disi Melez 2
124 Erkek Coban Kopegi 3
125 Disi Coban Kopegi 3
126 Erkek Kangal 4
127 Disi Coban Kopegi 1
128 Disi (Coban Kopegi 2
129 Erkek Kangal 5
130 Erkek Melez 4
131 Erkek Melez 4
132 Disi Kangal 1
133 Disi Kangal 2 ay
134 Disi Melez 2
135 Disi Kangal 6 ay
136 Erkek Terrier 4 ay
137 Disi Kangal 3
138 Disi Melez 3

3.1.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kopeklerden kan ornekleri, Avanos Belediyesi’nce yiiriitiilen “Sokak Kopeklerini
Kisirlagtirma Projesi” kapsaminda yakalanip genel amagli (6zellikle zoonotik hastaliklar
yoniinden) kontroller i¢in alinan kan orneklerinden ve/veya ovariohysterectomie
(kisirlagtirma operasyonu) esnasinda alinan kan numunelerinden saglanmistir. Calisma
stiresince toplam 138 kopekten 5 ml'lik steril EDTA'1 (di-sodium ethylenediamine
tetra-acetate) ve 10 ml’lik heparinli tiiplere alinan kan 6rnekleri Erciyes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirilmistir. Anabilim
Dalr’na getirilen kan orneklerinin her birine protokol numarasi verilmis heparin’li
tiiplere alinan kan Srnekleri aym giin veya +4°C bekletilip ertesi giin natif, modifiye
knott, membran filtrasyon yontemleri ile incelenmistir. DNA eksraksiyonuna tabii
tutulacak EDTA’l1 kan 6rnekleri ise analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda (-

20°C) muhafaza edilmistir.
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3.2. Laboratuvar Calismalari

3.2.1. Direkt Kan Muayene Yontemi (Natif)

Heparinli kan orneginden alinan birka¢ damla kan 6nce direkt daha sonra lize edici
soliisyon (% 0.04 amonyum hidroksit) ile karistirilarak lam-lamel arasinda mikroskopta
mikrofiler yoniinden incelenmistir. Bu yontemle mikrofiler olup olmadig1 saptanmis ve
bu iglem her bir kan numunesi i¢in 5 kez tekrarlanmistir.

3.2.2. Modifiye Knott Yontemi

Bir ml heparinli kan 6rnegi 9 ml % 2’lik formalin (2 ml %37°1ik konsantre formaldehit,
100 ml distile su) ile karigtirtlip 1500 devirde 5 dk santrifiij edilmis iistteki sivi
dokiilerek sedimente %0.1°lik metilen mavisi ilave edilmistir. Sedimentten alinan birkag
damla, lam-lamel arasinda mikroskopta incelenmistir.

3.2.3. Membran Filtrasyon Testi

Bir ml heparinli kan 6rnegi 9 ml lize edici soliisyon (8gr Na,CO3, 1000 ml distile su, 5
ml Triton X-100) ile karistirilip bir enjektor vasitasiyla, 25 mm g¢apmnda 8 pum por
genisligindeki polikarbonat membran filtreden gecirilmistir. Filtre tutucudan ¢ikartilan
filtreler, lam iizerine alinip % 0.01’lik metilen mavisi ilave edilmis ve lamel kapatilip

mikroskopta mikrofiler yoniinden aragtirilmistir (Sekil 3.2).

TIL. Ayama : Fﬂﬁ”ﬁ“ diizeneginin |y, Asama : Lize edilen kanin filtrasyonu
hazirlanmasi .

V. Asama : Preparat hazirlanmasi VI. Asama : Mikroskobik yoklama

Sekil 3.2. Membran filtrasyon testi
Kaynak: Nolan, 2002:158.



48

3.2.4. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Kopek kanlarindan DNA  ekstraksiyonu, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda bulunan ekstraksiyon iinitesinde
yapilmistir. Analize tabi tutulana kadar -20°C'de muhafaza edilen 6rnekler ekstraksiyon
oncesinde oda 1sisinda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen 6rneklerden DNA
ekstraksiyonu, Axygen Firmasina ait AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit'inin
prosediiriine gére yapilmistir.

Ekstraksiyon islemine baglamadan once ticari kitin prosediiriine gére Buffer W1A ve
Buffer W2A soliisyonlar1 {izerine %100'liik ethanol eklenmistir. Kit, kullanilana kadar
oda 1s1sinda muhafaza edilmistir. Ticari kitin 6nerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyon
islemi su sekilde yapilmaistir:

1. Isleme baslamadan once, kan ornekleri vorteksle homojenize edildi. Islenecek
numune sayisina gore, orneklerin karigmamasi amaciyla ependorf tiiplerinin iizerine
hayvanlara ait protokol numaralar1 yazildi. Kit icerisinde bulunan Buffer TE, dnceden
1151 65 °C'ye ayarlanmis su banyosu igerisine konuldu.

2. 1.5 ml'lik ependorflara 500 ul Buffer AP1 eklendi.

3. Her biri farkli kopege ait kan orneklerinden 200 pl kan, pipetle alinarak protokol
numaralarina gore ependorflara ilave edildi. Tiiplerin agizlar1 kapatilarak 10 saniye
vortekslendi.

4. lyice vortekslenen drneklerin iizerine 100 pl Buffer AP2 ilave edilerek ependorf
tiipleri tekrar vortekslendi.

5. Ornekler oda 1sisinda 14.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek hiicresel kisimlarin
dibe ¢okmesi saglandi.

6. Her bir 6rnek i¢in 2 ml'lik ependorf tliplerine miniprep kolon yerlestirildi. Santrifiij
islemi sonucu {istte kalan siipernatant pipet yardimiyla alinarak miniprep kolonlar
igerisine konularak 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiigasyon sonucu, siipernatant igerisinde parazite ait genomik DNA varsa,
bunlar DNA'y1r tutma 0Ozelliginde olan miniprep column'da kaldi ve geri kalan
stipernatant da 2 ml'lik ependorflarin dip kisimlarina siiziildii. Dibe ¢oken siipernatantlar
dokiildii ve miniprep columnlar tekrar bu tiiplerin icerisine yerlestirildi. Miniprep
kolonlar igerisine ilk yikama soliisyonu olan 700 pl Buffer W1A ilave edilerek oda
1s1sinda 2 dakika bekletildi. Sonra 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.



49

8. Miniprep kolondan siiziilerek ependorfun dibine ¢oken sivi uzaklastirildi. Miniprep
kolonlar tekrar bu tiiplerin igerisine yerlestirildi. Icerisine ikinci yikama solusyonu olan
Buffer W2A'dan 800 pl ilave edildi ve 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Siiziilen s1v1 tekrar uzaklastirilarak miniprep kolonlar bu tiiplere geri yerlestirildi. Bu
basamakta ikinci yikama solusyonu Buffer W2A'dan 500 pl eklenip 14.000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilerek tekrar yikama islemi yapildi. Bu son yikama opsiyonel olarak
yapilan bir islem olup sekanslama islemlerinde problem teskil edebilecek tuz ve
enzimlerin tamamen elimine edilmesi amaciyla yapilmistir.

10. Yikama islemi sonucu dibe siiziilen sivi kisim uzaklastirilarak miniprep columnlar
bos ependorflar icerisine yerlestirildi. Herhangi bir solusyon eklenmeden bos tiipler
14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek yikama solusyonlar icerisindeki ethanoliin
tamamen u¢masi saglandi.

11. Her bir 6rnege ait miniprep kolonlar 1,5 ml'lik yeni ependorf tiiplerine yerlestirildi.
Uzerlerine, 6nceden 65 °C'lik su banyosuna konulmus olan Buffer TE'den 80 ul ilave
edilerek oda 1sisinda 1 dakika bekletildi. Daha sonra 14.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
yapilarak genomik DNA elde edildi.

Elde edilen genomik DNA konsantrasyonlari molekiiler analizlerde optimum DNA
konsantrasyonunun ayarlanabilmesi i¢in Nanodrop spektrofotometre (ACT Gene ASP-
3700) kullanilarak ol¢iildii. Genomik DNA ekstraktlar1 kullanilana dek -20°C’de
muhafaza edildi.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kopek kanlarindan elde edilen genomik DNA ekstraktlari D. immitis’in farkli iki gen
bolgesinden sirasiyla 5.8S-1TS2-28S gen bolgesinden 542-bp DIDR-F1 (5°-AGT GCG
AAT TGC AGA CGC ATT GAG-3’ F) ve DIDR-R1 (5’-AGC GGG TAA TCA CGA
CTG AGT TGA-3’ R) (175) ve cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gen bolgesinden
dizayn edilen 203-bp DICOIF1 (5’-AGT GTA GAG GGT CAG CCT GAG TTA-3") ve
DICOIR1 (5’-ACA GGC ACT GAC AAT ACC ATT-3" R) (175) DNA fragmentlerini
amplifiye eden iki ayr1 primer ile kontrollii olarak Thermohybaid (Product no: 35195,
Thermo Scientific Inc.) thermalcycler’da PCR reaksiyonuna tabii tutulmustur.
Reaksiyon karigimi her iki primer seti i¢in de 25ul final konsantrasyonda hazirlanmistir.
5.85-1TS2-28S gen bolgesindeki primerler i¢in reaksiyon karisimi; 2,5 pl 10XPCR
buffer, 1,5 mM MgCl,, 1ul 20 pmol her bir primer, 2 pl 200 mM her bir ANTP, 1.25U
Taq DNA polymerase ve 2,5 ul template DNA olacak sekilde hazirlanmistir. Daha



50

sonra karisim thermalcyclera yerlestirilip ve initial denaturation: 94°C’de 2 dk; 35
siklus, denaturation: 94°C’de 30s, annealing: 60°C’de 30s, extension: 72°C’de 30s; final
extension: 72°C°de 7 dk olacak sekilde programlanmistir (175).

COl gen bolgesindeki primerler i¢in reaksiyon karigimi ise; 2,5 ul 10XPCR buffer, 1,5
mM MgCl;, 1 pl 20 pmol her bir primer, 2 pl 200 mM her bir ANTP, 1.25U Taq DNA
polymerase ve 2,5 ul template DNA olacak sekilde hazirlanmigtir. Thermalcyclerda
programlama initial denaturation: 94'C’de 2 dk; 32 siklus, denaturation: 94°C’de 30s,
annealing: 58°C’de 30s, extension: 72°C’de 30s; final extension: 72°C’de 7 dk olacak
sekilde ayarlanmistir (175).

PCR testinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun olup olmadiginin tespit
edilmesi amaciyla; Erciyes Universitesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda mevcut olan D.
immitis olgun parazitten elde edilmis DNA &rnegi (Gen Bank Aksesyon No: KF273903)
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise sterilize edilmis
deiyonize su kullanilmistir.

3.2.6. PCR Uriinlerinin Elektroforez ile Goriintiilenmesi

Dirofilaria immitis’in 5.8S-1TS2-28S ve COI gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu
sonucu elde edilen amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla yatay elektroforez tanki
(CLP) kullanilmigtir. Toplam hacim 1 It olacak sekilde; 980 ml deiyonize su iizerine 20
ml 1XTAE (Tris-acetate-EDTA) buffer eklenerek elde edilen solusyon, hem jel
hazirlanmasinda hem de elektroforez tankinin igerisinin doldurulmasinda kullanilmistir.
Uriinlerin goriintiilenmesinde %]1,5'lik agaroz jel hazirlanmistir. Jelin fazla kalin
olmamasi i¢in 500 ml'lik bir beher igerisinde toplam hacim 50 ml olacak sekilde; 0,75
mg agaroz tartilarak tizerine 50 ml 1XTAE ilave edilmistir. Hazirlanan karigim; agaroz,
stv1 igerisinde tamamen eriyene kadar 1sitilmistir. Karigimin buharlasmasini engellemek
amaciyla beherin agzi aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Karigim hazir hale geldiginde
biraz sogumaya birakildiktan sonra tizerine 3 pl ethidium bromide ilave edilmis ve
ethidium bromidin sivi igerisine tamamen dagilmasi i¢in yavas bir sekilde bilek
hareketleriyle solusyon karistirilmigtir. Tamamen hazir hale gelen solusyon jel tablasina
dokiilmiis ve incelenecek Ornek sayisina gore taraklar yerlestirilmistir. Jel tamamen
sogudugunda jel tablasi ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilmis ve 1XTAE
solusyonu ile dolu tankin igerisinde taraklar yavasca cikarilmistir. Elden edilen PCR
tirtinlerinin her birinden 10 pl alinip, 1 pl 6X loading dye (Fermentas) ile karistirilarak

jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Ilk gézlere bantlarin boylarinmn 6lciilmesinde
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kullanilan DNA ladder (Fermentas), son kuyucuklara ise pozitif ve negatif drnekler
yiklenmistir. Yiiklenen Ornekler; sabit akimda, 110 V'da 40 dakika siireyle
yiiriitiilmistiir. Siire sonunda ornekler jel dokiimentasyon sistemi (Gen Genuis) ile UV

151n altinda goriintiilenmistir.

3.2.7. Dirofilaria immitis’in 5.8S-1TS2-28S ve COI Gen Bolgelerinin Sekansi ve
Filogenetik Analizi

PCR sonrast jel tizerinde belirlenen amplikonlar, High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche) kullanilarak jel piirifiye edilmistir. Jel piirifiye sonrast amplikonlar PCR
primerleri ile 5.8S-1TS2-28S ve COI gen bolgelerinin parsiyel sekansmin ortaya
konmasi amaciyla ¢ift yonlii olarak sekanslanmigtir. Cift yonli DNA dizisi ortaya
konan Orneklerin BioEdit Sequence Alignment (218) ve Geneious 5.5.5 (219)
yazilimlari ile pairwise alignmentlar1 yapilarak final dizilim elde edilmistir. Elde edilen
sekanslarin blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra
Diinya’da GenBank’a kayitli diger benzer izolatlar ile Mega 5.0 (220) ve Geneious
5.5.5 (219) yazilimlarinda multiple alignmentlar1 yapilarak filogenileri arastirilmis ve
molekiiler karakterizasyonlari ortaya konmustur. Elde edilen tiim dizilimlerin GenBank

kayitlari yapilmustir.



4. BULGULAR

Dirofilaria immitis‘in teshisi amaci ile Avanos yoresi sokak kopeklerinden toplanan 138
adet kan Orneginin direkt kan muayenesi yontemi, modifiye knott yontemi, membran
filtrasyon yontemi ve PCR teknigi ile ayr1 ayr1 incelenmesi sonucunda toplam 3 (%2.17)
kopekte Dirofilaria  immitis etkeni  belirlenmistir. Diger filarial etkenlere
rastlanmamaistir. Pozitif bulunan 3 6rnegin 2’si natif yontem, modiye knott yontemi ve
membran filtrasyon yontemi ile pozitif bulunmustur. Konvansiyonel yontemlerle pozitif
bulunan 2 oOrnek de dahil olmak iizere toplam 3 ornek PCR teknigi ile pozitif

bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Farkli teshis yontemleri ile Dirofilaria immitis pozitif bulunan képeklerin cinsiyeti, irki ve
yast

PCR
. 5.8S-
) Modifiye | Membran
Protokol | Yas | Natif ) Col ITS2-
Cinsiyet | Irk Knott Filtrasyon
No (Yil) | Muayene Gen 28S

Yontemi | Yontemi
Bolgesi | Gen

Bolgesi
Coban
1 Disi 4 + + + + +
Kopegi
36 Disi Terrier |6ay |- - - + +

102 Erkek Melez 1 + + + + +
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4.1. Direkt Kan Muayene (Natif) Sonuclar:

Toplanan kan orneklerinin tamami Once natif yontem ile Dirofilaria mikrofilerleri
yoniinden incelenmistir. Toplanan 138 6rnegin sadece 2’sinde (%1.44) natif yontem ile
Dirofilaria immitis mikrofilerleri teshis edilmistir (Sekil 4.1). Natif yontemde saptanan
mikrofilerlerin yavas, yilanvari ve sapik hareketlerle gelisi gilizel dolastigi, aym
zamanda mikroskop sahasinin disina ¢ikmadigr dikkati ¢ekmistir. Bu hareket 6zellikleri

ile D.immitis mikrofilerlerine benzerlik gostermistir.

Sekil 4.1. Natif muayene yontemi ile saptanan Dirofilaria immitis mikrofileri X 300

4.2. Modifiye Knott Testi Sonuclar1

Toplanan kan ornekleri natif yontemle incelendikten sonra modifiye knott teknigi ile
incelenmistir. Toplanan 138 kan 6rneginde daha once natif muayene ile D. immitis
pozitif bulanan 2 (%]1.44) 6rnek modifiye knott teknigi ile de pozitif olarak teshis
edilmistir. Modifiye Knott testinde mikrofilerlerin kilifsiz, 6n kisminin konik tarzda
sivrilerek sonlandig1, gévde ve kuyruklarinin diiz oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).
Mikrofilerler 316,3+1,9 um (247-345,6 um) uzunlukta, 60,1 pm (4,6-7,2 pm)

genislikte saptanmuistir.
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Sekil 4.2. Modifiye Knott yonteminde Dirofilaria immitis mikrofileri

4.3. Membran Filtrasyon Testi Sonuclar:

Toplanan kan oOrneklerinde natif muayene ve modifiye knott yontemi ile yapilan
inceleme sonrasi membran filtrasyon teknigi ile yapilan incelenmede 138 kan 6rneginde
daha once natif muayene ve modifiye knott yontemi ile D. immitis pozitif bulanan 2
(%1.44) 6rnek membran filtrasyon yontemi ile de pozitif olarak teshis edilmistir (Sekil
4.3). Membran filtrasyon testinde mikrofiler viicut uzunlugu 279+1,9 um (266,4-310
um), genisligi 4,9+0,1 um (3,4-6,4 um) saptanmistir. Bununla birlikte filtre tizerindeki
porlarin mikrofiler 6lgiimlerinin yapilmasinda giicliikler ortaya ¢ikardigi, cogu durumda
mikrofilerlerin ¢esitli kisimlarinin (bas, gévde bdliimleri, kuyruk) bu porlar tarafindan

gizlendigi dikkati ¢ekmistir.
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Sekil 4.3. Membran Filtrasyon yonteminde Dirofilaria immitis mikrofileri X 400

4.4. PCR Sonuclari

Her iki spesifik gen bolgesi (COI ve 5.8S-1TS2-28S gen bolgeleri) yoniinden PCR
analizine tabii tutulan 138 kan Orneginde daha once yapilan natif muayene, modifiye
knott ve membran filtrasyon testleri sonucu pozitif bulunan 2 (%1.44) 6rnegin disinda 1
ornekte daha D. immitis pozitifligi saptanmistir. Boylece toplamda 138 Grnegin 3’0
(%2.17) D. immitis pozitif olarak belirlenmistir. Pozitif izolatlarda parsiyel COI ve
5.85-1TS2-28S gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonlart sonucu elde edilen
amplikonlarin %1,5'lik jel agarozdaki goriintiileri Sekil 4.4 ve 4.5'de verilmistir.

Sekil 4.4. Dirofilaria immitis izolatlarinin parsiyel COI gen boélgesini amplifiye eden primerler ile PCR
sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1,2 ve 4: Pozitif izolatlar; 3:
Negatif izolat; 5: Pozitif kontrol; 6:Negatif kontrol.
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542 bp

Sekil 4.5. Dirofilaria immitis pozitif izolatlarin parsiyel 5.8S-1TS2-28S gen bolgesini amplifiye eden
primerler ile PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel elektroforezde goriiniimii. M: Marker; 1-3: Pozitif
izolatlar

4.5. COIl Geninin Amplifikasyonu ve Sekans Analizi

COI genini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile yapilan PCR sonucu pozitif
belirlenen ve uygun konsantrasyonda olan 1 izolat sekans analizlerine tabii tutulmustur.
Bu izolatin sekans kalitesini artirabilmek i¢in amplikon jel piirifikasyon sonrasi tekrar
aym primerler ile PCR amplifikasyonuna tabii tutulmustur. Ornek, PCR
amplifikasyonunu takiben tekrar jel piirifiye edilerek sekans i¢in hazir hale getirilmis ve

sonrasinda sekanslanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Dirofilaria immitis izolatinin parsiyel COI gen bélgesi sekans dizilimleri
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4.6. Dirofilaria immitis izolatinin COI Geninin Pairwise Kiyaslamasi ve Filogenetik
Analizi

Avanos yoresinde kopeklerden elde edilen D. immitis izolatlartyla COI gen bolgesi
yoniinden blastn kiyaslamasi yapilan GenBank veri tabaninda kayith Diinya'daki diger
bazi D. immitis izolatlarinin COX1 gen dizilimlerinin pairwise analizlerine ait bilgiler

Tablo 4.2'de gbsterilmistir.



Tablo 4.2. Avanos yoresi Dirofilaria immitis izolat1 ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi Dirofilaria immitis izolatlarinin COI gen dizilimlerinin pairwise
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analizleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 ] 11|12 |13 ]14 |15 16| 17 | 18 | 19
1 EU159111 Dirofilaria_immitis_Kopek_Cin
2 AM749228 Dirofilaria_immitis_Kopek_ltalya 0,000
3 AM749229 Dirofilaria_immitis_Kopek_ltalya 0,000{0,000
4 AJ271613 Dirofilaria_immitis_ltalya 0,000]0,000{0,000
5 EU163945 Dirofilaria_immitis_Kizil_panda_Cin 0,000{0,000{0,000]0,000
6 JF461464 Dirofilaria_immitis_Kopek_Brezilya 0,000{0,000{0,000]0,000{0,000
7 AB192886_Dirofilaria_immitis_Rakun_kopegi_Japonya 0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000
8 AJ537512_Dirofilaria_immitis_Kopek_Awstralya 0,000)0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000
9 JF304903 Dirofilaria_immitis_Kopek_Elazig_Turkiye 0,000)0,000{0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000
10  |DQ358815 Dirofilaria_immitis_Kurt_ltalya 0,000]0,000{0,000{0,000/0,000|0,000{0,000{0,000{0,000
11 |KC107805_Dirofilaria_immitis_Kopek_Banglades 0,000]0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000{0,000{0,000|0,000
12 |FN391553 Dirofilaria_immitis_Kopek_ltalya 0,000]0,000{0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000{0,000{0,000|0,000
13 |HE979797 Dirofilaria_immitis_Insan_Fransa 0,000]0,000{0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000
14 |AM749227 Dirofilaria_immitis_Kedi_ltalya 0,000]0,000{0,000{0,000/0,000]0,000{0,000{0,000{0,000/0,000]0,000{0,000{0,000
15 |AB192885_Dirofilaria_immitis_Humboldt_pengueni_Japonya [0,000|0,000]0,000{0,000{0,000/0,000]0,000{0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000{0,000
16  |HQ540424 Dirofilaria_immitis_Insan_Brezilya 0,057]0,057(0,057{0,057|0,057)0,057]0,057{0,057{0,065|0,057]0,057|0,057|0,057(0,057| 0,057
17 |DQ358814_Dirofilaria_repens 0,136{0,136(0,136]0,136/0,136(0,136|0,136|0,136(0,119|0,136|0,136|0,136/0,136|0,136|0,136) 0,106
18  |KF273903 Dirofilaria_immitis_Kopek_Kayseri_Turkiye 0,000{0,000{0,000]0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000]0,000|0,000{0,000{0,000]0,000|0,057{0,136
19 |KF273904 Dircfilaria_immitis_Kopek_Kayseri_Turkiye 0,000{0,000{0,000]0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000]0,000|0,000{0,000{0,0000,000/0,057{0,136]0,000
20  |Dircfilaria_immitis_Kopek_Avanos 0,000)0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000{0,000{0,000|0,000]0,000{0,000{0,0000,000]0,000{0,057{0,136{0,000|0,000
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D. immitis izolatinin parsiyel COI gen bolgesinin pairwise kiyaslamalarina gore
diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlardan Brezilya’da insandan izole edilen
D. immitis izolat1 (Aksesyon No: HQ540424) ile %5.7’lik bir farklilik gosterdigi, diger
izolatlarla ise %100 identiklik gosterdigi belirlenmistir.

Avanos yoresinde kopeklerde saptanan D. immitis izolat1 ile Diinyadan diger bazi D.
immitis izolatlarmin parsiyel COI gen boélgesinin Neighbor Joining Metodu (Kimura 2

Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.7°da verilmistir.

EU159111 Dirofilaria immitis Kopek Cin
AM749228 Dirofilaria immitis Kopek Italya
AM749229 Dirofilaria immitis Kopek Italya
AJ271613 Dirofilaria immitis Italya

EU163945 Dirofilaria immitis Kizil panda Cin
JF461464 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya
AB192886 Dirofilaria immitis Rakun kopegi Japonya
AJ537512 Dirofilaria immitis Kopek Awstralya
DQ358815 Dirofilaria immitis Kurt Italya
KC107805 Dirofilaria immitis Kopek Banglades
FN391553 Dirofilaria immitis Kopek Italya
HE979797 Dirofilaria immitis Insan Fransa

og| |AM749227 Dirofilaria immitis Kedi Iltalya

AB192885 Dirofilaria immitis Humboldt pengueni Japonya
KF273903 Dirofilaria immitis Kopek Kayseri Turkiye
KF273904 Dirofilaria immitis Kopek Kayseri Turkiye

M Dirofilaria immitis Kopek Avanos
JF304903 Dirofilaria immitis Kopek Elazig Turkiye

HQ540424 Dirofilaria immitis Insan Brezilya
DQ358814 Dirofilaria repens

A
0.01

Sekil 4.7. Avanos yoresinde saptanan Dirofilaria immitis izolat1 ile GenBank’a kayith diger benzer bazi
izolatlarin parsiyel COI gen bolgesine gore filogenetik iligkileri (Neighbour Joining — Tamura Nei
modeli, Boostrap:1000). § Avanos izolati; Dis grup olarak D. repens (DQ358814) kullanilmistir. Olgek
cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gostermektedir.

4.7.5.85-1TS2-28S Geninin Amplifikasyonu ve Sekans Analizi

5.8S-1TS2-28S genini parsiyel olarak amplifiye eden primerler ile yapilan PCR sonucu
pozitif belirlenen ve uygun konsantrasyonda olan 1 izolat sekans analizlerine tabii
tutulmustur. Bu izolatin sekans kalitesini artirabilmek i¢in amplikon jel piirifikasyon
sonrasi tekrar ayni primerler ile PCR amplifikasyonuna tabii tutulmustur. Ornek, PCR
amplifikasyonunu takiben tekrar jel piirifiye edilerek sekans i¢in hazir hale getirilmis ve

sonrasinda sekanslanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Dirofilaria immitis izolatinin parsiyel 5.8S-ITS2 gen bolgesi sekans dizilimleri
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4.8. Dirofilaria immitis izolatinin 5.8S-1TS2-28S Geninin Pairwise Kiyaslamasi ve
Filogenetik Analizi

Avanos yoresinde kopeklerden elde edilen D. immitis izolatlariyla 5.8S-1TS2-28S gen
bolgesi yoniinden blastn kiyaslamasit yapilan GenBank veri tabaninda kayith
Diinya'daki diger bazi D. immitis izolatlarinin 5.8S-1TS2-28S gen dizilimlerinin

pairwise analizlerine ait bilgiler Tablo 4.3'de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Avanos yoresi Dirofilaria immitis izolat1 ve Diinyadan analizleri yapilan diger bazi Dirofilaria immitis izolatlarinin 5.8S-1TS2-28S gen dizilimlerinin
pairwise analizleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 ]|13|14[15]16]17[18]19] 20
1 FJ263461 Dirofilaria_immitis_Kopek_Brezilya
2 FJ263463 Dirofilaria_immitis_Kopek Brezilya 0,000
3 HM126608_Dirofilaria_immitis_Siwrisinek_Kayseri_Turkiye {0,000/0,000
4 FJ263458 Dirofilaria_immitis_Kopek_Brezilya 0,000{0,000{0,000
5 JX889634 Dirofilaria_immitis_Siwrisinek _Iran 0,000{0,000{0,000]0,000
6 JX889636_Dirofilaria_immitis_Siwisinek_Iran 0,000{0,000{0,000{0,000{0,000
7 JX889637 Dirofilaria_immitis_Siwrisinek _Iran 0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000
8 FJ263465_Dirofilaria_immitis_Kopek_Brezilya 0,000{0,000{0,000/0,000{0,000{0,000{0,000
9 JN084166 Dirofilaria_immitis_Kopek Iran 0,000{0,000{0,000)0,000{0,000{0,0000,000{0,000
10  |EU182331 Dirdfilaria_immitis_Kizil_panda_Cin 0,000{0,000{0,0000,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000
11 [IX481279 Dirofilaria_immitis_Kopek Hindistan 0,005]0,005{0,000{0,005{0,005(0,005(0,005|0,005|0,005{0,005
12 |JX866681 Dirofilaria_immitis_Hindistan 0,005{0,005/0,000]0,005(0,005|0,005|0,005(0,005{0,005]0,005(0,000
13 |FJ263460 Dirofilaria_immitis_Kopek_Brezilya 0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,005|0,005
14 |FJ263467 Dirofilaria_immitis_Kopek Brezilya 0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000/0,000{0,000{0,000|0,000{0,005|0,005|0,000
15  |IN084168 Dirdfilaria_immitis_Kopek_Iran 0,005{0,005{0,000]0,005{0,005|0,005|0,005(0,005{0,005]0,005(0,011|0,011]0,005|0,005
16 |HM126607_Dirofilaria_immitis_Siwisinek_Kayseri_Turkiye {0,000]0,000{0,000{0,000|0,000/0,000{0,000|0,000/0,000{0,000]0,005|0,005{0,000|0,000(0,005
17 |HM126606_Dirofilaria_immitis_Siwisinek_Kayseri_Turkiye {0,000]0,000]0,000{0,000]0,000]0,000{0,000]0,000|0,000{0,000|0,005|0,005{0,000]0,000|0,005{0,000
18  |FJ717410 Dirofilaria_repens 0,304{0,304|0,233]0,304(0,304|0,304)0,304(0,304|0,304]0,304(0,304|0,304]0,304|0,304|0,304]0,304| 0,304
19 |KF273905_Dirofilaria_immitis_Kopek_Kayseri 0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,005|0,005|0,000{0,000{0,005|0,000/0,000{0,304
20  [KF273906_Dirofilaria_immitis_Kopek_Kayseri 0,000{0,000{0,000]0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,005|0,005|0,000{0,000{0,005]0,000/0,000{0,304|0,000
21  |Dirofilaria_immitis_Kopek_Avanos 0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000|0,000{0,000{0,000]0,000{0,005]0,005|0,000{0,000|0,005|0,000{0,000]0,304|0,000{0,000
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D. immitis izolatinin parsiyel 5.8S-1TS2-28S gen bdlgesinin pairwise kiyaslamalarina
gore diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla %99.5-%100 oranlarinda
identiklik gosterdigi saptanmistir.

Avanos yoresinde kopeklerde saptanan D. immitis izolat1 ile Diinyadan diger bazi1 D.
immitis izolatlariin parsiyel 5.8S-1TS2-28S gen boélgesinin Neighbor Joining Metodu

(Kimura 2 Parameter Modeli) ile olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.9’de verilmistir.

KF273906 Dirofilana immitis Kopek Kaysen

W Dirofilaria immitis Kopek Avanos

KF273905 Dirofilana immitis Kopek Kaysen

HM 126606 Dirofilaria immitis Sivrisinek Kaysen Turkiye
HM 126607 Dirofilaria immitis Sivrisinek Kaysen Turkiye
FJ263467 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

FJ263460 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

a7 | EU182331 Dirofilania immitis Kizil panda Cin

JN084166 Dirofilania immitis Kopek Iran

FJ263465 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

JX889637 Dirofilana immitis Sivisinek Iran

JXB889636 Dirofilana immitis Sivisinek Iran

1| FJ263461 Dirofilana immitis Kopek Brezilya

FJ263463 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

FJ263458 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

JX889634 Dirofilana immitis Sivisinek Iran

L— JN084168 Dirofilaria immitis Kopek Iran

42

JX481279 Dirofilana immitis Kopek Hindistan
55‘{ JXBB6681 Diroflana immitis Hindistan

HM 126608 Diroflaria immitis Sivrisinek Kaysen Turkiye
FJ717410 Dirofilaria repens

0.05

Sekil 4.9. Avanos yoresinde saptanan Dirofilaria immitis izolat1 ile GenBank’a kayith diger benzer bazi
izolatlarin parsiyel 5.8S-1TS2-28S gen bolgesine gore filogenetik iliskileri (Neighbour Joining — Tamura
Nei modeli, Boostrap:1000).M Avanos izolati; Dis grup olarak D. repens (FJ717410) kullanilmistir.
Olgek ¢izgisi bolgeye gore niikleotid degisimini gdstermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Kopeklere yerlesen filarial nematodlar, hem hayvanlarda meydana getirdikleri hastalik
hem de zoonoz &zellik gdstermesi nedeniyle diinyada artan bir dneme sahiptir. Insan ve
hayvanlarin enfeksiyona maruz kalmasinda arakonak gorevi lstlenen ¢esitli cinslere
bagli arthropod tiirlerinin diinyada genis bir yayilisa sahip olmasi konunun 6nemini
daha da artirmaktadir (42, 43). Cesitli tlilkelerde bu parazitlerin yayilist ve
epidemiolojisi ile ilgili yapilan calismalar, daha ¢ok kopeklerde agir kardiopulmoner
bozukluklara ve bazen de 6liime yol agan D.immitis {izerinde yogunlagmustir (8, 11).
Filarial nematodlarin diinyadaki yayilisi bolge, duyarli vektor, ekolojik faktdr,
uygulanan teknikler ile daha bir¢ok faktore bagli degismektedir. Dirofilaria immitis’in
Tiirkiye’de ve Diinya’da kopeklerde yayginliginin artmasinin nedenlerinin basinda;
askeri birliklerde yurt disindan getirilen kopeklerin kullanilmasi, turistlerin seyahatlerini
pet hayvanlariyla birlikte yapmasi, bir bolgeye disaridan hayvan getirilmesi, evlerde
yetistirmek i¢in kokeni daha c¢ok dis iilkeler olan kdpeklere ilgi duyuluyor olmasinin
geldigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda parazitin arakonagi olan Culex, Anopheles,
Aedes soyunda yer alan sivrisinek tiirleri Tiirkiye’de ve Diinya’nin birgok iilkesinde
olduke¢a yaygindir (58, 71, 99, 107, 114, 127, 133).

Diinya’nin ¢esitli iilkelerinde yapilan g¢alismalarda (43, 107-109, 116, 118, 125) D.
immitis’in prevalansiin %0.0- 73.5 arasinda degistigi goriillmektedir.

Amerika kitasinda yapilan ¢alismalar sonucunda D. immitis’in kita genelinde genis bir

yayilig gosterdigi bildirilmistir. Ancak Sili, Fransiz Guyanast ve Uruguay iilkelerinde
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konuyla ilgili ya calisma yapilmadigindan ya da yeterli veri sunulmadigindan dolay1
parazitin yayilisi hakkinda net bir bilgi saglanamamistir (112, 131, 221, 222). D.
immitis’in prevalansinin; Amerika Birlesik Devletleri’nde % 0.3-39.7 (105, 133, 223-
226), Meksika Korfezinde %20-42, Karayipler’de %20.4-63.2, Brezilya’da %2.3-45,
Arjantin’de %5-74 ve Kanada’da %0.24-8.4 oranlarinda oldugu bildirilmistir (112, 113,
221, 227-230).
Dirofilariosis Avrupa’da genis bir yayilis gostermesine karsin 6zellikle son yillarda yeni
teshis metotlariin gelistirilmesiyle birlikte tanida sensivite ve spesifitenin artmasi
sonucu 2001 yilindan itibaren daha dnce endemik olmayan bazi iilkeler endemik bolge
kapsamina girmistir (98). D. immitis, ispanya’da %1.6-58.89 (42, 109, 231, 232),
Hollanda’da %9 (233), Italya’da %0.6 (234) ve Avusturya’da %3.6-6.4 (46, 60)
oranlarinda yayilis géstermektedir.
Asya ve Avustralya kitalarinda bulunan birgok iilkede, D. immitis’in prevalansi ile ilgili
ilk veriler Artamonova ve ark. (235) yaptiklar1 bir calismada derlenmistir. Yapilan
caligmalar sonucu D. immitis kaynakli canine dirofilariosis olgularinin Malezya’da %70
(236), Avustralya’da %1.1-15 (53, 108), Tayvan’da %12,1-13,4 (43) ve Japonya’da
(59, 237) %46.8-62.8 oraninda yayilisa sahip oldugu bildirilmektedir.
Afrika Kitasinda yeterli sayida calisma yapilmadigindan net bir yayilis orani tespit
edilememistir (236). Genchi et al. (236) yaptiklar1 g¢alismalar sonucu D. immitis
enfeksiyonlarinin Fas, Tunus, Misir, Tanzanya, Kenya, Mozambik, Malavi, Senegal,
Angola, Gabon, ve Nijerya’da gortildiigi bildirilmistir (236).

Dirofilaria immitis Tirkiye’de ilk kez 1951 ve 1959 yillarinda yabanci orijinli iki
kopekte bulunmustur (2, 65). Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda dirofilariosisin
prevalansinin %0-46.22 arasinda degistigi goriilmiistiir (47, 66, 95).

Ankara yoresinde Pamukc¢u ve Ertiirk (65), 1933-1960 yillar1 arasinda nekropsisi
yapilan 627 kopekten 1 inde (%0.6); Zeybek (67), 27 kopekten 3 iinde (ayrica gebe 1
kopekte D. immitis mikrofilerleri gérmiistiir); Zeybek ve ark. (68) ise 33 kopekten 3
tinde (%9.09) D. immitis’in olgunlarini tespit etmislerdir. Yine Ankara’da, Borkii ve
ark. (49), ELISA testi ile 32 kopekten 9 unda (%28); Oge ve ark. (54) Membran

Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama ve ELISA yontemleri ile 280 kopekten
26 sinda (%9.3); Yildirnm (31) Membran Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal
Boyama yontemi ile 300 kopekten 19 unda (%6.3) D.immitis enfeksiyonu

belirlemislerdir.
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Tasan (93), Elazig bolgesinde, 283 kopekten 53 {iniin (%18.7) perifer kaninda
mikrofiler tespit etmistir. Enfekte kopeklerin 20’sinde D. repens, 28’inde nonspesifik
mikrofilerler belirlenmis, 5 kopekte de her iki tiir mikrofilerin saptandig bildirmistir.
Calismada D. repens mikrofilerleri yoniinden pozitif bulunan kopeklerin 6’sina
nekropsi yapilmis ve olgun D. repens’ler bulunmus, nonspesifik mikrofiler bulunan
kopeklerin 17°sine yapilan nekropside ise olgun filarialara rastlanmamistir. Tasan (76),
Elazig bolgesinde 120 kopegin nekropsisinin yapildigi baska bir calismasinda, 6
kopekte (%5) D.immitis’i, 3 kopekte de (%2.5) D. repens’i tespit etmistir. Balikci ve
Sevgili (1), Elazig’da ELISA testi ile 120 kopekten 11 inde (%9.1) D. immitis tespit
etmislerdir. Elaz1g, Mersin, Sakarya, Kocaeli ve Ankara’dan toplanan 211 tam kan ve
serum Orneginin incelendigi bir baska calismada ise 27 kopekte (%12.8) saptanmis,
ancak ayni 6rneklere yapilan PCR’da parazite 6zgii bantlar elde edilememistir (238).
Agaoglu ve ark. (47), Van yoresinde yaptiklar1 bir calismada 106 kdpekten 49’unda
(%46.22), Goz ve ark. (82) ise 101 kopekten 18 inde (%]17.8) parazit antijeni
belirlemislerdir.

Cakiroglu ve Meral (66) Samsun’da ELISA ile 100 kopek serumu incelemis ancak
hi¢birinde D. immitis antijeni tespit edememislerdir.

Yildiz ve ark. (86) Kirikkale’de Modifiye Knott testi ile yapilan incelemede 172
kopekten 10 unda (%5.8) D. immitis mikrofileri belirlemislerdir. Ayrica incelenen 142
kopek serumundan 49 unda (%34.5) parazit antijeni tespit edilmis ve bu kopeklerden 39
unda enfeksiyonun gizli seyrettigi (okult enfeksiyon) kaydedilmistir.

Sarni¢ ve Alkan (75) Eskisehir’de askeri birimde 6len 2 kdpegin nekropsisi sonrasinda
olgun D.immitis’lere rastlamiglar, sonrasinda incelenen 20 kopekten 6’sinda (%30)
D.immitis mikrofilerleri saptamiglardir.

Afyonkarahisar ve Eskigehir’de kalin damla ve Modifiye Knott teknigi ile 283 kopek-
ten 7’sinde (%2.5) Dirofilaria sp. mikrofilerlerine rastlanmistir. Dirofilariosisin
yayginligt Afyonkarahisar’da %3.6, Eskisehir’de %1.4 oraninda belirlenmistir (90).
Afyonkarahisar’da yapilan bir bagka calismada ise genel durumu bozuk olan 4 kdpegin
nekropsisinde erigkin D. immitis’e rastlanmistir (239).

Tinar ve ark. (240), Bursa yoresi kopeklerinde yaptiklar bir caligmada 100 kopek-ten
2’sinde (%2) olgun D. immitis bildirmislerdir. Yine Bursa'da Civelek ve ark. (241)’nin
yaptig1 bir ¢caligmada 100 kopekten 2 sinde D. immitis belirlenmis, Yal¢in ve ark. (57)
da, Modifiye Knott teknigi ile 1000 kopekten 2 sinde D. immitis mikrofileri tespit
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etmislerdir. Coskun ve ark. (87) Gemlik Askeri Veteriner Arastirma Enstitiisii ve Egitim
Merkezi Komutanligi’'nda yetistirilen 168 kopekten 5 inin (%2.98) D. immitis ile
enfekte oldugunu kaydetmislerdir.

Aydin’da Voyvoda ve Pasa (79) Modifiye Knott teknigi ile 158 kopekten 22 sinde
(%13.9) D. immitis mikrofileri tespit etmislerdir. izmir’den 28 ve Aydin’dan 122 olmak
tizere toplam 150 kopek iizerinde Sarali (78)’nin yaptigi bir ¢alismada direkt kan
muayenesi ile 4, modifiye knott yontemi ile 7, membran filtrasyon yontemi ile 6 ve
PCR ile 15 képekte D. immitis belirlenmistir.

Sahin ve ark. (91) Sanlurfa’da 92 kdpekten 7 sinde (%7.6) Dirofilaria sp.mikrofileri
belirlemislerdir.

Umur ve Arslan (70), Kars yoresinde 42 kdpegin otopsisi sonrasinda 6’sinda (%14.3) D.
immitis eriskinlerine, Tas¢1 (92) ise Saponin test ile 209 kopekten 31 inde (%14.83)
Dirofilaria sp. mikrofilerlerine rastlamiglardir. Yine Tas¢1 (242)’nin Kars yoresinden
120 ve Igdir yoresinden 120 olmak iizere toplam 240 kdpek iizerinde yaptigi bir
calismada D. immitis’in prevalansi PCR ile %25, ELISA ile %30 ve Membran
Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama yontemi ile %21.7 olarak
belirlenmistir. Sar1 ve ark. (97) ise Igdir’da 100 kopekten 40’inda D. immitis antijeni
belirlemislerdir.

Konya’da Cantoray ve ark. (72), yaptig1 bir caligmada otopsi sonrasinda 4 kopegin,
Aydenizoz (84)’lin yaptig bir ¢aligmada ise 60 kdpekten 3 tniin D. immitis ile enfekte
oldugu goriilmiistiir.

Atas ve ark. (243), Sivas’ta 50 sokak kopeginin nekropsisi sonrasinda 3 kopegin (%6)
D. immitis ile enfekte oldugunu kaydetmislerdir.

Kayseri’de Sahin ve ark. (71) yaptig1 bir ¢alisgmada nekropside 50 kopekten 6 sinda
(%12) D. immitis gorildigi kaydedilmistir. Kayseri’deki bir diger calismada ise,
Membran Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama, ELISA ve PCR yontemleri
ile incelenen 280 kopekten 27 sinde (%9.6) D. immitis tespit edilmis, parazit ile enfekte
kopeklerin 8 inde (%29.6) de gizli enfeksiyon belirlenmistir (50).

Simsek ve ark. (94) Bingdl’den 22 ve Erzurum’dan 101 olmak {izere toplam 123 kdpek
tizerinde yaptiklar1 bir calismada 6 kopekte (%4.9) natif muayene ile, 10 kopekte (%8.1)
ise PCR ile pozitiflik saptanmistir. Bing6l’deki 22 kopekten 1 inde hem natif hem de
PCR ile, Erzurum’daki 101 kopekten 5 i natif, 9 u ise PCR ile pozitif bulunmustur.
Erzincan’da Kdse (2005)’nin yaptig1 bir ¢alismada incelenen 100 kopek-ten 12 sinde
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D.immitis tespit edilmistir. Natif muayene ile 1, Modifiye Knott yontemi ile 6, serolojik
yontemle 12 kdpekte enfeksiyon belirlenmistir.

Hatay’da Yaman ve ark. (85) yaptig1 ¢alismada Modifiye Knott ve ELISA ile incele-nen
269 kopekten 70 inde (%26) D. immitis tespit edilmis, %61.4 oraninda okult enfeksiyon
belirlenmistir.

Oncel ve Vural (80) Istanbul’dan 263 ve izmir’den 117 olmak iizere toplam 380 sokak
kopeginden 4 iinde ELISA ile D. immitis antijeni tespit etmislerdir. Seroprevalans
Istanbul’daki kopeklerde %1.52 olarak bulunurken Izmir’den temin edilen kdpek
serumlarinda pozitifliklik saptanmamugtir.

Icen ve ark. (244) Diyarbakir’da ELISA yontemi ile inceledikleri 82 kdpekten 2 sinde
(%2.4) D. immitis antijeni belirlemislerdir.

Kayseri yoresinde sivrisineklerin vektorliik rolleri {izerine yapilan bir calismada, 46
odaktan 6153 adet sivrisinek toplanmis ve olusturulan havuzlardan genomik DNA
ekstrakte edilmistir. Bu DNA’lar 16S rRNA ve cytochrome oxidase subunit 1 (CO1)
gen bolgelerinden dizayn edilen iki ayr1 primer kullanilarak PCR ile incelenmis ve
Culex pipiens ile Aedes vexans’larin bas, toraks (L3 donemi-enfektif) ve gévdelerinden
(L, donemi-enfekte) olusan havuzlarda D. immitis DNA’lar1 saptanmistir. Calisma
sonucunda, basta Aedes vexans olmak iizere her iki sivrisinek tiiriiniin de Kayseri
yoresinde D. immitis’e aktif olarak vektorlik yaptigi anlasilmistir (245). Kayseri’nin
Felahiye yoresinde yapilan bir bagka ¢aligmada ise Aedes vexans’lardan olusturulan
havuzlarda D. immitis DNA’larina rastlanirken Culex pipiens’lerden olusturulan
havuzlarda D. immitis DNA’larina rastlanmamis, Aedes vexans tiirliniin arastirma
bolgesinde D. immitis’e aktif olarak vektorliik yaptigi goriilmiistiir (37).

Diinyanin hemen her yerinde oldugu gibi Tiirkiye’nin de ¢ogu bdlgesinde D. immitis
caligmas1 yapilmis ve enfeksiyon prevalansinin degisik oranlarda seyrettigi tespit
edilmistir. Arastirma yapilan yorenin de dahil oldugu, karasal iklimin hiikiim siirdiigii I¢
Anadolu Bolgesi’nde yapilan ve ¢esitli teshis yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligsmalar
sonucu D. immitis prevalansinin bolgede %0.6-%34.5 oranlarinda seyrettigi
goriilmektedir. Caligmamizda orneklemeye alinan farkli yas, cinsiyet ve irka ait 138
sokak kopeginin 3’iiniin (%2.17) D. immitis pozitif oldugu saptanmistir. S6z konusu
oranin diger arastiricilarin saptadigi yiizdelik dilim icerisinde olmasi dolayisiyla elde
edilen bulgularin diger bulgularla uyumlu oldugu goriilmektedir. Prevalans oranlarinin

caligma yorelerine gore degiskenlik gostermesinin drnek toplanan alanlardaki sivrisinek
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poplilasyonuyla direkt ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Sivrisinek tiirlerinin
yayilisinda cografik bolge ve ekolojik 6zelliklerin 6nemli oldugu bilinmektedir. Degisik
habitatlar1 segen sivrisinek tilirlerinin ¢evresel faktorlere karsi tolerans gostermekte,
buna karsin az sayida habitat tipinde lireyebilen tiirlerin ise toleransi az olmaktadir
(246). Genel olarak da tolerans: yiiksek olan tiirlerin genis alanlara yayilabildigi ve
populasyon yogunluklarinin da diger tiirlere gore yiiksek oldugu bilinmektedir (246,
247). Avanos yoresi arakonak sivrisinekler i¢in uygun sicaklik, nem, su kaynaklari,
bitki ortiisii, iklim, yagis, rizgar gibi ¢evresel faktorlere sahip bir yapida ve elde edilen
sonuglar ¢er¢evesinde yorenin D. immitis enfeksiyonlart igin son derece elverisli bir
alan oldugu gorilmiistir.

Dirofilaria immitis’in mikrofilerlerinin kanda giiniin her saatinde goriilebildigi, ancak
mikrofilereminin pulmoner arterler ile venalar arasindaki oksijen basinci aksam
saatlerinde diismesi ve larvalarin perifer kana karigsmasi nedeniyle aksam saatlerinde
daha ¢ok arttig1 bilinmektedir. D. immitis’in mikrofilerlerinin kanda goriilme saatleri
iilkelere gore farklilk gostermektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri’nde
minimum mikrofileremi saat 11.00’da maksimum mikrofileremi ise 16.30’da
goriilmektedir. Fransa’da en az mikrofiler saat 8.00’da, en fazla ise saat 20.00’da, Cin
Halk Cumbhuriyeti’'nde en az mikrofiler saat 06.00°da, en cok mikrofiler ise saat
18.00°da (5); Tanzanya’da ise en fazla mikrofiler saat 22.00°de tespit edilmistir (248).
Kore’de yapilan bir c¢alismada mikrofilereminin minimum oldugu saat 11.00,
maksimum oldugu saat ise 21.00 olarak belirlenmistir (61). Tirkiye’de yapilan
calismalarda da en az mikrofiler saat 12.00’da (63), en fazla mikrofiler ise 16.00, 24.00
ve sabah 06.00 saatlerinde goriilmiistiir (6, 93). Tiirkiye’de yapilan bir baska calismada
ise en az mikrofiler saat 06.00°da, en fazla mikrofiler ise 20.00, 22.00 ve 24.00
saatlerinde goriilmiistiir (62). Ayrica mikrofilerlerin %5-20 sinin perifer dolasimda, geri
kalaninin ise i¢ organlarda ozellikle de akcigerin kiigiik solunum kanallarinin kan
damarlarinda yerlestigi (20) ve mikrofiler varliginin patent enfeksiyonun kaniti
olmadig1 (102) ifade edilmektedir. Avanos yoresinde yapilan bu calismada da literatiir
bilgiler ¢cercevesinde saat 16.00’dan sonra kdpeklerden kan alinmaya ¢alisilmistir.
Filaria tipi nematodlarin teshisinde kanda mikrofiler saptanmasinda konvansiyonel
yontemler giinlimiizde 6zellikle rutin analizlerde siklikla kullanilmaktadir. Kullanilan
yontemlerden membran filtrasyon yonteminin, natif, siirme preparat ve Modifiye Knott

yontemlerine oranla daha duyarli oldugu bildirilmektedir (18, 150, 153, 155). Bununla
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birlikte bazi arastiricilar (41, 157, 249) membran filtrasyon ve Modifiye Knott
yontemlerinin esit duyarlilikta oldugunu ve natif yonteme oranla konsantrasyon
yontemlerinin %50-90 daha duyarli oldugunu kaydetmektedirler. Williams et al. (157),
membran filtrasyon ve Modifiye Knott yontemlerinin, 1 mikrofiler/ml yogunlugunda
bile oldukga basarili oldugunu belirtmektedirler. Ayrica membran filtrasyon yonteminin
daha hizli ve giivenli olmasiyla Modifiye Knott yonteminden daha avantajli oldugu ve
bu testin rutinde tavsiye edilebilir oldugu bildirilmektedir (153, 155). Modifiye Knott
yonteminde, oOzellikle mikrofilerlerin ayriminda bas ve kuyruk kisimlarinin net
goriildiigii ve morfolojik dl¢timlerin daha sik olarak bu teste gore yapildigi, maliyetinin
diisiik oldugu ancak, santrifiije gereksinim duyulmasi ve yetersiz santriflij sonucunda
mikrofiler kaybinin olabilecegi kaydedilmektedir (41, 145, 163, 249). Membran
filtrasyon yonteminde ise daha hizli sonuglar alindig1 ve belirli bir sahada fazla sayida
mikrofilerin incelenebildigi, buna karsin, saptanan mikrofilerlerin bazen bas veya
kuyruk kisimlarinin  membran iizerindeki porlara girmesiyle bu bdlgelerin
incelenmesinin zor oldugu ve filtrasyon tertibatindaki temizlik yetersizliginin pozitif
orneklerde bulunan mikrofilerlerin bir diger kan 6rnegine bulagsmasina yol acabildigi
belirtilmektedir (41, 157, 163). Williams et al. (157), 8 um por genisligi olan filtrelerde
% 3.5’a kadar mikrofiler kaybinin sekillenebildigini, 5 um por genisligindeki filtrelerde
ise % 1’den fazla kayip goriilmedigini bildirmisler ancak, bu kayiplarin elde edilen
sonuclart % 3’den fazla degistiremeyecegi Wylie (153) tarafindan belirtilmistir.
Calismamizda kullanilan s6z konusu ii¢c yontemde de aymi sayida pozitiflik saptanmis
yontemler arasi herhangi bir duyarlilik farkliligi goézlenmemistir. Bunun yaninda,
mikrofiler saptanmasi agisindan membran filtrasyon yonteminin, Modifiye Knott ve
natif yonteme oranla daha kolay ve zaman kazandirict oldugu fakat filtrasyon testinde
mikrofiler Ol¢limleri esnasinda filtre {izerindeki porlarin  ¢ogu durumlarda
mikrofilerlerin ¢esitli kisimlarimi (bas, gévde boliimleri, kuyruk) gizledigi, dolayisiyla
mikrofiler 6l¢iilerini ve morfolojik yapilarimi (bas, gévde boliimleri, kuyruk) tespit
etmek agisindan Modifiye Knott yonteminden daha dezavantajli oldugu gozlenmistir.

Antijen testinin sensitivitesine bagli olarak, antijenemi dnce fark edilebilir ancak bazen
mikrofilerler birkag¢ hafta sonra goriilebilir. Parazit yiikiiniin az oldugu durumlarda veya
makrosiklik laktonlarla tedavi uygulandiginda antijenemi 9 ay sonra da fark edilebilir.

Ayrica disi parazitlerin immatiir oldugu veya az oldugu, sadece erkek parazitlerin var
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oldugu, ticari kitlerin veya serum orneklerinin oda 1sisinda bekletildigi durumlarda
yanlis negatif sonuglar alinabilmektedir (250).

Dirofilaria immitis’in teshisinde kullanilan Antijen ELISA testlerinin sensitivitesinin
erigskin parazit sayisina ve parazitin cinsiyetine baglh olarak degistigi belirtilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada erigkin parazit sayisinin 5 ten az oldugu durumlarda antijen
testlerinin sensitivitesinin diistiigii goriilmiistiir (173).

Son yillarda molekiiler teknolojilerde biiyiik ilerlemeler saglanmistir. Bu gelismeler
parazitlerin gelisimi ve reprodiiksiyonun daha iyi anlagilmasinin yaninda parazitlerin
kontrolii i¢in yeni yaklasimlarin gelistirilmesi gibi parazitolojinin birgok alaninda da
genis sekilde kullanilmaya baglanmigtir (251). Bunun yaninda parazitlerin spesifik
teshisi (gelisim donemi ve cinsiyete bakilmaksizin) ve genetik karakterizasyonlari,
sistematik (taxonomy ve phylogeny), popiilasyon genetigi, ekoloji ve epidemiyoloji i¢in
kilit rol tstlenmis ve ayrica parazitlerin yol actigi hastaliklarin teshis, tedavi ve
kontroliinde olduk¢a Onemli bir merkezi olusturmustur (252). Parazitlerin
konvansiyonel olarak teshis ve ayrimlar1t morfolojik 6zellikleri, enfekte ettikleri konak,
bulagsma sekilleri, konaklarindaki patolojik etkileri ve cografik orijinlerine gore
yapilmaktadir. Ancak bu kriterler siklikla spesifik identifikasyonda yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle niikleik asitlerin amplifikasyonu tabanli cesitli niikleik asit
teknikleri geleneksel yontemlerin bu sinirlamalarin1 agmada gili¢lii bir alternatif
olusturmustur (253). Mikrofilaremi goriilen kopek ve kedilerde basta PCR, Nested PCR
ve Real Time PCR gibi molekiiler tan1 yontemleri ile filarial enfeksiyonlarin kesin
teshisi  saglanmis ve konvansiyonel yoOntemlerde ortaya ¢ikabilen hatali
identifikasyonlarin Oniine gecilmistir (34, 174, 179, 254, 255). Ayrica s6z konusu
teknikler miks enfeksiyonlarin saptanmasinda da olduk¢a duyarlidir. Filarial
enfeksiyonlarda kullanilan molekiiler biyolojik tekniklerde hedef gen bolgeleri olarak
daha ¢ok internal transcribed spacer 2 (ITS2), 5S rRNA, 12 S rRNA, 16S rRNA, 28S
rRNA ve mitokondriyal cytochrome oxidase subunit 1 gibi gen bélgelerinin kullanildigi
ve bu bolgelerden dizayn edilen spesifik primerler ile amplifikasyon sonucu teshise
gidildigi gortilmektedir. Aynt zamanda bu PCR iiriinlerinin piirifiye edilip klonlanmas1
ve sekanslanmasi ile de olasi intra ve interspesifik varyasyonlar tespit edilebilmekte ve
filogenetik analizler yapilabilmektedir (175, 255-257). Calismamizda spesifik COI ve
5.8S-ITS2-28S gen bolgeleri yoniinden PCR analizine tabii tutulan 138 kan drneginde

daha once yapilan natif muayene, modifiye knott ve membran filtrasyon testleri sonucu
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pozitif bulunan 2 6rnegin disinda 1 6rnekte daha D. immitis pozitifligi saptanmistir. Bu
nedenle molekiiler tabanli yontem olan PCR’1n konvansiyonel yontemlere kiyasla daha
duyarhigi oldugu goriilmiistiir. Ancak PCR teknigi ile yapilan teshis her ne kadar yiiksek
sensivite ve spesifiteye sahip olsa da kopegin kalbinde eriskin parazit var olup kanda
mikrofilerin olmadig1 durumlarda yani gizli (okult) enfeksiyonlarda PCR ile D. immitis
teshisi yapilamayacagi goéz Online alinmali ve teshis serolojik testler ile
desteklenmelidir.

Dirofilaria  immitis  enfeksiyonlarinin ~ bulagsma  dinamiklerinin  belirlenmesi,
epidemiyolojik faktorlerinin analizi ve hastaliga karsi kontrol stratejilerinin
geligtirilmesinde enfeksiyona yol agan tiriin molekiiler karakterizasyonu ve
GenBank’taki diger izolatlarla filogenetik iliskilerine yonelik ¢alismalar olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Calismamizda, Avanos yoresindeki sokak kopeklerinde D. immitis’in
izolatlarinda olasi intra ve interspesifik varyasyonlar tespit edilebilmek amaciyla s6z
konusu izolatlarin 5.8S-1TS2-28S ve cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gen
bolgelerinin molekiiler analizi yapilmig ve filogenetik karakterizasyonlar1 ortaya
konmustur. Elde edilen sonuglarla izolatimizin parsiyel COI gen bdélgesinin pairwise
kiyaslamalarina gore diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlardan Brezilya’da
insandan izole edilen D. immitis izolati (Aksesyon No: HQ540424) ile %5.7’1lik bir
farklilik gosterdigi, Tirkiye’den GenBank’a sinirli sayida kaydedilmis izolatlar ve
diinyadan kaydedilen diger izolatlarla ise %100 identiklik gosterdigi belirlenmistir.
Yine ayni izolatin parsiyel 5.8S-1TS2-28S gen bodlgesinin pairwise kiyaslamalarina gore
diinyadan alignmenta dahil edilen diger izolatlarla %99.5-%100 oranlarinda identiklik
gosterdigi saptanmistir. Elde edilen sonuglarla sekans analizi yapilan izolat konfirme
edilmistir. Ancak Diinya’nin gesitli iilkelerinden, farkli hayvanlardan ve insandan elde
edilen spesifik COI ve 5.8S-1TS2-28S gen bolgelerine gore pairwise kiyaslamalart ve
filogenetik analizleri yapilan diger izolatlarin képek kanindan elde ettigimiz izolat ile
tiir i¢1 %100 identiklik gostermis olmasi ve dis dal olarak secilen D. repens ile yapilan
tiirler aras1 kiyaslamalarda ise COI gen bolgesi i¢in %13.6, 5.8S-1TS2-28S gen bolgesi
icin %30.4°liik bir farkliligin olmasi, s6z konusu spesifik gen bolgelerinin intraspesifik
varyasyonlari tespit etmede diisiik interspesifik varyasyonlar tespit etmede ise yiiksek
duyarliliga sahip oldugu gostermektedir. Bu nedenle 6zellikle tiir i¢i varyasyonlarin
belirlenmesinde diger spesifik gen bolgelerinin kullanilmasinin daha yararli olabilecegi

diistinilmektedir.
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Dirofilaria immitis enfeksiyon riskinin yas faktorii ile ilgili olarak degiskenlik
gosterdigi kaydedilmekle birlikte (42, 43, 223, 231, 258), baz1 aragtiricilar (45, 46, 259)
D.immitis enfeksiyonunda kopegin yasinin etkili olmadigini, tiim yas gruplarinda
enfeksiyonun goriilebilecegini kaydetmektedir. Diger arastiricilar (42, 132, 231, 232,
258) ise yasin artmasi ile orantili olarak enfeksiyon oraninin artis gosterdigine, dzellikle
3-7 yas arasinda daha yaygin (%6.1-53.8) olduguna dikkat cekmektedirler. Aranda et al.
(109), 5 yas ustii kopeklerde D.immitis’in %73 yayilis gosterdigini, Sears et al. (260), 1-
3, 4-6, 7-9 ve 10-12 yas gruplarindaki kopeklerde enfeksiyon prevalansini sirastyla %6,
%11, %15, %19 bildirerek yas ile birlikte enfeksiyon oranlarinin arttigini
kaydetmislerdir. Benzer sekilde Fan et al. (43), D.immitis enfeksiyonunu 6 yas tstii
kopeklerde (%23.7), 1-3 (%6.3) ve 3-6 (%14.1) yas aras1 kopeklere oranla daha yaygin
bulmuslardir. Calismamizda degisik yaslarda olan kopekler 6rneklemeye alinmis olup
D. immitis pozitif bulunan 3 kdpegin 6 ay, 1 ve 4 yaslarinda olduklari belirlenmistir. Bu
nedenle enfeksiyonun prevalansinin yasla birlikte arttiginin kesin kanit1 olabilecek bir
yargiya varilamamustir.

Kopeklerde D.immitis enfeksiyonunda, cinsiyetin etkisinin olmadigi kaydedilmekte (43,
46, 109, 133, 223, 261) veya genel olarak bu parazite erkek kopeklerde disilerden daha
cok rastlandig1 bildirilmektedir (42, 258). Bu farkliligin disi kopeklerin duragan
yapisina karsin erkek kopeklerin koruyucu, av veya spor amaciyla daha ¢ok tercih
edilmesi, erkek kopeklerin dolasma egilimlerinin fazlaligi sebebiyle, sivrisineklere
maruz kalma risklerinin disilere gore daha yiliksek olmasindan ileri gelebilecegi
kaydedilmektedir (42, 258). Calismamizda 2 disi kopek ve bir erkek kopekte D. immitis
pozitifligi belirlenmistir. Ancak elde edilen sonuglar cergevesinde prevelansin ¢ok
diisiik olmasi nedeniyle D.immitis enfeksiyonunda, cinsiyetin etkisinin olup olmadigi
yoniinde kesin bir sonuca varilamamastir.

Dirofilaria immitis’in prevalansini  kopek irklarinin  etkileyip etkilemediginin
arastirildigr bir ¢alismada safkan ve melez koOpekler arasinda enfeksiyon oranlari
acisindan Onemli istatistiksel farkliliklar olmadigi goriilmistiir (52). Calismamizda D.
immitis pozitif bulunan ii¢ kopegin de farkli irklarda olmasi arastiricilarin gorisleri ile
uyumluluk gostermektedir.

Disarida barinan ve profilaksi uygulanmayan kopeklerde D.immitis enfeksiyon riskinin
yiiksek oldugu, bunun da sivrisineklere maruz kalma riski ile orantili oldugu

kaydedilmistir (42, 133). Bu caligmada enfeksiyon saptanan kdpeklerin tiimiiniin
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disarida barman, dolayisiyla sivrisinekler tarafindan isirilma olasiligr yiiksek olan ve
profilaksi uygulanmayan kopekler olmasi, sonuglarimizin ilgili literatiirlerle (42, 133)
uygunluk gosterdigini ortaya koymaktadir.

Sonug¢ olarak, bu c¢alisma ile Avanos yoresi sokak kopeklerinde D. immitis
enfeksiyonlarinin molekiiler prevalanst %2.17 olarak bulunmus ve elde edilen izolatin
5.85-1TS2-28S ve COI gen bolgelerinin molekiiler analizi ve filogenetik
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglar hem Nevsehir ili hem de Avanos
yoresi sokak kopeklerinde dirofilariosis’in molekiiler prevelansi i¢in ilk veri olma
ozelligi tagimaktadir. Bunun yaninda calismada konvansiyonel yoOntemlere kiyasla
molekiiler tabanli teshis yontemlerinin daha duyarli oldugu goriilmistir. Ayrica
genotipleme ve filogenetik analizlerde Diinya’da sik olarak kullanilan 5.8S-1TS2-28S
ve COI gen bolgelerinin intraspesifik varyasyonlar: tespit etmede diisiik, interspesifik
varyasyonlar1 tespit etmede ise yliksek duyarliliga sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle dzellikle tiir i¢i varyasyonlarin belirlenmesinde diger spesifik gen bolgelerinin
kullanilmasimnin daha yararli olabilecegi kanisina varilmistir. Diger taraftan bu
molekiiler epidemiyolojik ¢aligmayla, D. immitis’in zoonotik karakterli bir parazit
olmasi sebebiyle risk faktorlerinin degerlendirilmesi, etkin kontrol ve miicadele
stratejilerinin  gelistirilmesinde halk sagligi acisindan Ozellikle hayvan sahipleri,
veteriner hekimler, epidemiyolojistler ve halk sagligi uzmanlarinin isbirliginin

gerekliligi ortaya konmustur.
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