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Dirofilaria immitis, diinya ¢apinda tropikal ve 1liman bolgelerde yaygin olarak goriilen zoonoz
karakterde bir filarial nematoddur. Karnivorlarda “kopek kalp kurdu” olarak da bilinen etken, kardiyo-
pulmoner sistem ve organlarini etkileyerek, “pulmono-arteriyel dirofilariasis” hastalik tablosuna neden
olmaktadir. D.immitis ve birgok filarianin endosimbiyontu olan Wolbachia bakterisinin filarial
hastaliklarin immuno-patogenezinde énemli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma, Mayis—Eyliil 2022 tarihleri arasinda Sivas ve Tokat illerindeki sahipsiz kdpeklerde
D.immitis ve Wolbachia endosimbiyontunun yayginligini belirlemek amactyla yapilmistir. D.immitis’in
yaygmligini belirlemek amactyla alinan 200 adet kan 6rnegi, mikroskobik metotlardan natif muayene
ve modifiye Knott metodu, molekiiler metotlardan qPCR ile incelenmistir. Aym1 O6rneklerde
Wolbachia’nin yaygiligini belirlemek amaciyla qPCR kullanilmistir. D.immitis i¢in cox1 ve Wolbachia
icin fzsZ hedef gen bolgelerini ¢ogaltan primer ve problar se¢ilmistir. Natif muayene ve modifiye Knott
metodu ile hazirlanan preparatlarda mikrofilaremi tespit edilememistir. qPCR metodu ile Sivas’ta %0,98
ve Tokat’ta %]1,02 oranlarinda D.immitis tespit edilmistir. En yliksek prevalans oranlart 4-6 yas
araligindaki kopeklerde gozlenmistir. Ayrica disi kopeklerde erkek kopeklere oranla daha yiiksek
prevalans elde edilmistir. D.immitis yoniinden pozitif 6rneklerin tamaminda Wolbachia tespit edilmis,
negatif 6rneklerde ise bakteriye rastlanmamustir.

Bu calisma D.immitis ve Wolbachia endosimbiyontunun arastirilmasinda Tiirkiye’de yapilan
ilk gPCR ¢aligmasidir. Calismanin sonucunda, Sivas ilinde D.immitis’in ¢ok yaygin olmamasina kargin
varligini siirdiirdiigli belirlenmis, Tokat ilinde D.immitis ve her iki ilde de Wolbachia endosimbiyontu
ilk kez tespit edilmistir. Ayrica elde edilen sonuglar gPCR metodunun mikroskobik metotlara gore cok
daha hassas ve spesifik oldugunu gostermektedir. D.immitis’in zoonoz karakteri ve Wolbachia
bakterisini tasidig1 gbz oniine alinarak risk faktorlerinin degerlendirilmesi, etkili sagaltim, korunma ve
kontrol stratejilerinin gelistirilerek etkin bir sekilde uygulanmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar sozciikler: Dirofilaria immitis, dirofilariasis, kopek, qPCR, Wolbachia
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Dirofilaria immitis is a zoonotic filarial nematode that is common in tropical regions around
the world. It affects the cardio-pulmonary system and organs in carnivores, causing the disease
"pulmonary-arterial dirofilariasis", also known as "dog heartworm". Wolbachia bacteria, which are
endosymbionts of D.immitis and many filariae, are thought to have an important place in the immuno-
pathogenesis of filarial diseases.

A study was conducted between May and September 2022 to determine the prevalence of
D.immitis and Wolbachia endosymbiont in stray dogs in Sivas and Tokat provinces. To determine the
prevalence of D.immitis, 200 blood samples were taken and examined using native examination and
modified Knott method, which are microscopic methods, and qPCR, which is molecular method. In the
samples, qPCR was used to determine the prevalence of Wolbachia. Primers and probes that amplified
the target gene regions of coxl for D.immitis and fisZ for Wolbachia were selected. Microfilaremia
wasn’t detected by native examination and modified Knott method. However, qPCR method detected
D.immitis at a rate of 0.98% in Sivas and 1.02% in Tokat. The highest prevalence rates were observed
in dogs between 4 and 6 years of age. A higher prevalence was found in female dogs than in male dogs.
Furthermore, Wolbachia endosymbiont was detected in all samples that tested D.immitis- positive, while
no bacteria was found in the -negative samples

This is the first qPCR study conducted in Turkey to investigate D.immitis and Wolbachia
endosymbionts. As a result of the study, it was determined that D.immitis continued to exist in Sivas,
although it was not very common, and D.immitis was detected in Tokat and Wolbachia endosymbiont
was detected for the first time in both provinces. This results show that the gPCR method is much more
sensitive and specific than microscopic methods. Considering the zoonotic character of D.immitis and
the fact that it carries Wolbachia bacteria, it was concluded that risk factors should be evaluated, and
effective treatment, protection and control strategies should be developed and implemented effectively.

Keywords: Dirofilaria immitis, dirofilariasis, dog, qPCR, Wolbachia
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1. GIRIS

Kardiyo-pulmoner sistemi etkileyen dirofilariasis, diinya ¢apinda tropikal ve
iliman bolgelerde yaygin olarak goriilen zoonoz karakterde filarial nematod
enfeksiyonudur. Hastaligin etkeni olan Dirofilaria immitis, vektor sivrisinekler ile
insan dahil ¢cok sayida memeli canli tiiriinii enfekte edebilmektedir (Atkins 2003, Umur
ve ark 2006). Dirofilariasis, kopeklerin parazit i¢in rezervuar goérevi goérmeleri,
parazitlerin konak viicudunda uzun yillar canli kalabilmeleri ve bu siirede mikrofiler
iiretmeye devam etmeleri gibi nedenlerden dolay1 6nemli bir nematod enfeksiyonudur
(Otranto ve ark 2009, Venco ve ark 2011). Son yillarda diinyada endemik bolgelerin
sayist giderek artmaktadir (Colwell ve ark 2011, Morchon ve ark 2022). Ayrica hastalik
klinik belirti gdstermeden ilerleyebilmekte (Nayar ve Connelly 2017) ve ilerleyen

patoloji ile tedavi daha da zorlagsmaktadir (American Heartworm Society 2020).

Wolbachia, konagmin liremesini manipiile ederek biiylik ilgi ¢ekmektedir
(Werren 1997). Genellikle filarialarin endosimbiyotik ortaklar1 olarak adlandirilmakta
fakat nematodlar agisindan biyolojik dnemi hala tam olarak bilinememektedir. Ancak
bu bakterinin, konagin beslenmesi, metabolizmasi, bagisiklig1 ve filarial hastaliklarin
immunopatogenezinde dnemli bir yeri oldugu diisiiniilmektedir (Taylor ve ark 2001,

Simon ve ark 2003, Hise ve ark 2004, Kramer ve ark 2005a, 2005b).

Mikroskobik teshis metotlarinin kolay uygulanabilir ve pratik olmalari, hizl
sonug vermeleri ve direkt mikrofilerlerin goriilebilmesi gibi avantajlarina ek olarak
dolasim kaninda mikrofiler aramaya dayali metotlar olduklart i¢in gizli
enfeksiyonlarda veya diisiik parazit ylikli enfeksiyonlarda yanlis negatif sonug
vermeleri gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Carlisle 1988). Mikroskobik
metotlarin bu 6zellikleri goz Oniine alindiginda, molekiiler yontemlerin hassasiyeti
dikkat cekmektedir (Casiraghi ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006). PCR (Polymerase
Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’deki amplifikasyonun ger¢cek zamanl
olarak izlenmesine olanak saglayan, yliksek sensitivite ve spesifiteye sahip olan
(Laidoudi ve ark 2020), ¢cok diisiik oranlardaki parazitemileri bile tespit edebilen
(Casiraghi ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006) qPCR (Quantitative; Real-time; Ger¢ek

zamanli PCR) son yillarda parazitolojide siklikla kullanilmaktadir (Von Samson-



Himmelstjerna ve ark 2002, Roeber ve ark 2011). Bu ¢alisma, gPCR metodu ile Sivas
ve Tokat illerindeki sahipsiz kopeklerde D.immitis ve Wolbachia endosimbiyontunun
yayginligint belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu aragtirmanin, zoonoz ozellikteki
dirofilariasis enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi, endosimbiyontu ile iligkisi, teshisi,
tedavisi ve korunma ile ilgili giincel prosediirlerinin gelistirilmesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

1.1.  Dirofilaria Tiirlerinin Tarihgesi ve Siniflandirilmasi

Rhabditia takiminin, Spirurina alt takiminin, Filarioidea {ist ailesinin,
Onchocercidae ailesinde yer alan Dirofilaria cinsinde smiflandirilmig 5 tiir
bulunmaktadir. Bu tiirler; Dirofilaria immitis, Dirofilaria lutrae, Dirofilaria repens,

Dirofilaria striata ve Dirofilaria ursi’dir.

Tablo 1.1. Dirofilaria tiirlerinin siniflandirmadaki yeri (NCBI Taxonomy Browser
2024).

Ust alem: Eukaryota Cins: Dirofilaria (Raillet & Henry, 1911)
Alem: Metazoa Tiir:  D.immitis (Leidy, 1856)
Alt alem: Eumetazoa D.lutrae (Orihel, 1965)
Soy: Bilateria D.repens (Raillet & Henry, 1911)
Ust grup: Ecdysozoa D.striata (Molin, 1858)
Grup: Nematoda D.ursi (Yamaguti, 1941)
Simif: Chromadorea Smiflandirilmams Dirofilaria tiirleri:
Alt simif: Chromadoria D. sp. ‘hongkongensis’
Takim: Rhabditia D. sp. ‘Thailand’
Alt takim: Spirurina D. sp. ‘Thailand II’
Ust aile:  Filarioidea D. sp. ‘Thailand III’
Aile: Onchocercidae D. sp. IGM-2017
D. sp. MK-2010
D. sp. MT-2019
D. sp. PT-2018
D. sp. TKD43A
D. sp. TKD47A
D. sp. TKD48A




Evcil ve yabani karnivorlarda kardiyo-pulmoner sistem ve organlarim
etkileyerek, halk arasinda “kdpek kalp kurdu” olarak bilinen, “pulmono-arteriyel
dirofilariasis™ hastalik tablosuna neden olan en dnemli tiir Dirofilaria immitis’tir (Lok
1988). Bilinen en eski D.immitis vakasi, 1626 yilinda bulunmus olup (Birago 1626)
ilk olarak 1850 yilinda Philadelphia’da fizik¢i ve doga bilimci olan Joseph Leidy
tarafindan ‘kopek kalbi kurtgugu’ anlamima gelen Filaria canis cordis olarak
isimlendirilmis (Leidy 1850) daha sonra 1856 yilinda ‘zalim, acimasiz kurtguk’
anlamina gelen Filaria immitis olarak yeniden adlandirilmistir (Leidy 1856). Fransiz
parazitologlar Raillet ve Henry tarafindan (1911) Dirofilaria cins adinin altina alinarak
bugilinkii bildigimiz adiyla Dirofilaria immitis olmustur (Lok 1988). Tiirkiye’de ilk kez
1951 ve 1959 yillarinda yurt disindan gelen iki kopekte etken teshis edilmistir (Giiralp
1981).

Ayrica kaynaklarda gecen farkl: tiirler olup, son yillarda kesfedilmis ve heniiz
siniflandirilmamis olan tiirler de mevcuttur. Son yillarda Hong Kong’da kesfedilen
zoonotik karakterde, insanlarda lenfadenopati, karimn sisgligi ve subkonjuktival kitleye
neden olan Candidatus Dirofilaria hongkongensis hakkinda ‘subkutandz/okiiler
dirofilariasis’ vaka bildirimleri olmaktadir (Winkler ve ark 2017, Gowrishankar ve ark
2019). Bu tiiriin D.repens ve D.immitis ile yakinlig1 PCR analizi ile ortaya konmustur

(Gowrishankar ve ark 2019).

1.2.  Dirofilaria immitis’in Konaklari ve Yerlesim Yerleri

Dirofilaria immitis’e ¢ok sayida memeli canli konaklik etmektedir. Basta
kopekler ve kurtlar (Canis lupus alttiirleri) olmak tizere dingo (Canis dingo), ¢akal
(Canis latrans), tilki (Vulpes ve Urocyon cinsleri), rakun kopek (Nyctereutes
procyonoides) gibi evcil ve yabani Canidae’lerde; kedi (Felis catus), jaguar (Panthera
onca), kaplan (Panthera tigris), dumanli pars (Neofelis nebulosa) gibi evcil ve yabani
Felidae’lerde; Asya kiiclik pegeli su samuru (Aonyx cinereus), bayagi fok (Phoca
vitulina), boz fok (Halichoerus grypus), Giiney Afrika (kahverengi) kiirklii foku
(Arctocephalus pusilus pusilus), Kaliforniya deniz aslani (Zalophus californianus) gibi
Pinnipedia’larda ve Caniformia ailesine bagl kopegimsigillerde, hatta insanlarda

(Homo sapiens) rastlanabilmektedir (Abraham 1988, Umur ve ark 2006, Simén ve ark



2012, Alho ve ark 2017, Potkonjak ve ark 2020, Upton ve ark 2022). Pinnipedler
(ylizgecayaklilar) deniz canlilar1 olmalarina ragmen hayatlarinin biiytik bir kismin
karada gecirdikleri icin bu canlilarda da D.immitis enfeksiyonlarina
rastlanabilmektedir (Alho ve ark 2017). Bu parazite en uygun konak olan kanidelerde
yliksek sayida mikrofiler gelismektedir ki bu durum kanidelerin etken i¢in ayni
zamanda rezervuar islevi oldugunu da gostermektedir (McCall ve ark 2008b).
Arakonak vektorleri ise Culicidae familyasindan Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia,
Psorophora ve Ochlerotatus cinslerine bagl sivrisineklerin disileridir (Abraham 1988,

Umur ve ark 2006, Latrofa ve ark 2012, Foster ve Walker 2019).

Dirofilaria immitis erigkinleri kanidelerde siklikla kalbin sag ventrikiiliisi,
arteria pulmonalis ve vena cava’ya yerlesmektedir. Nadiren gozde, periton
boslugunda, eklem i¢inde, deri altinda ve merkezi sinir sisteminde de bu nematoda
rastlanabilmektedir. Mikrofilerleri ise yine omurgali konagin dolasim kaninda
bulunmaktadir (Umur ve ark 2006, Hodges ve Rishniw 2008, Silva ve ark 2023).
Insanlardaki D.immitis kaynakl dirofilariasis olgularinda, bu parazitler subkutandz
dokularda go¢ gegirmekte ve nadiren organlara lokalize olabilmekte fakat genellikle

seksiiel olgunluga ulagamamaktadirlar (Genchi ve ark 2011, Tomazatos ve ark 2018).

Tablo 1.2. Dirofilaria tiirlerinin insanlarda subkutan6z doku disinda tespit edildigi
bolgeler.

BULUNDUGU ORGAN KAYNAK

Pankreas, karaciger Kim ve ark 2002

Koroner arter Pozgain ve ark 2014

Akcigerler Tsai ve ark 2023

Ag1z ve gevresi Janardhanan ve ark 2014, Desai ve ark 2015
Dil Velev ve ark 2019

Goz Jamshidi ve ark 2008, Winkler ve ark 2017,

Sukudom ve ark 2018, Aykur ve ark 2021
Testisler, epididimis, scrotum Theis ve ark 2001, Fleck ve ark 2009, Bertozzi

ve ark 2015, Tumolskaya ve ark 2016
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1.3.  Dirofilaria immitis’in Morfolojik Yapisi

Dirofilaria tiirleri ince uzun, beyazimsi renkte, 6n u¢ yuvarlaklagsmig olup
rudimenter bir ag1z kapsiiliine ve tiirlere gore degisen sayilarda kiiciik sefalik papillere
sahip filarial nematodlardir. D.immitis, en uzun Dirofilaria tiridiir. Agizlar kiigiik ve
yuvarlak olup, stoma (agiz) etrafina yerlesmis 4 ¢ift kiiciik papil ve bir ¢ift lateral
amfid (duyu organi) bulunmaktadir (Furtado ve ark 2009). Eriskinleri ¢ok katmanl
yapida ve olduk¢a kalin kiitikiila yapisina sahiptirler. Kiitikiila ilizerinde yer alan
longitudinal ¢ikintilarin yeri ve siralanis sekli ayirici teshiste onem arz etmekte olup
D.immitis, caudal kismin ventralinde yer alan longitudinal c¢ikintilar haricinde
neredeyse piirlizsiiz bir kiitikiilaya sahiptir (Lok 1988). Disilerin uzunlugu 250-310
mm ve kalinligr 1-1.3 mm’dir. Arka uglar kiit sonlanmakta ve vulvar agiklik 6n ucun
2.7 mm gerisinde yer almaktadir. Erkeklerin uzunlugu 120200 mm ve kalinlig1 0.7—
0.9 mm’dir (Umur ve ark 2006, Manfredi ve ark 2007). Arka uglar1 incelerek spiral
seklinde kivrilmis olup 5 ¢ift preanal ve 6 ¢ift postanal papil tasimaktadir. Sol spikiilim
300-375 um, sag spikiiliim ise 175-299 um uzunlukta olup gubernakulum bulunmaz
(Lok 1988, Umur ve ark 2006, Furtado ve ark 2009).

Dolasim kaninda bulunan mikrofilerler kilifsiz olup uzunluklar1 234-324 pm
ve kalinliklar1 6.1-7.2 um arasindadir. Knott metoduyla elde edilen mikrofilerlerin
uzunluklar1 279-324 um, filtre metoduyla elde edilen mikrofilerlerin uzunluklar ise
234-486 um olarak tespit edilmistir. Mikrofilerlerin 6n uglar1 konik sekilde sivrilmig
olup ¢engel bulunmamakta, arka uglar1 diiz sonlanmaktadir. Sinir tasmasi viicudun 6n
%?24’linde, bosaltim deligi %33 linde, bosaltim hiicresi %39’unda yer almaktadir.
Kopeklerin ~ dolasim  kaninda  siklikla ~ bulunan  D.immitis,  D.repens,
Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum ve Brugia tiirleri mikroskobik bakida

ayirict teshis agisindan 6nem arz etmektedir (Umur ve ark 2006).

1.4.  Dirofilaria immitis’in Biyolojisi

Dirofilaria immitis, parazitik nematodlar arasinda gelismesi en uzun siiren
parazitlerden birisi olup heteroksen gelisim gostermektedir. Bulasmanin en 6nemli

nedeni vektdr sivrisinekler olup plasental yol ve kan transfiizyonu ile de enfeksiyon



miimkiindiir. Fakat plasental yolla veya mikrofilaremik kan transfiizyonu ile
nakledilen mikrofilerler, eriskin (L5) forma ulagamamaktadirlar. Larvalarin (L1)
gelisimlerini tamamlayabilmeleri i¢in mutlaka bir sivrisinek tarafindan beslenme
sirasinda aliarak, vektor viicudunda enfektif L3 formuna doniismeleri gerekmektedir
(Bowman ve Mannella 2011). Pulmono-arteriyel sistem veya sag ventrikiilde bulunan
disi ve erkek parazitlerin ¢iftlesmesi sonucu disi parazit viicudunda reseptakulum
seminaliste fertilizasyon gerceklesmektedir. Disi parazitler ovovivipardirlar (Abraham
1988). Parazitin biyolojisini daha iyi anlayabilmek i¢in vektordeki ve son konaktaki

gelisimleri agagida sirasiyla incelenmistir.

Etkenin ara konakta gelisimi, vektor sivrisinegin disilerinin enfektif son
konaktan kan emme sirasinda mikrofilerleri almasiyla baglamaktadir. Bu mikrofilerler
vektor artropodun orta midesine gelmekte ve sonra malpighi tubul hiicrelerine go¢
etmektedirler. Burada birtakim degisiklikler gegirerek enfeksiyondan sonraki 6—7.
giinlerde bulunduklar1 hiicrelerden c¢ikarak liimene gelmektedirler. Ik gdmlek
degistirme malpighi tubul liimeninde enfeksiyondan sonraki 8-10. giinlerde
gerceklesmekte, ikinci gomlek degisimi ise enfeksiyondan sonra yaklasik 11-13.
giinlerde olmaktadir. Olusan L3’ler malpighi tubullerini terk ederek disi sivrisinegin
ag1z organlarina (proboscis) gelmekte ve burada beklemektedirler. Bu L3’ler ‘enfektif
larva formu’ olarak adlandirilmaktadirlar. (Abraham 1988, Umur ve ark 2006, Nayar
ve Connelly 2017).

Sivrisinegin omurgali konaktan kan emmesi ile son konaktaki gelisim donemi
baslamaktadir. Enfektif larvalar, disi sivrisinek proboscisini deriden ¢ikardiktan sonra
kalan delinme yarasi yoluyla cilde niifuz etmektedir (Abraham 1988, Nayar ve
Connelly 2017). Deri alt1 dokuya penetre olan larvalar enfeksiyondan sonraki 6—10.
giinlerde ii¢lincli kez gomlek degistirmektedirler (Nayar ve Connelly 2017). Olusan
L4’ler 6nce abdomenin 6n kisimlari ve thoraksa, daha sonra biiyiik kas kitlelerine, bag
ve boyun bolgesine ve buralardaki venalara go¢ etmektedirler (Abraham 1988). Son
gomlek degistirme ise 50-70. giinler aras1 gerceklesmekte ve olusan L5’ler ‘geng
eriskinler’ olarak adlandirilmaktadir (Dillon ve ark 2017). Geng erigkinler
enfeksiyondan sonraki 90-120. giinlerde (en erken 67. giin) (American Heartworm
Society 2020) vendz dolasim ile ya da direkt olarak pulmoner arterlere ve sag

ventrikiile gelmekte (Nayar ve Connelly 2017), boylar1 25-30 cm’ye ulasmaktadir



(American Heartworm Society 2020). Enfeksiyondan sonraki 100. giinde disilerin
ovaryumlar1 olugmakta, fakat 120. giinde gebe disilere rastlanmaktadir. Parazitlerin
iireme organlarinin tam olarak gelisip larva liretmeye baslamasi (dolasimda mikrofiler
bulunmasi) en erken enfeksiyondan sonraki 6. ayda goriilmektedir. Ancak yapilan
caligmalarda dolasimdaki mikrofilerlerin genellikle enfeksiyondan sonraki 7-9.
aylardan itibaren goriildiigii bildirilmistir (Abraham 1988, Simén ve ark 2012,
American Heartworm Society 2020).

1.5. Dirofilariasis’in Epidemiyolojisi

Filarial parazitlerin epidemiyolojisinde iklim ve g¢evre kosullart (sicaklik,
nem), omurgali konak ve ara konak popiilasyonu, hayvan davraniglari, yasam
kosullar1, duyarl konagin ortalama yasi, konak immun sistemi ve parazitin konaktaki
yasam siiresi gibi faktorler onemlidir (Anderson 2000, Taylor ve ark 2016, Omar ve
ark 2018, Anvari ve ark 2019). Dirofilariasis, diinya ¢apinda tropikal ve 1liman iklime
sahip bolgelerde yaygin olarak goriilmekte olup son yillarda etken i¢in sporadik olan
bolgeler endemik olma egilimindedir. Endemik bolgelerin sayisindaki artisin nedenleri
arasinda vektor varligi ve dagilimi, degisen iklimler ve yagis, niifus hareketleri,
biiyiliyen sehirler, seyahat siklig1 ve miilteciler, yaban hayati kagak¢iligi, ticaret vb. gibi
faktorler yer almaktadir (Colwell ve ark 2011).

Vektor artropodlarin bolgedeki yogunlugu bulasmay1 6nemli derecede artiran
bir faktordiir (Venco ve ark 2011). Giinlimiizde diinya genelinde toplam 3570 adet
sivrisinek tiiriiniin varlig1 bildirilmekte (Harbach 2020), Tiirkiye’de ise 62 adet tiiriin
bulundugu bilinmektedir (Aldemir ve ark 2009, Akiner ve ark 2016, Giinay 2015).
Sivrisinegin, enfekte oldugu mikrofiler miktar1 da bulasmada dnemlidir. Ozellikle yaz
aylarinda konakta sezonsal periodisite artis1 olmakta ve fazla miktarda mikrofiler ile
enfekte olan sivrisineklerin yasam siireleri olumsuz olarak etkilenebilmektedir (Beam
1966, Hawking 1967, Sawyer 1975). Bunlar disinda her sivrisinek tiirii kan emmek
icin farkli konak tiirlerini tercih etmekte, bu da D.immitis’in o bolgede bulunan her
sivrisinek tlirlinde tespit edilememesinin nedeni olarak etkenin yayilisinda 6nemli bir
faktor olmaktadir. (Grieve ve ark 1983, Pratt ve Moore 1993). Vektor sivrisinekler tath

veya tuzlu su, biiylik ya da kii¢iik su birikintileri, nemli veya 1slak aga¢ kovuklari,



batakliklar gibi farkli akuatik alanlarda gelisebilmekte ve bu alanlar hastalik
etkenlerinin yayilmasinda onemli bir risk faktorii olmaktadir (Anderson 2000, Dik

2015).

Larvalarin sivrisineklerde hayatta kalma, gelisme ve gd¢ etme oranlari da
cesitli faktorlere baghdir. Vektordeki larval gelisim gevre 1s1s1 27°C ve %80 bagil nem
varliginda 10-14 giinde tamamlanmakta (Slocombe ve ark 1989), iliman bolgelerde
ise bu siire 18 giine uzayabilmektedir (Umur ve ark 2006). Anderson (2000) D.immitis
ve diger filarialar iizerine yaptig1 calismada vektordeki gelisme i¢in ideal sicakligin
24-32°C oldugunu, 21°C’nin altindaki sicakliklarda gelisimin geciktigini ve 16°C’nin
altindaki sicakliklarin ise parazitler i¢in 6liimciil olabilecegini bildirmektedir. Larvalar
bu ortamdan uzaklastirilip daha sicak bir ortama (26,5°C) alindiginda gelismelerine
devam edebilmektedirler. Bu olay soguk iklimlerde larvalarin kisi sivrisineklerin
viicudunda atlatarak gelisimlerine devam etmeleri i¢in ortam saglamaktadir (Abraham
1988). Sivrisinegin yasam siiresi de parazitin bulagmasinda kritik bir role sahiptir.
Parazitin L1 doneminden L3 donemine gelisiminin tamamlanabilmesi igin,
sivrisinegin yeterli siire yasamasi gerekmektedir. Disiler 6zellikle hibernasyon
durumunda ve bol gida ile 4-5 ay canli kalabilmekte, aktivitelerinin en yiiksek oldugu
donemlerde ise yagam siireleri iki haftaya kadar diisebilmektedir (James ve Harwood

1969).

Dirofilaria immitis mikrofilerleri dolasim kaninda her zaman bulunabilmekle
birlikte akcigerlerdeki giindiiz ve gece oksijen basincinin degisimine bagli olarak
aksam saatlerinde perifer kandaki yogunluklar1 artmaktadir. Oksijen basincinin diigiik
oldugu saatlerde perifer kanda, yiiksek oldugu saatlerde ise akcigerdeki damarlarda
daha fazla miktarda mikrofiler bulunmaktadir (Umur ve ark 2006). Yani D.immitis
mikrofilerlerinin nokturnal-subperiodik periodisiteye (dolasim kaninda gece
saatlerinde yogunluk gostermesi ve belli bir yogunluga sahipken giin iginde
minimum—-maksimum degerlere) sahip oldugu belirtilmistir (Burgu ve ark 2004). Bu
nedenle maksimum mikrofilere rastlamak i¢in 16.00—18.00 saatleri arasi ideal kan
alma saatleri olarak belirtilmistir. Ayrica gevre sicakligina bagli olarak ilkbahar ve yaz
aylarinda kanda mikrofilerlere rastlama ihtimali daha fazla olmaktadir (Abraham

1988).



Parazitlerin konak viicudunda uzun siire canli kalip mikrofiler iiretmesi
bulasmay1 artiran diger faktorlerdendir. Kopeklerde eriskin D.immitis’ler kalpte 7
yildan fazla canli kalabilmekte ve mikrofiler {iretmeye devam etmektedirler.
Mikrofilerler ise dolasim kaninda ortalama 2 yil canli kalabilmektedirler (Venco ve
ark 2011). Bir sivrisinek, konaga tek seferde sadece 10-12 adet enfektif L3
nakledilebilmekte (Dillon ve ark 2017) ve bunlarin sadece %30-50’si
olgunlagabilmektedir (Grieve ve ark 1983, Rizzo ve Ware 1989).

Parazitler, konak viicudunda siirekli olarak bagisiklik sistemine maruz
kalmalar1 nedeniyle yasamlarini siirdiirebilmek i¢in immiin sistemden kagis stratejileri
gelistirmislerdir (McCall ve ark 2008b). Kisa siireli immiin sistemden kagma sirasinda,
enfektif larvalar yilizey antijenlerini serbest birakarak konak immiin yanitindan
kacinirken, uzun siireli immiin sistemden kagma sirasinda, erigkin parazitler konagin
farkli molekiil ve hiicrelerini adsorbe ederek ylizeylerini maskelemektedirler (Bilge ve
ark 1989, Kadipasaoglu ve Bilge 1989). Mikrofilaremik kopekler, periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin IFN (interferon)—y salgilamasi sonucu parazit antijenlerine
immunosupresyon gosterme ya da yanit vermeme egiliminde olabilmektedirler

(Sartono ve ark 1997, Brattig ve ark 2002).

Konakta erigkin parazitlerin bulunmasina ragmen, kanda mikrofiler tespit
edilememesi durumuna 1977 yilinda Dr. Ming Yang tarafindan Onerilen “occult
infection” (gizli enfeksiyon) adi verilmistir (Bowman ve Mannella 2011). Hastaligin
gizli seyrettigi vakalarda klinik belirti veya nekropsi sonucu eriskin parazitler
goriilebilmekte buna ragmen kanin mikroskobik incelemelerinde mikrofilerlere
rastlanamamaktadir. Gizli enfeksiyon durumuna neden olan bazi etkenler; tek cinsiyet
parazit enfeksiyonlar1 veya tek parazit enfeksiyonu, prepatent siire (heniiz
tamamlanmadan yapilan muayeneler), gen¢ eriskin (heniiz seksiiel olgunluga
erigmemis L5), geriatrik ve/veya ektopik enfeksiyonlar, immun sistem aracil
enfeksiyonlar (mikrofilerlerin immun sistem mekanizmalari tarafindan yok edilmesi),
mikrofilarisidal ila¢ kullanimi, adultisidal ilaglarin parazitler {izerine kisirlagtirma
etkileri gibi faktorlerdir (Atwell 1988). Bazen de konakta mikrofiler tespit edilmesine
ragmen eriskin parazit bulunmayabilmektedir. Bu durum; mikrofilerlerin konak
viicudunda uzun siire kalicilig1 fakat yetiskin parazitlerin 6liimii, mikrofilaremik kan

transflizyonu, etkenin plasental yolla yavrulara aktarimi ve adultisidal etkili ilag



kullanim1 yer almaktadir (Underwood ve Harwood 1939, Mantovani 1966, Todd ve

Howland 1983).

Ozellikle prevalansin yiiksek oldugu Amerika ve Avrupa iilkelerinde

Dirofilariasis’le 1ilgili ¢ok sayida c¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu caligmalar sadece

kopeklere yogunlagmamais, evcil ve vahsi karvivorlar gibi etkene duyarl tiim hayvan

popiilasyonlarinda ytiriitiilmiistiir (Bowman ve Atkins 2009).

Tablo 1.3. Diinya ¢apinda son yillarda yapilan bazi D.immitis prevalans ¢aligmalari.

ULKE PREVALANS %  KAYNAK
Kibris 0,5 Kokkinos ve ark 2019
Eje Cafetero, Kolombiya 0,62 Caballero Mendez ve ark 2024
Santa Cruz Adalar1, Galapagos 6,9 Jimenez ve ark 2020
Kanarya Adalari, Ispanya 15,7 Montoya-Alonso ve ark 2016
Arjantin 74 Simon ve ark 2012
Meksika 42 Labarthe ve Guerrero 2005
) 3,7 Diakou ve ark 2016
Yunanistan
9 Angelou ve ark 2019
Bulgaristan 31,25 Stoyanova ve ark 2019
. 0,2 Sgroi ve ark 2022
Italya i
12,63 Napoli ve ark 2023
6,3 Smith ve ark 2022
ABD
9,83 Sobotyk ve ark 2022
Kanada 0,2 Evason ve ark 2019
Cin 12,5 Cai ve ark 2023
fran 10 Naderi ve ark 2021

Tablo 1.4. Yabani karnivorlarda yapilan bazi D.immitis prevalans ¢aligmalari.

HAYVAN PREVALANS % KAYNAK
Kizil Tilki 15,8 ,
Gomes-de-Sa ve ark 2022
Kurt 4.8
Cakal 5,1 Kotwa ve ark 2019
Tilki 8,5 i
Potkonjak ve ark 2020
Cakal 6,3
Pinnipedler 43,8 Alho ve ark 2017
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Tiirkiye’de kopeklerde yapilan calismalar sonucu diisiik prevalans oranlari
goriilmektedir. Ulke ¢apinda farkli yillarda ve bolgelerde yapilan calismalar Tablo
1.5.de yer almaktadir. Bu g¢alismalar ile %0-46,22 araliginda degisen oranlarda
D.immitis’e rastlanmustir (Oztiirk 1997, Agaoglu 2000, Mamak 2002, Oge ve ark
2003, Voyvoda ve ark 2004, Sarali 2009, Kose ve Erdogan 2012, Tase1 ve Kilig 2015,
Adanir ve ark 2013).

Tablo 1.5. Teshis metotlarina gore Tiirkiye’de yapilan D.immitis prevalans ¢alismalari.

TESHiIS METODU  SEHIR PREVALANS % KAYNAK
i/}l:tl(l)l;uPreparat Kirklareli 3 Cetinkaya ve ark 2016
Membran Filtrasyon /¢ e Igdir 21,7 Tas¢1 ve Kilig 2005
ve Asit Fosfotaz
Histokimyasal Kayseri 9,6 Yildirim ve ark 2007
Boyama Metodu
Sivas 6 Atas ve ark 1997
Sivas 0 Mamak 2002
) Elaz1g 3.3 Balik¢1 ve Sevgili 2005
Natif Muayene Bursa Gemlik 0 Civelek ve ark 2006
Burdur 14,08 Adanir ve ark 2013
[zmir 0 Ertekin 2017
Aydin ve izmir 13,9 Voyvoda ve ark 2004
Bursa Gemlik 0 Civelek ve ark 2006
. Kirikkale 5,8 Yildiz ve ark 2008
Modifiye Knott Burdur 11,97 Adanir ve ark 2013
Metodu Nevsehir
1,45 Yabaneri 2014
Avanos
Sivas 1,3 Atas ve ark 2018
Kocaeli 18,3
Sakarya 12,3
Ankara 14,8 Simsek ve ark 2008
Mersin 10,5
Elaz1g 0
Afyon 18
Eskisehir 15
ELISA Nevsehir 14
Aksaray 12
Kars 10 Kose ve Erdogan 2012
Malatya 9
Nigde 4
Mersin 3
Konya 2
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Tablo 1.5 (Devam). Teshis metotlarina gore Tiirkiye’de yapilan D.immitis prevalans

caligmalari.

TESHIS METODU  SEHIR PREVALANS % KAYNAK
Bursa 2 Civelek ve ark 2006
Hatay 26 Yaman ve ark 2009

ELISA .
Erzurum 2,1 Simsek ve ark 2011
Elazig 3,7 Simsek ve Ciftgi 2016
Konya 8,18 Oztiirk 1997
Van 46,22 Agaoglu 2000
Ankara 9,3 Oge ve ark 2003
Samsun 0 Cakiroglu ve Meral

2007

Diyarbakir 2,4 Igen ve ark 2011
Sanlurfa 2 Altas ve ark 2013
Igdir 40 Sar1 ve ark 2013
Aydin ve izmir 2,28 Ural ve ark 2014
[zmir 2 Taskaya 2014
[zmir 1 Ertekin 2017

Hizh tam Kitleri Burdur 0 Kiigtiker 2016
Edirne 14,7
Kirklareli 11 Cetinkaya ve ark 2016
Tekirdag 1
Osmaniye i Gliven Gokmen ve ark

2019

Erzurum 4,4 Demir ve Aktas 2020
Siirt 0 Aslan Celik ve ark 2020
Kocaeli 1 Ceylan 2020
Balkesir, 12 Ceylan ve ark 2021
Kocaeli ve Aydin
Ardahan 2 Ayvazoglu ve ark 2022
Aydm 10 Sarali 2009
Erzurum 8,1 Simsek ve ark 2011
Sl 217  Yabaneri 2014
Nevsehir

PCR Kars ve Igdir 25 Tas¢1 ve Kilig 2015
Elaz1g 1,8 Simsek ve Ciftgi 2016
Edirne 4,9
Kirklareli 6 Cetinkaya ve ark 2016
Tekirdag 0
Sivas 2,9 Atas ve ark 2018
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1.6. Dirofilariasis’in Klinik Bulgular1 ve Patogenezi

Dirofilariasis duyarli son konaklarda, enfekte sivrisinek tarafindan sokulduktan
sonra 1 y1l boyunca herhangi bir klinik belirti goriilmeden ilerleyebilmektedir (Nayar
ve Connelly 2017). Klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi ve siddeti; konagin yasi ve
immun sistemi, konaktaki parazit miktari, parazitin yerlesim yeri ve konakta bulunma
stiresi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Az sayida parazitle
enfekte kopeklerde hastalik herhangi bir klinik belirti gostermeyebilir. Fazla miktarda
parazitle enfekte kopeklerde ise bazi tipik klinik bulgulara rastlanabilmektedir. Bunlar
letarji, anoreksiya, egzersiz intolerans, Oksiiriilk, haemoptysis, epistaksis, bobrek
disfonksiyonu, kalp ve akcigerlerde patolojik seslerdir (Umur ve ark 2006, McCall ve
ark 2008b, Simon ve ark 2012, American Heartworm Society 2020). Siddetli olgularda
istahsizlik, karaciger yetmezligi, asites, sarilik, idrarda safra tuzlarinin goriilmesi,
hemoglobinuri, kollaps, organ yetmezligi ve oliimle seyreden vena cava sendromu
ortaya cikabilmektedir (Umur ve ark 2006). Ayrica 1 yildan uzun siireli enfekte
kopeklerde bobreklerin glomerulus bazal membraninda kalinlasma ve vakuolizasyon
(Paes-de-Almeida ve ark 2003) gibi patolojiler gelisebilmekte ve bunun sonucu olarak
glomeruluslarin semipermeable yapilar1 bozularak degisen derecelerde proteiniiri ile

sonuglanabilmektedir (Sutton 1988).

En fazla hasar akcigerlerin caudal loblarinda gdzlenirken, kranial loblarda daha
az hasar olusmaktadir (Carlisle 1988). Kendiliginden veya tedavi sonucu Olen
parazitler ya da bunlarin parcalar arterlerin distalinde birikerek trombozlara neden
olabilmekte, bu da daha biiyiik arterlerde kismi veya tam tikanmalara neden
olabilmektedir (Umur ve ark 2006). Tromboemboli, siddetli pulmoner arteriyel
tikanikligin radyografik bulgularini gdsteren, 6zellikle klinik semptomlarla bagvuran
enfekte kopeklerde yaygin olarak goriilmektedir (Rawlings ve ark 1993). Arteria
pulmonalis’deki trombotik bozukluklar, akcigerlerde kanamalara ve graniilomatdz
yangi alanlar1 olusumuna neden olmaktadir. Damarlarda ve akcigerlerde meydana
gelen degisiklikler ve pulmoner hipertansiyon sonucu, pulmoner arter ve sag kalpte
hipertrofi ve dilatasyonla karakterize ‘cor pulmonale’ sekillenmektedir. Buna bagh
sekunder pulmoner hipertansiyon gelisebilmekte (Umur ve ark 2006, Kellihan ve

Stepien 2010), eger ciddi pulmoner hipertansiyon vakalar1 tedavi edilmezse, konjestif
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kalp yetmezligi kaginilmaz olmaktadir (McCall ve ark 2008b). Sag ventrikiildeki ciddi
degisikliklerle, sag atrial bosalma engellenmekte, bu nedenle de sag atrial genisleme
ve kalbin sag tarafinda biiylime sekillenmektedir (Winter ve ark 2017). Bunun
sonucunda kronik vendz konjesyon ve karaciger fibrozisi olusmaktadir. Bu da asites
olusumuna sebep olmaktadir (Umur ve ark 2006). Parazitlerin ekskresyon ve
sekresyonlart antijenik Ozellige sahip olup, bunlara karst olusan antikorlar ile
birleserek immun kompleksler olusturmaktadirlar. Bu immun kompleksler
bobreklerde glomeruluslarin bazal membranlarinda birikerek glomerulonefritise
neden olmaktadirlar. Mikrofilerlere kars1 gelisen antikorlarin kandaki komponentlerle
birlegsmesi sonucu olugan immun kompleksler asirt duyarlilik reaksiyonlarina da neden
olabilmektedir. Bu da deride kasinti, {ilserasyon ile karakterize dermatitis tablosuna

yol agmaktadir (Abramowsky ve ark 1981, Umur ve ark 2006).

Bunlara ek olarak D.immitis ile enfekte olmus kopeklerin sag ventrikiil
hipertrofisi ile birlikte sag ventrikiil miyokardinda kollajen ve hiicre dis1 matriks kayb1
ile genis bir miyokard hasar1 mevcuttur (Wang ve ark 2005, Carreton ve ark 2012).
Plazmada myoglobin ve troponin I seviyelerindeki degisiklikler, nekroz veya iskemi
nedeniyle myositlerde olusan hasar sonucu kana salinmaktadir, ki bu da miyokardial
hasarin erken belirteglerindendir (Collinson 2003, Boswood 2009). Dolasima karigsan
parazitler vena cava caudalis ve vena hepatica’y1 tikayarak pasif venoz konjesyon ve
karaciger yetmezligine neden olabilmektedirler. Bu durum ¢ok sik goériilmemekle
birlikte 6liimciil olmakta ve “vena cava sendromu” olarak adlandirilmaktadir (Umur
ve ark 2006). Akut gelisen vena cava sendromu olgularinda acil olarak cerrahi islemle
parazitlerin ¢ikarilmamasi durumunda 2 giin i¢inde Oliim gerceklesebilmektedir

(American Heartworm Society 2020).

1.7. Endosimbiyont Wolbachia sp.

Wolbachia, ik kez Hertig ve Wolbach (1924) tarafindan Boston civarinda
toplanan Culex pipiens’in iireme dokularinda Riketsiya benzeri organizmalar olarak
tanimlanmistir. Daha sonra Hertig (1936) bu organizmalart ayni sivrisinek tiirtinde
Wolbachia pipiens olarak tanimlamistir. Aslinda, soyoluslari aragtirilan iki Wolbachia

tirli bulunmakta olup bunlar farkli bakteri dallarina: W.pipentis alfa—2
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proteobakterilere; W.persica ise gama proteobakterilere atanmistir (O'Neill ark 1992).
Ucgiincii bir tiir olan W.melophagi'nin filogenetik konumu hala incelenmektedir (Bandi
ve ark 1998). Bugiine kadar W.pipientis, Wolbachia cinsinin, Anaplasmataceae
familyasinin, Rickettsiales takiminin, alfa—2 proteobakteri sinifinin taninan tek tiiriidiir
(Riegler ve O’Neill 2006, Lo ve ark 2007). Wolbachia bakterileri zorunlu hiicre i¢i,
gram negatif, endo-simbiyotik bakterilerdir (Kozek 2005, Taylor ve ark 2005a).
Ultrayapisal calismalar, Wolbachia endobakterilerinin yuvarlak, 0,5 pm ¢apinda ve
cift trilaminat zarla ¢evrelendigini ve ribozom benzeri graniiller igeren bir

sitoplazmaya sahip oldugunu gostermektedir (Peixoto ve ark 2001).

Baslica konaklari, tiim tiirlerin %20-76'sinin enfekte oldugu karasal
eklembacaklilardir (Werren ve ark 1995a, Jeyaprakash ve Hoy 2000). Ancak
Wolbachia aym1 zamanda c¢ok daha kiiclik bir taksonomik grup olan filarial
nematodlarda da bulunmaktadir (Taylor ve ark 2005a). ilk olarak Werren ve ark
(1995b), eklembacaklilarda bulunan Wolbachia'dan ftsZ genini dizileyerek bunlari A
ve B olmak iizere iki ana smifa ayirmiglardir. Daha sonra filarial nematodlarin
Wolbachia'sint igeren filogenetik ¢alismalar, C ve D olmak iizere iki iist grubun daha
onerilmesine yol agmigtir. Dort {ist grubun belirlenmesi, aslinda koksiiz filogenetik
agaclardaki dallanma ve kiimelenme modellerine dayanmakta ve bu kiimeler 'siiper
grup' statiisii almaktadir (Bandi ve ark 1998). Giincel ¢alismalar ile Wolbachia 17
siiper gruba ayrilmistir (Lefoulon ve ark 2020). Eklembacaklilarla iliskili 12 stiper
grup (A, B, E, H, I, K, M, N, O, P, Q, S) bulunmaktadir. Ust grup C, D ve J filarial
nematodlarda bulunmaktadir (Lefoulon ve ark 2020, Manoj ve ark 2021). Ust grup C
D.immitis, D.repens, Onchocerca volvulus ve O.gibsoni gibi filarial nematodlarda yer
almaktadir (Taylor ve ark 2005a). C, D ve J siiper gruplarimin Wolbachia'lari,
konakgilariyla filogenetik uyum gostermekte; bu da Wolbachia'min konaklariyla
birlikte evrimlestigini ve yakin zamanda yatay aktarimin gerceklesmedigini
gostermektedir. Wolbachia filogenilerinin nereye kok salmasi gerektigi konusunda
henliz bir fikir birligi bulunmamakta; filogenilerin ¢ogunda dis gruplar olarak
Ehrlichia, Anaplasma veya Riketsiya cinsleri kullanilmaktadir (Lo ve ark 2002,
Fenollar ve ark 2003, Fenn ve Blaxter 2006, Lefoulon ve ark 2016). Baz1 ¢alismalar
Wolbachia'nin kokenini A+B ve C+D iist gruplar1 arasina (Bandi ve ark 1998, Fenn
ve Blaxter 2006, Ferri ve ark 2011, Baldini ve ark 2014, Nikoh ve ark 2014), bazilar1

ise kokii C ve D stiper gruplar arasina (Casiraghi ve ark 2004, Czarnetzki ve Tebbe,
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2004, Dittmar ve Whiting, 2004), bazilar1 ise kokii A ve B siiper gruplari arasina
yerlestirmektedir (Bordenstein ve Rosengaus, 2005, Bordenstein ve ark 2009,
Koutsovoulos ve ark 2014). Fakat Wolbachia’nin ata kokeni hala net olarak

bilinememektedir.

Wolbachia'nin filarial nematodlar arasindaki genetik ¢esitliligi; WSP
(Wolbachia Surface Protein; Wolbachia Yiizey Proteini), gltA (Sitrat Sentaz), groEL
(Saperon Proteini), 16S rRNA (16S ribozomal RNA) ve fisZ (Filament Temperature
Sensitive Mutant Z; Filament Sicakligina Duyarli Mutant Z) genleri kullanilarak
karakterize edilmektedir (O'Neill ve ark 1992, Masui ve ark 1997, Braig ve ark 1998
Zhou ve ark 1998, Casiraghi ve ark 2005, Glowska ve ark 2015). Wolbachia'y: stiper
gruplara ayirmak i¢cin 16S rRNA ve fisZ genleri siklikla tercih edilmektedir (Werren
ve ark 1995b, Bandi ve ark 1998, Casiraghi ve ark 2001, Baldo ve ark 2006).
Caligmalara gore 16S rRNA geni, bakterilerde yiiksek oranda korunmus bolge oldugu
icin Wolbachia filogenisinin insasinda genetik bir isaretleyici olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (Vandekerckhove ve ark 1999, Ros ve ark 2009). Bunun disinda fisZ
geni, bakterilerin hiicre dongiisiinii diizenlemekte ve hiicre boliinmesi siirecinin bir
pargasi olan sitokinezde 6nemli bir role sahip olmaktadir. Ayrica ftsZ geni, C ve D
stiper gruplarmin arasinda yeterli farklilagmaya izin vermektedir (Bandi ve ark 1998,

Vandekerckhove ve ark 1999).

Wolbachia, Onchocercidae familyasinin Onchocercinae, Dirofilariinae ve
Splendidofilariinae olmak {izere ii¢ alt familyasinda bulunmaktadir (Casiraghi ve ark
2004, Bain ve ark 2008, Ferri ve ark 2011, Lefoulon ve ark 2016). Arastirmacilar
filaria tlirlerinde Wolbachia varligini incelemisler; Bordenstein ve ark (2003) %89,5
oraninda, Casiraghi ve ark (2004) %63, Ferri ve ark (2011) %37 oraninda Wolbachia
ile enfekte filaria tespit etmislerdir. Onchocercidae familyasinda bazi tiirlerde
Wolbachia'nin bulunmayist iki tiir evrimsel olayla iligkilendirilmektedir. Birincisi,
Wolbachia yoklugu muhtemelen atalardan kalma bir durum olarak diisiiniilmektedir
(Casiraghi ve ark 2004, Bain ve ark 2008, Ferri ve ark 2011). Waltonellinae ve
Oswaldofilariinae alt familyalar1 gibi morfolojik olarak ilkel Onchocercidae'de
Wolbachia bulunmamaktadir. Bu da bu filarialarin Onchocercidae soyundaki ilk
Wolbachia enfeksiyonundan &nce cesitlendigini gostermektedir. Ikincisi, yakin

zamanda Dirofilariinae ve Onchocercinae alt familyalarinda beklenmedik derecede
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yiikksek sayida ikincil kayiplarin meydana geldigi gosterilmistir. Bu kayiplar,
Onchocerca flexuosa ve Acanthocheilonema viteae gibi Wolbachia'y1 barindirmayan
tirlerin filarial konak¢i genomlarindaki Wolbachia benzeri gen dizilerinin

tanimlanmasiyla desteklenmektedir (McNulty ve ark 2010).

Dirofilaria immitis dahil olmak tizere filarialardaki Wolbachia'nin tarihi ¢ok
yenidir. D.immitis'in erginleri ve larva evreleri iizerinde erken donem elektron
mikroskobu caligsmalarini yiirliten arastirmacilar, incelenen materyalde olagandisi
yapilar gézlemlemisler, ancak bunlari hiicre i¢i bakteri olarak tanimamiglardir (Kozek
2005). Kozek (1967), bunlart D.immitis'in mikrofilerlerinde Innenkorper'in bir pargasi
(merkezi gdvde) olarak tanimlamistir. Harada ve ark (1970) ve Lee (1975) ise, bunlari
D.immitis oositlerinde sira dis1, hafif mitokondriler olarak tanimlamislardir. Vincent
ve ark (1975), Brugia pahangi'nin viicut duvarinda gézlemlenen yapilarin bakteriyel
varliklar olabilecegini 6ne siiren ilk kisiler olmustur. Daha sonra McLaren ve ark
(1975) tarafindan, D.immitis dahil birkag filaria tiiriiniin mikrofilerlerinde, hiicre i¢i
mikroorganizmalar olarak dogrulanmistir. Wolbachia bakterileri genellikle filarialarin
lateral kordlarinin hipodermal hiicrelerinde lokalize olmaktadir (Hoerauf ve ark 2003,
Landmann ve ark 2010). Ayn1 zamanda disi parazitlerin yumurtaliklarinda, oosit ve
uteruslarinda embriyonik gelisim boyunca da bulunmaktadir. Ancak hicbir zaman
erkek lireme sisteminde bulunmamaktadir (Kozek 2005, Fischer ve ark 2011).
Filarialarda, Wolbachia bakterileri tiim gelisim asamalarinda bulunmakta, ancak
yogunluklar1 her parazitte ve gelisim asamalar1 boyunca degisiklik gostermektedir
(Fenn ve Blaxter 2004, McGarry ve ark 2004). Bakterinin bulagmasi, nematodlarda
sadece vertikal yolla olmakta; bir jenerasyondan digerine, disi oosit sitoplazmasi
yoluyla tasinmaktadir (Bandi ve ark 1998, Kozek 2005). Bu hiicre i¢i bakterilerin larva
evreleri ve yetiskin filarialarin viicutlarindaki dagilimi ve transovarial olarak
bulastiginin gosterilmesi Kozek ve Figueroa (1977) ve Kozek (1977) tarafindan tarif

edilmistir.

Wolbachia, konaginin liremesini manipiile ettigi i¢in biiyiik ilgi ¢ekmektedir
(Werren 1997). Bu endobakteriler, eklembacaklilarda yayilmay1r saglayan
feminizasyon, partenogenesis, erkek oldiiriiciilik ve sitoplazmik uyumsuzluk gibi
mekanizmalar gelistirmislerdir (Stouthamer ve ark 1999). Filarialarda ise karsilikli

simbiyoz ve lireme paraziti olma durumu mevcuttur (Bandi ve ark 2001). Filarialardaki
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Wolbachia enfeksiyonlari, eklembacaklilardan farkli olarak tetrasiklin tedavisi
sonrasinda ortaya cikan birtakim etkileri icermektedir. Bunlar; dejenere olmus
embriyolar ile karakterize edilen bir embriyogenez blogu, larvalarda biiylime
kusurlari, disi parazitlerin sterilizasyonu ve yetigkin parazitlerin 6liimiidiir (Hoerauf
ve ark 2000, Hoerauf ve ark 2001, Taylor ve ark 2005b). Wolbachia, iireme ve
dollenmeyi desteklemede 6nemli bir rol oynamakta, yetiskin parazitlerin uzun siireli
hayatta kalmasi icin gerekli olan tiim gelisim asamalarin1 ve konak etkilesimindeki

patogenezi tesvik etmektedir (Martin ve Gavotte 2010).

Wolbachia, genellikle filarialarin endosimbiyotik ortaklar1 olarak adlandirilsa
da nematodlar agisindan biyolojik 6nemi hala tam olarak bilinememektedir. Ancak bu
bakerilerin beslenmede, metabolizmada ve konagin bagisiklik tepkilerini bozmada
onemli oldugu diisiiniilmektedir (Bandi ve ark 2001). Simbiyoza dair kanitlar, insan
lenfatik filarias1 Brugia malayi'den (Foster ve ark 2005) ve sigir doku filariasi
Onchocerca ochengi'den (Darby ve ark 2012) Wolbachia tam genomlarinin analizi ile
giiclendirilmistir. Bu ¢alismalar ile, Wolbachia genomunun haem (hemoglobin 6n
iiriinii) metabolizmas1 ve/veya riboflavin igin gerekli genleri tasidigi, fakat filarial
konaginin tagimadigi tespit edilmistir (Foster ve ark 2005, Strubing ve ark 2010, Darby
ve ark 2012). Ayrica Wolbachia, filarial nematodlar icin riboflavin ve haeme ek olarak
flavin adenin diniikleotid ve niikleotidler saglarken, filarial nematodlar Wolbachia’nin
biliylimesi i¢in gerekli amino asitleri saglamaktadir (Foster ve ark 2005). Parazitoid bir
yaban arisinda Wolbachia ile konagin demir metabolizmasi arasindaki iliski
gosterilmistir (Kremer ve ark 2009). Bu nedenle Wolbachia'nin, eklembacaklilarda
gozlemlendigi gibi, filarial nematodlarin demir elde etmesine ve demiri tutmasina
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, filarial parazitlerde haemin
taginmasi, bozulmasi ve diizenlenmesinin nasil gerceklestigi bilinmemektedir (Wu ve

ark 2009).

Filarial nematodlar ile Wolbachia arasindaki iliski hakkinda az bilgi
bulunmasina ragmen, Wolbachia’nin filarial hastaliklarin immunopatogenezinde de
onemli bir yeri oldugu diistiniilmektedir (Taylor ve ark 2001, Simén ve ark 2003, Hise
ve ark 2004, Kramer ve ark 2005a, 2005b). Dirofilariasisli hayvanlarda, Wolbachia ve
driinleri  muhtemelen  enfektif yetiskin  parazitlerin  ve  mikrofilerlerin

dejenerasyonunun bir sonucu olarak ve/veya bunlarin konak bagisiklik mekanizmalari
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tarafindan yok edilmesinin bir sonucu olarak salinmakta ve konagin bagisiklik
sistemine maruz kalmaktadir (Bandi ve ark 2001). Konak ve filarial parazit arasindaki
ilk bagisiklik etkilesimleri, dogustan gelen bir immun yanit kategorisi iginde
gerceklesmektedir. Bu tepkiler, istilact patojenlere kars1 ilk savunma hatt1 olup adaptif
immun yanut ile iligkili gen diizenlemeleri veya klonal genisleme gerektirmemektedir.
Kronik filarial enfeksiyon, filarial iiriinlere kars1 B— ve T-hiicre yanitlarinin
gelismesine neden olmaktadir (Cooper ve ark 2001, Steel ve Nutman 2003), ancak
Wolbachia'ya karst adaptif immun yanit heniiz belirlenmemistir. TLR (Tool Like
Receptor; Toll Benzeri Reseptor)’ler, omurgalilarda ve omurgasizlarda yiiksek oranda
korunan en az 10 transmembran protein ailesi olup LPS (Lipopolisakarit), PGN
(Progesteron) ve CpG (Citosin Phospho Guanin; Sitozin Fosfo Guanin) DNA gibi
korunmus PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern; Patojenle iliskili
Molekiiler Kalip)’lar1 saptayarak ilk savunma hattin1 temsil etmektedir (Takeuchi ve
Akira 2001). Spesifik antikorlarin iiretimini tetiklemenin yami sira, Wolbachia
molekiillerinin muhtemelen konagin dogustan gelen bagisiklik sistemi ile etkilesime
girdigi ve notrofilleri, makrofajlart ve T lenfositleri igeren inflamatuar reaksiyonlari
stirdiirerek filarial hastaliklarin patogenezinde rol oynadig: diistiniilmektedir. Taylor
ve ark (2000), B.malayi gelisim asamalarinin ekstraktlarinin, fare makrofajlari
tarafindan TNF (Tiimor Nekrozis Faktor) —a , IL (Interlokin) -1 ve NO (Nitrik Oksit)
iiretimini indiikledigini gostermistir. Bu inflamatuar sitokinler, karakteristik olarak
gram-negatif bakterilerin dis zarinin ana bileseni olan LPS yanit olarak makrofajlar
tarafindan tretilmektedir (Ulevitch ve Tobias 1999). Wolbachia icermeyen A.viteae
ekstraktlart kullanildiginda inflamatuar reaksiyonlarin gelismemesi, makrofaj

yanitlarinin Wolbachia’ya bagimliligini géstermektedir (Bandi ve ark 2001).

D.immitis’ler tarafindan salmman herhangi bir Wolbachia iiriinii dolagima
girerek viicutta dagilmaktadir. Bu bilesikler, akciger damar yapisini, karaciger ve
dalaktaki retikiilo-endotelyal sistemin elementlerini etkileyebilmekte ve sonunda
bobrekler tarafindan siiziilmektedirler. Boylece bu dort organ, wolbachial antijenlerin
yerlesimi ve lezyonlarin olusumu i¢in tercih edilen bolgeler olmaktadir. (Kozek 2005).
Nakagaki ve ark (1993), D.immitis ile enfeksiyon sonucu 6len kdpeklerin akcigerleri
disinda ¢esitli dokularinda, 6zellikle bobrek ve karaciger gibi mikrofilerlerin normalde

dolastig1 organlarda, yogun WSP boyanmasi gdzlemlemislerdir.
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WSP'ye kars1 Ig (immunoglobulin) G antikorlari, yalnizca deneysel veya dogal
olarak D.immitis ile enfekte kedilerden alinan serumlarda Western blot analizi ile
gosterilmistir. Enfekte olmayan kedilerden alinan serumlarda IgG tespit edilememistir;
bu da Wolbachia molekiillerine karsi spesifik bir bagisiklik tepkisine isaret etmektedir
(Bandi ve ark 2001). Tiim enfekte kopekler, agirlikli olarak IgG2 antikorlarinin tiretimi
ile WSP'ye spesifik bir hiimoral tepki gostermekte, bu da Th (T yardimci hiicre) —1
tipi bir bagisiklik tepkisine isaret etmektedir. Antikor seviyeleri, klinik hastalig1 olan
mikrofiler-pozitif kopeklerde en yiiksek, mikrofiler-negatif kopeklerde daha diisiik
titrelere sahip olma egilimindedir. WSP i¢in pozitif boyanan hiicreler hem
glomeriillerde hem de tiibiillerde goriilmiistiir (Kramer ve ark 2005b). Ayrica WSP,

kopek notrofil kemotaksisini ve IL—8 {iretimini uyarmaktadir (Bazzocchi ve ark 2003).

Morchén ve ark (2012), mikrofiler-pozitif kopeklerin negatif kdpeklere gore,
idrarda proteiniiri ve anti-Wolbachia 1gG degerlerinin ve bobrek kilcal damarlarinda
Wolbachia barindiran mikrofiler degerlerinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.
Konakta canli D.immitis bulunurken Wolbachia'min elimine edilmesinin, patoloji
iizerinde hi¢ veya cok az etkisi bulunmaktadir (Kramer ve ark 2008). Fakat adultusit
tedavi sonucu dlen parazitlerden salinan wolbachial iirlinlerin gelismis patolojiye yol
actig1 gosterilmis, bu da Wolbachia'min proinflamatuar oldugunu diisiindiirmektedir
(Morchon ve ark 2012). Ayrica D.immitis ile deneysel enfekte olan kedilerin
ivermektin tedavisi sonucu Wolbachia'ya karsi artan antikor titreleri gosterdigi
bildirilmis (Morchén ve ark 2004), bu da bagisiklik sisteminin Wolbachia ile
temasinin parazitin Olimiinlin ardindan meydana geldigini gostermektedir.
Mikrofilarisidal tedavi ile iliskili bobrek degisiklikleri, ivermektin ile tedavi edilen
D.immitis ile enfekte kopeklerde de gosterilmis ve bu durum, 6lii veya 6lmekte olan
mikrofilerlerin bobrek dokusu iizerinde sahip olabilecegi inflamatuar rolii

dogrulamaktadir (Morchén ve ark 2012).

1.8. Dirofilariasis’in Teshisi

Dirofilariasis’te teshis metotlar1 enfeksiyon varligini, hastaligin prognozunu,
tedavi protokoliinii ve tedavinin etkinligini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Hastaligin teshisi direkt teshis, serolojik teshis, molekiiler teshis ve goriintiileme
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metotlar1 olmak {izere 4 ana baslik altinda toplanabilir. Direkt, serolojik ve molekiiler
teshis metotlart i¢cin hayvanlardan alinan kan, plazma ve serum numuneleri
kullanilmaktadir. Serolojik ve molekiiler metotlar genellikle mikrofiler varlig i¢in
rutin testler yapildiktan sonra kullanilmalidir (Atwell 1988). Mikrofilaremi serolojik
sonuglar1 dogrulamakta, hastay1 bir enfeksiyon rezervuari olarak tanimlamaktadir.
Ozellikle endemik bolgelerde hayvanlar hem mikrofilerler hem de antijen yoniinden
test edilmeli ve herhangi bir tedaviye baglanmadan 6nce sonuglar dogrulanmalidir.
Negatif test sonuglari hastaligin kesinlikle olmadigini gostermemektedir. Bu durumda
testler tekrarlanmali veya farkli teshis metotlariyla desteklenmelidir. Ayrica su an
pozitif sonug veren bir test, aslinda 6nceden var olan bir enfeksiyonu belirtmektedir.
Bu durumun 6niine gegmek i¢in antijen ve mikrofiler testleri yilda 1 kez mutlaka
yapilmalidir. Pozitif sonuglarda tedavinin etkinligini belirleyebilmek amaciyla 6 ay

sonra testler tekrarlanmalidir (American Heartworm Society 2020).

1.8.1. Direkt Teshis Metotlar:

Direkt teshis metotlarinin prensibi konaktaki parazitlerin erigkin formlar1 ya da
gelisim formlarmmdan bir veya birkaginin goriilmesi esasina dayanmaktadir.
D.immitis’in erigkinleri direkt teshis metotlarindan nekropsi ile kalbin sag tarafinda
goriiliirken, mikrofilerleri dolasim kaninda bulunmakta ve parazitolojik teshisin
temelini olusturmaktadir. Dirofilariasis’in direkt teshisinde mikrofiler aranirken natif
kan muayenesi, siirme preparat metodu, modifiye Knott metodu, membran filtrasyon
metodu ve asit fosfotaz histokimyasal boyama metodu gibi metotlar kullanilmaktadir
(Atwell 1988, Yildirirm 2004, Giiglii 2006, Umur ve ark 2006). Mikrofiler teshisi
enfeksiyondan sonra en erken 5-6. aylarda miimkiin olup ¢esitli sebeplerle bu siire
uzayabilmektedir (American Heartworm Society 2020). Tek cinsiyet ile enfeksiyon,
diistik parazit yiikii, bagisiklik reaksiyonlari, gegmiste mikrofilarisidal aktiviteye sahip
ilag uygulamalar1 gibi nedenler D.immitis ile enfekte kopeklerin %20-30’unda
dolasimda mikrofiler eksikligine neden olabilmektedir (McCall ve ark 2008a). Bu
metotlar, gizli enfeksiyonlarda veya diisiik parazit yliklii enfeksiyonlarda yanlis negatif
sonu¢ vermeleri gibi dezavantajlara sahiptirler. Ayrica mikrofilerlerin kandaki
yogunlugu kanin alindigi saate ve sezona gore de degisebildigi goz Onilinde

bulundurulmalidir (Carlisle 1988).
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Natif kan muayenesi ile mikrofilerler canli ve hareketli olarak
goriilebilmektedir. Natif kan muayenesinde D.immitis mikrofilerleri sapik ve
gelisigiizel hareket ederken A.reconditum mikrofilerleri hizli ve ileri dogru hareket
etmektedirler. Kan almadan once 12-19 mg/kg dozda asetil kolin SC (subkutan;
derialt1) yolla verilerek mikrofilerlerin kanda yogunlagsmasini saglanmakta ve kan
alma islemi 6zellikle 16.00-18.00 saatleri arasinda tercih edildiginde mikrofilerlere
rastlama ihtimali artmaktadir. Enfeksiyonun gizli seyrettigi vakalarda yanlig negatif
sonug vermesi nedeniyle tan1 amagh tek basina kullanimi yeterli olmamakta ve etkenin
natif muayene ile teshisi her zaman objektif yanit vermemektedir (Atwell 1988, Umur
ve ark 2006, American Heartworm Society 2020). Siirme preparat metodu ise,
mikrofilerleri tespit edip boyamay1 saglamaktadir. Bu amagla giemsa, metilen blue,
eosin gibi ¢esitli boyalar kullanilmaktadir. Bu sayede mikrofilerlerin morfolojik

ozellikleri rahatlikla incelenebilmektedir. (Giiclii 2006).

Modifiye Knott metodu bir yogunlagtirma metodu olup mikrofilerler fikse
edilerek boyanmaktadir. Mikrofilerler fikse edildiginde dogru dlglimler
yapilabilmekte, bas sekli ve kuyruk 6zellikleri daha yakindan incelenebilmektedir.
D.immitis mikrofilerlerinde bas hafifce sivrilitken, D.repens ve A.reconditum
mikrofilerlerinde kiittiir. Bu testte fiksasyon i¢in %2 formolin kullanimi D.repens ve
A.reconditum mikrofilerlerinin kuyruk kisminda kavisli (‘semsiye’, ’diigme kancast’
kuyrugu) ve belirgin bir artefaka neden olurken D.immitis mikrofilerlerinin kuyrugu

diiz sekilde gézlenmektedir (Sloss ve ark 2012, Taylor ve ark 2016).

Membran filtrasyon metodu uygulamasi kolay ve pratik oldugu icin siklikla
tercih edilmektedir. Yabaneri (2014) membran filtrasyon metodunun, modifiye Knott
ve natif metoda kiyasla daha kolay ve zaman kazandiric1 oldugunu belirtmistir. Fakat
filtrasyon testlerindeki mikrofiler Ol¢iimleri esnasinda, filtre iizerindeki porlarin
mikrofilerlerin teshis i¢in Onemli viicut bolimlerini gizledigini, dolayisiyla
mikrofilerlerin Ol¢iilerini ve morfolojik yapilarni (bas, gévde boliimleri, kuyruk)
tespit edebilmek i¢in modifiye Knott metoduna goére daha fazla dezavantaja sahip

oldugunu gézlemlemistir (Yabaneri 2014).

Asit fostotaz histokimyasal boyama metodu, kanda bulunan mikrofilerlerin

ayirici teshisinde histokimyasal farkliliklarini ortaya ¢ikararak yardimer olmaktadir.
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Bu metodun prensibi, mikrofilerlerin dis ylizeyindeki enzim bulunan bdlgelerin,
kirmizi-kahverengi azo boyasi ile tiirlere gore farkli bant veya nokta seklinde
boyanmasi esasina dayanmaktadir. (Peribanez ve ark 2001). D.immitis’te kirmizi renk
olusumu hem anal delikte hem de bosaltim deliginde gézlemlenirken, D.repens’te
sadece anal delikte, A.reconditum’da ise viicudun yaygin boliimlerinde renk degisimi

goriilmektedir. (Umur ve ark 2006).

1.8.2. Serolojik Teshis Metotlar:

Serolojik teshis metotlar1 ile viicutta parazitin antijenik ozellige sahip
ekskresyon ve sekresyonlart veya bunlara karst olusan antikorlar tespit
edilebilmektedir. D.immitis’in serolojik teshisinde LAT (Latex Agglutination Test;
Lateks Agliitinasyon Testi), IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test; Indirekt
Floresan Antikor Testi), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Enzim Baglh
Immiinolojik Yéntem) ve hizli tani testleri kullamlmaktadir (Collins ve ark 1987,
Atwell 1988, Snyder ve ark 2000, McCall ve ark 2008b, Traversa ve ark 2010, Ozcel
ve ark 2011, Zeyrek ve Erdogan 2011).

LAT, serumda D.immitis antijenlerinin tespiti i¢in diger serolojik metotlarla
kiyaslandiginda daha verimli olmakta fakat diisiik parazit yiikiine sahip vakalarda
basarisiz olmaktadir (Collins ve ark 1987). Wong ve Suter (1979), 6lmiis mikrofilerleri
antijen olarak kullanan IFAT ile D.immitis’e karst olusan spesifik antikorlarin
saptanmasi i¢in giivenilir testler gelistirmeye calismislardir. Immiin sistem aracili gizli
dirofilariasis vakalarinda %80-95 oraninda IgG antikorlarini tespit edebildigi igin
etkili bir metot olarak kabul edilmektedir. Fakat gizli enfeksiyon olup olmadigi ya da
gizli enfeksiyonun nedeni Onceden bilinemedigi i¢cin yaygin bir kullanim alam

bulunmamaktadir (Atwell 1988, Ozcel ve ark 2011).

ELISA, siipheli materyalden antijen ya da antikor tespit etmek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Antijen testlerinin antikor testlerine oranla daha yiiksek spesifiteye
sahip oldugu, fakat D.repens ile ¢apraz reaksiyon riski oldugu belirtilmektedir. Song
ve ark (2002) tarafindan D.immitis ile Trichuris vulpis ve Ancylostoma caninum

arasinda capraz—reaksiyon tespit edilememis, fakat D.immitis ile Toxocara canis
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arasinda giiclii bir ¢apraz—reaksiyon belirlenmis olup bu durumun parazitin somatik
yapilarindaki antijenik epitoplara bagli olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(Song ve ark 2002). Giiniimiizde ELISA antijen testleri siklikla tercih edilmektedir.
Eriskin disi parazit varliginda %100 spesifiteye ulasan bu testler, diigiik parazit ytikii
veya antijen diizeylerinde degisken sensitivite gostermektedir (Atkins 2003, Courtney
ve Zeng 2001, Lee ve ark 2011). ELISA ile antikor tespiti, 6zellikle kedilerin az sayida
parazit ile enfekte olmalari nedeniyle ya da hayvanlarin sadece erkek parazitlerle
enfekte olmalar1 durumunda tercih edilebilmektedir. Fakat antikor tespiti, hayvanin
test yapildig1 anda enfekte oldugunu gdstermemekte, hayvanin daha 6nce enfekte
olmus ve etkeni elimine edebilmis oldugu anlamina da gelebilmektedir (Snyder ve ark
2000). Yapilan bir ¢alismada antijen-pozitif kedilerin %20’den fazlas1 antikor-negatif
sonu¢ vermistir (Kalkstein ve ark 2000). Tespit edilen antikorlar, L3 veya L4’lerin
erken gocline yanit olarak konak tarafindan firetildigi i¢in, kedilerin yaklasik
%50'sinde basaril1 bir deneysel enfeksiyondan 2 ila 3 ay sonra pozitif titreler tespit
edilebilmekte ve 5 ay boyunca pozitif titre gozlenebilmektedir. Ayrica caligmalar
konak antikorunun 4-6 ayda negatif titreye doniistiigiinii géstermektedir (McCall ve

ark 1995, McTier ve ark 1995, Ryan ve ark 1995).

Hizli tani testleri genellikle disi parazitlerin sekresyonlarimi saptamay1
amaglamaktadir (Courtney ve Cornell 1990, McCall ve ark 2008b, Traversa ve ark
2010, Traversa ve ark 2011). Bu testlerin sensitivitesi disi parazit varligi, sayisi ve yasi
ile iligkili olmaktadir. D.immitis i¢in mikrotitre plate ELISA, membran bound ELISA
ve lateral flow immiinokromatografik hizl tani testleri mevcuttur (Little ve ark 2014).
Mikrotitre plakali ELISA en hassasi olarak kabul edilmektedir. Tek yetiskin disi
parazitle enfekte olan kopeklerin %85,7’sinde ve en az 3 yetiskin disi parazitle enfekte
kopeklerin =~ %100‘linde  antijeni  tespit  edebilmektedir.  Lateral flow
immunokromatografik ve membran bound ELISA’larin bircogu da iyi bir hassasiyet
gostermektedir. Tek yetigkin disi parazitle enfekte olan kopeklerin %46—76,2'sinde ve
en az 3 yetigkin disi parazitle enfekte kopeklerin %84—100’iinde antijeni tespit
edebilmektedir (McCall ve ark 2001a). Farkli sensitivitelere sahip hizli tani testleri ile
D.immitis ile Spirocerca lupi arasinda ¢apraz-reaksiyon belirlenememis (Aroch ve ark
2015) fakat D.immitis ile Angiostrongylus vasorum arasinda %25 oraninda capraz-

reaksiyon riski bulunmustur (Schnyder ve Deplazes 2012).
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Ayrica antijen testleri, adultusidal aktiviteye sahip tedavinin etkinligini
dogrulamanin en giivenilir yollarindan biri olarak kabul edilmektedir. Antijen
testlerinin tek basma kullanilmasi tedavinin bagarili oldugunu kesin kanitlamamakla
birlikte, tedaviden 6 ay sonra tekrarlanan testler ile antijenemi ve mikrofilaremi tespit
edilememesi tedavinin basarili oldugu anlamina gelmektedir (Maxwell ve ark 2014,
American Heartworm Society 2020). Mikrofiler pozitif vakalarda, eriskin parazitlerin
de bulunmasi ve dolayisiyla paraziter antijenin tespit edilebilir olmas1 gerektigi
diistiniilmektedir. Fakat bazen mikrofiler pozitif numunelerde antijen testleri negatif
sonug verebilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda; mikrofilerlerin kalicilig fakat
yetiskin parazitlerin 6liimii, mikrofilaremik kanin transfiizyonu veya plasental yolla
yavrulara aktarim yer almaktadir (Underwood ve Harwood 1939, Todd ve Howland
1983). Bunlara ek olarak, antijenler dolasim kaninda immun kompleksler icinde
bulunabilirler. Bu immun kompleksleri bozmak i¢in serum veya plazma numunelerini
1s1l On isleme tabi tutmak ve testi tekrarlamak, yanlis negatif sonucu dogru pozitife
cevirmeyi saglayabilmektedir (Little ve ark 2014, Velasquez ve ark 2014). Ayrica son
caligmalar, enfekte bir kdpege koruyucu ila¢ ve doksisiklin uygulanmasinin antijen
tespitine miidahale ettigini gdstermekte, ancak bu yanlis negatif sonuglar, numunelerin
11l On isleme tabi tutulmasiyla tersine ¢evrilebilmektedir (Drake ve ark 2015). Fakat
sadece erkek parazitlerden kaynakli enfeksiyonlarda 1sil 6n islem uygulanmasinin,
antijenin saptanmasi iizerindeki etkisi bildirilmemistir, bu tiir enfeksiyonlar nadir ve
klinik olarak 6nemsiz olarak kabul edilmektedir (Little ve ark 2018). Bunlara ek
olarak rutin tarama testlerinde 1s1l 6n islem Onerilmemektedir (American Heartworm
Society 2020). Duyarliligt %85-90 olan bir antijen testinin, uygulamada
enfeksiyonlarin yaklasik %10—-15'ini kagirmasi1 beklenmektedir; fakat giiven araliklar
dahil edildiginde, kagirilan potansiyel enfeksiyonlarin araligr daha genis olmaktadir

(Little ve ark 2018).

1.8.3. Molekiiler Teshis Metotlar:

Son konak ve vektor sivrisineklerde filarial gen materyallerini saptamak i¢in
PCR bazli molekiiler metotlar gelistirilmistir. Mikrofilaremi goriilen hayvanlarda
PCR, Nested PCR ve qPCR gibi molekiiler teshis metotlari ile filarial enfeksiyonlarin

kesin teshisi saglanmakta ve mikroskobik teshis metotlar ile ortaya ¢ikabilecek hatali
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identifikasyonlarin 6niine gecilebilmektedir (Casiraghi ve ark 2006, Thanchomnang
ve ark 2010). Molekiiler tanida D.immitis’in identifikasyonu ig¢in siklikla coxl
(Cytochrome C Oxidase Subunit I), 12S rDNA, 16S rDNA, ITS-1 ve ITS-2 (Internal
Transcribed Spacer 1 ve 2) hedef gen bolgeleri kullanilmaktadir (Rishniw ve ark 2006,
Rojas ve ark 2015). Ferreira ve ark (2017), ITS—1 geni ile %9,3ve ITS-2 geniile %13,7
oraninda D.immitis tespit etmiglerdir. Calismanin sonucunda D.immitis ve
A.reconditum ile miks enfeksiyonlarda, ITS-2 gen bélgesinin ITS—1’e gore daha

yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugunu bildirmislerdir (Ferreira ve ark 2017).

Nested PCR, test reaksiyonunun duyarliligimi ve 6zgiilliigiinii artirmak i¢in
tasarlanmig bir PCR modifikasyonudur. (Bigkin ve ark 2011). Oi ve ark (2015) dogal
enfekte kopeklerden alinan numunelere nested PCR uygulamis ve cfDNA (cell-free
DNA; Hiicre Disi Mitokondriyal DNA)’nin yetiskin disi parazitler tarafindan
iiretildigini tespit etmiglerdir. Ayrica bu calisma konak serumundan mitokondriyal
DNA saptanmasina dair bilinen ilk rapordur (Oi ve ark 2015). Hem PCR hem de
fragman analizini birlestiren hassas ve floresan bazli qPCR teknigi gelistirilmistir. Bu
teknik floresan isaretli boya ve problar kullanilarak hedef gen bdlgesinin
cogaltilmasini gorlinlir hale getirmekte ve monitdrize etmekte, ayrica birden fazla
sayida etkeni kantitatif bir sekilde es zamanli olarak tespit edebilmesiyle parazitolojide
kullanim alan1 bulmaktadir (Von Samson-Himmelstjerna ve ark 2002, Roeber ve ark
2011). Dirofilariasis olgularinda qPCR metodu %0,000083 oranindaki parazitemiyi
teshis edebilmektedir (Casiraghi ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006). Bu PCR teknigi
hem parazitleri hem de paraziter hastaliklar1 tanimlamak ve parazit seviyelerini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Zarlenga ve Higgins 2001). Potkonjak ve ark (2020),
qPCR’1n diisiik mikrofilaremilerde bile yliksek sensitiviteye sahip oldugunu fakat gizli
enfeksiyonlar1 kagirilabilecegini bildirmistir. Birden fazla etkeni qPCR analizi ile
teshis etmek de miimkiin olup bu amagla multipleks qPCR kullanan Laidoudi ve ark
(2020), bu metodun %99,3 ile %100 arasinda spesifiteye sahip oldugu, sensitivite
oranini ise koenfeksiyon varligina gore %62,5 ile %94,1 araliginda degisebilecegini

bildirmislerdir.

26



1.8.4. Goriintiileme Metotlar:

Dirofilariasis teshisinde tan1 veya taniya yardimct olmasi amaciyla
goriintiileme metotlar1 de kullanilabilmektedir. Bu amacgla radyografi, EKG
(Elektrokardiyografi) ve EKO (Ekokardiyografi) tercih edilmektedir (Atwell 1988,
Carlisle 1988).

Radyografi, Dirofilariasis’in varligin1 ve siddetini belirlemek i¢in 6nemli bir
teknolojidir. Klinik vakalarda en sik goriilen bulgular, kalbin sag tarafinda ters D
seklinde genisleme (135 kopegin %72'si), pulmoner arter segmentinin genislemesi
(%71) ve pulmoner arter dallarin genislemesi seklindedir (%54). Hem klinik hem de
deneysel vakalarda yetiskin parazitlerin varligimi ve yerini, kalp ve pulmoner lober
arterlerin seklini/boyutunu gostermek icin anjiyokardiyografi veya arteriyografi
kullanilmasi1 daha uygundur (Carlisle 1988). EKG’nin Dirofilarisis’in tanisi i¢in
zorunlu olmadigi, ancak kopekte hastalik varsa ve sag ventrikiiler hipertrofiyi
diisiindiiren EKG modelinde degisiklikler de mevcutsa, o zaman teshisi destekledigi
ve prognostik oldugu vurgulanmaktadir (Atwell 1988). EKO, 6zellikle hafif enfekte
kopeklerde kesin teshis icin etkili ve yeterli bir metot degildir, ¢iinkii parazitler
genellikle ekokardiyografik goriis alaninin disinda pulmoner arterlerin periferik dallari
ile sinirlidir. Cok sayida parazit bulundugunda, ana pulmoner arterde, sag ve proksimal
sol interlobar dallarda veya kalbin sag tarafinda kolayca goriintiilenebilmektedir

(American Heartworm Society 2020).

1.9. Dirofilariasis’in Tedavisi

Dirofilariasis tedavisinde mikrofilarisit (mikrofilerleri 6ldiiren) ve adultusit
(yetigkin parazitleri oldiiren) etkili olmak iizere 2 asamali tedavi uygulanmalidir.
Sadece adultusit aktivitiye sahip ila¢ kullanimi gelismekte olan larvalar iizerine etkisiz
olacagi i¢in tedavide tam anlamiyla basar1 saglanamamaktadir. Gelismekte olan bu
larvalar gelisimlerini tamamlayip mikrofiler iiretmeye baslamaktadir. Bu nedenle hem
erigkinleri hem de mikrofilerleri 6ldiirmek, siirekli tekrarlayan enfeksiyonlar
engellemeyi saglamaktadir (American Heartworm Society 2020). Bu amagla USFDA
(US Food and Drug Administration; ABD Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan adultusit
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etkili melarsomin ve mikrofilarisit etkili ML (Makrosiklik Lakton)’larin kullanilmasi
onerilmektedir. Siddetli klinik bulgulara sahip kdpekler adultusit tedaviye baglamadan
once stabilize edilmelidir ki bu da glukokortikosteroidler, ditiretikler, vazodilatatorler,
pozitif inotropik ajanlar ve sivi tedavisi uygulamalarini gerektirebilmektedir
(American Heartworm Society 2020). Ayrica azalan anti-inflamatuar dozlarda
glukokortikosteroidlerin kullanimi, pulmoner tromboembolinin klinik belirtilerinin

kontroliine yardimc1 olmaktadir (Atwell ve Tarish 1995).

Gilinlimiizde levamizol gibi mikrofilarisidal etkinligi zayif (Dik ve ark 1992)
ilaglar yerine ML simift ilaglar (ivermektin, milbemisin oksim, moksidektin,
selamektin) duyarli larvalar1 oldiirmek i¢in kopeklerin immiin sistemi ile uyumlu
caligmaktadir (Moreno ve ark 2010, Vatta ve ark 2014). Prekardiyak (go¢ eden)
larvalar lizerindeki filarisidal etkileri, ¢ok diisiik dozlarda ve kisa araliklarla ya da uzun
stireler boyunca ve kiiciik miktarlarin siirekli salinmasiyla elde edilebildiginden,
miikemmel terapotik/toksik oranlara sahiptirler (Wolstenholme ve ark 2015, Prichard
ve Geary 2019). ML’larin etkinligi, 4 hafta boyunca eszamanl doksisiklin kullanimi
ile de giiglendirilebilmektedir. Bu uygulama, tedavinin ilk 60 giinii boyunca gelisen

tiim larvalar1 ortadan kaldirmaktadir (American Heartworm Society 2020).

Melarsomin dihidroklorid ile adultusit tedavisinde kullanilan 2 protokol
mevcuttur. {lkinde melarsomin (2,5 mg/kg) 24 saat arayla 2 enjeksiyon uygulanmakta
ve eriskin parazitlerin %90’ dldiirmede basarili olmaktadir. ikinci protokolde ise
melarsomin (2,5 mg/kg) 0 (ilk melarsomin enjeksiyonu), 30, 31. giinlerde olmak iizere
3 doz seklinde uygulanmakta ve erigkin parazitleri 6ldliirmedeki basari orani %98
olmaktadir (Keister ve ark 1992, Vezzoni ve ark 1992). Képegin tedavi sirasinda ve
son melarsomin uygulamasindan sonra 6—8 hafta boyunca yiiksek aktivite gostermesi,
adultusit tedavi sonrasi komplikasyonlara neden olabilecegi i¢in kdpegin hareket
alanin1 kisitlamak gereklidir (Dillon ve ark 1995, Fukami ve ark 1998). Bir adultusit
tedavisi sirasinda Oldiiriilen parazitlerin sayis1 ne kadar fazla olursa, obstriiktif ve
inflamatuar patoloji potansiyeli o kadar dnemli olmaktadir (Venco ve ark 2004). AHS
(American Heartworm Society), acil klinik miidahale gerekmedigi siirece, adultusit
tedaviye baslamadan once 3 aya kadar ML uygulamalarini 6nermektedir. Bu
uygulamanin mantigi, duyarhh larvalar1 oldiirmek ve bdylece re-enfeksiyonlari

onlemek, gen¢ parazitlerin duyarli hale gelmesi i¢in zaman saglamaktir. Bu sayede
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mikrofilerleri ortadan kaldiramasa bile, disilerin genital sistemine zarar vermesi
nedeniyle parazit yeni mikrofiler olusturamamaktadir (American Heartworm Society
2020). Ayrica caligmalar, melarsomin enjeksiyonlarindan Once ivermectin ve
doksisiklin ile tedavi edilen deneysel enfekte kopeklerin, parazitlerin 6liimii ile iliskili
daha az pulmoner patolojiye sahip oldugunu gostermektedir (McCall ve ark 2008a,
Kramer ve ark 2011).

ML’larin  adultisidal aktivitesini arastiran caligmalar; aylik profilaktik
ivermektin dozlarinin (minimum 6 pg/kg), deneysel enfekte kopeklerde 36 ayda etkeni
elimine edebilecegini (McCall ve ark 2001b) ve dogal enfekte kopeklerde iki yilda
antijenemide %71 oraninda diisiis olabilecegini belirtmislerdir (Venco ve ark 2004).
ML lar ile sinerjik calisan tetrasiklin grubu antibiyotiklerin adultisidal aktivitesini
inceleyen caligmalar; haftalik profilaktik ivermektin dozlar1 (6 pg/kg) ile uzun siireli
doksisiklin (10 mg/kg) kullaniminin parazitemide %78 oraninda diislis (Bazzocchi ve
ark 2008), ivermektin (6 pg/kg) ile doksisiklinin (10 mg/kg) parazitemide %72,7
oraninda diisiis (Grandi ve ark 2010), moksidektin (1 mg/kg) ile doksisiklinin (10
mg/kg) 10 ayda yetiskin parazitleri elimine edebildigini belirtmislerdir
(Chandrashekar ve ark 2014). Doksisiklin (10 mg/kg), imidakloprid %10 + moxidektin
%2,5 kombinasyonu ile kullanildiginda 9 ayda antijenemiyi sifirladig1 belirtilmistir
(Genchi ve ark 2019). Ayrica, doksisiklin + ivermektin kombinasyonu sadece
ivermektin uygulamasindan daha hizli adultusit aktivite saglamakta (Bazzocchi ve ark
2008), doksisiklin + moksidektin kombinasyonunun tedavi etkinligi, melarsomine
esdeger olup tedavi daha az komplikasyon ile sonuclanmaktadir (Chandrashekar ve

ark 2014, Genchi ve ark 2019).

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerden doksisiklin, parazitin tiim yasam
evrelerinde Wolbachia sayisinin azalmasini saglamaktadir (American Heartworm
Society 2020). D.immitis ile deneysel enfeksiyonu takip eden birinci veya ikinci ay
boyunca doksisiklin uygulamasi L3 ve L4’ler iizerinde oliimciil etkiye sahip
olmaktadir (McCall ve ark 2011). Ek olarak, eriskin parazitle enfekte kopeklerde,
doksisiklin uygulamalar1 kademeli olarak mikrofilaremiyi bastirmaktadir (Bazzocchi
ve ark 2008, McCall ve ark 2008a). Doksisiklin (10 mg/kg) 4 hafta boyunca giinde 2
uygulanmalidir (Bandi ve ark 1999, Kramer ve ark 2011). Doksisiklin ile melarsomin

uygulamalar1 arasinda bir aylik bekleme siiresi onerilmektedir. Bu sayede adultusit
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tedavi oncesinde WSP ve diger metabolitlerin azalmasi, ayrica Wolbachia elimine
edildikten sonra parazitlerin kendiliginden 6lmeleri i¢in zaman taninmis olmaktadir
(American Heartworm Society 2020). D.immitis enfeksiyonlarinda, doksisiklin
uygulamasini takiben en az 12 ay boyunca Wolbachia sayisinin disiik kaldigi
goriilmektedir (Rossi ve ark 2010).  Doksisiklin, ivermektin ile kombine
kullanildiginda Wolbachia titrelerini tek basina doksisiklin uygulamasina gore daha

etkili bir sekilde diisiirmektedir (Bazzocchi ve ark 2008).

1.10. Dirofilariasis’te Korunma ve Kontrol

Hastaliktan korunma, son konak olan kopeklerin korunmasi ve vektor

sivrisinek kontrolii olarak 2 kisimda uygulanabilmektedir.

Kopeklerin korunmasinda en etkili ve giivenli ila¢g grubu olarak ML’lar
onerilmektedir. i1k antiparaziter uygulama yapilan yavru kdpeklere 6 ay sonra bir test
yapildiktan sonra tekrar uygulama yapilmali, daha sonra yilda 1 kez test ve sonrasinda
koruyucu uygulama tekrarlanmalidir. 7 ay ve daha biiylik yastaki kdpeklerde ise
koruyucu uygulamalara baslamadan once antijen ve mikrofiler testleri yapilmalidir
(American Heartworm Society 2020). ML kullaniminda oral, topikal ve parenteral
olmak iizere 3 yol izlenebilmektedir. PO (Oral) kullanimda ivermektin ve milbemisin
oksim 30 giin siireli koruma saglamaktadir. Endeminin yiiksek oldugu bolgelerde yil
boyu kullanim 6nerilmektedir. Topikal kullanim i¢in moksidektin ve selamektinin sivi
formlar1 bulunmakta ve 30 giin siireyle koruyuculuk saglamaktadir. Parenteral (SC)
uygulamada yavas salinim formiilasyonuna sahip moksidektin preparatlarinin 6 ay
koruyuculugu bulunmaktadir. Maksimum koruma i¢in 6 ayda bir uygulamanin
tekrarlanmas1  Onerilmektedir (American Heartworm Society 2020). Repellent
(kovucu) kullanim1 da enfeksiyonun yayiliminmi azaltan uygulamalardan biri olup
kopeklerde %95 oraninda yiiksek etki sagladigi gozlemlenmistir (McCall ve ark
2017a). Topikal bir sivrisinek kovucu veya ektoparaziter uygulama ile eszamanl
olarak ML 6nleyici kullanimi, direngli ve duyarli parazitlere kars1 daha etkili koruma

saglayabilmektedir (McCall ve ark 2017b, American Heartworm Society 2020).
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Sivrisinek miicadelesi, sivrisineklerin gelisim formlarmma karsi fiziksel,
kimyasal ve biyolojik metotlarla yapilmaktadir. Fiziksel miicadelede, sivrisineklerin
ireme ortamlar1 olan su birikintileri kurutulmaya ve/veya 1slah edilmeye
calisiimaktadir. Kimyasal miicadelede, sivrisineklerin lireme yerleri periyodik olarak
insektisitlerle ilaglanmaktadir. Larva ve pupalarinin gelisimlerini engellemek amaciyla
IGR (Insect Growth Regulator; Bocek Gelisim Diizenleyici)’ler kullanilmaktadir. Bu
insektisitler kitin sentezi inhibitorii olarak larva miicadelesinde kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de bu amagla kullanilmak iizere piyasada bulunan Triflumuron ve
Diflubenzuron etken maddelerine sahip insektisitler mevcuttur. Ayrica larva ve ergin
sivrisineklere karsi sentetik pretroidli insektisitler, ireme ve saklanma yerlerine
uygulanabilmektedir. Bu amagla siklikla deltamethrine, cyflutrin ve cypermethrin
etken maddelerine sahip insektisitler, sicak sisleme veya ULV (Ultra Low Volume;
Diisiik Hacim) yontemleriyle kullanilmaktadir. Biyolojik miicadelede, larvalarla
beslenen Gambusia ve Poecilia cinslerindeki baliklar durgun su ve goletlerde
yetistirilerek, olusacak sivrisinek sayis1 azaltilmaya ¢alisilmalidir. Larvalarla biyolojik
miicadele amaciyla Bacillus thuringiensis (Bt—14 susu) ve Bacillus sphaericus gibi
baz1 bakteri tiirleri, Culicinomyces ve Coelomomyces cinslerindeki baz1 mantarlar ve

entomopatojenik nematodlar (mermithid nematodlar) kullanilabilmektedir (Dik 2015).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasi, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan 06.10.2022 tarihli ve 65202830-050.04.04-684 sayili izin (Bkz.
EK-A) ile yapilmustir.

2.1. Calismanin Orneklemine iliskin Istatistiksel Analiz

Hayvan sayisinin belirlenmesinde yapilan gii¢ analizi sonucu arastirma igin
giiven diizeyi %95 oldugunda kabul edilebilir 6rneklem sayis1 yaklasik 96 olarak
hesaplanmistir. Buna gore Sivas’tan 102, Tokat’tan 98 kdpegin ¢alismada kullanilacak
materyal sayisini karsiladigir belirlenmistir. Hesaplamada elde edilen 6rneklem
biliyiikligii minimum O&rneklem biiyiikliigii olup kullanilan formiiller asagida

verilmistir.

[Giliven diizeyine karsilik gelen tablo degeri (z=1,96); evrende gbzlenme orant
(p=0,5) (Bu oran bilinmedigi durumlarda en yiiksek degeri veren 0,5 olarak alinmistir),

Kabul edilebilir sapma toleransi (d=0,1), n: 6rneklem biiyiikligii. ]

z2xpx(1—-p) (1,96)?>%0,5x%0,5
Ng = = ~ 96
d? (0,1)2

2.2. Calisma Alam ve incelenen Hayvan Sayisi

Tez calismasinin materyal temini i¢in segilen Sivas ve Tokat illeri farkl
cografik bolgelerde yer almalarina ragmen sehir merkezlerinde akarsu bulunmaktadir.
Bu da vektor sivrisinek gelisimi ve dirofilariasisin yayilimi i¢in ortam hazirlamaktadir.
Materyal temini, mikrofilerlerin sezonsal olarak dolasim kanindaki yogunlugunun
degisimi ve g¢evre sicakligina bagli olarak ilkbahar ve yaz aylarinda kanda
mikrofilerlere rastlama ihtimalinin daha fazla olmasi nedeniyle Mayis—Eyliil 2022
tarihleri arasinda yapilmistir. Ayrica parazitin nokturnal-subperiodik periodisiteye

sahip olmasi nedeni ile kan alma islemi 16.00-18.00 saat araligi dikkate alinarak
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yapilmistir. Bu amagla, Sivas Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Hastanesi Klinikleri’ne Sivas ve Tokat illerinden gelen farkl irk, yas ve cinsiyetlerde
rastgele segilen sahipsiz 200 (Sivas’tan 102, Tokat’tan 98) adet kopekten alinan kan
ornekleri kullanilmistir. Calismada kan ornekleri alinan kdpeklerin 1rklariin
cinsiyetlere gore dagilimi Tablo 2.1.de, yaslarmin cinsiyetlere gore dagilimi Tablo

2.2.de verilmistir.

Tablo 2.1. Sivas ve Tokat illerindeki kdpek irklarinin cinsiyetlere gore dagilimu.

SIVAS TOKAT

KOPEK CINSI Disi ERKEK DiSi ERKEK
Kangal 8 17 2 3
Kafkas Kangali - 1 - -
Akbas 1 - - -
Aksaray Malaklis1 - 1 - -
Alman Coban Kurdu 2 2 2 3
Huski - 1 - -
Golden Retriever - 1 2 1
Labrador Retriever - - - 1
Cocker Spaniel - - 1 -
Terrier - - 1 -
Border Collie 1 - - -
Dachshund 1 - - -
Ingiliz Pointer - - 1 1
Dogo Argentino 1 - - 2
Pitbull - - 7 1
Tiger Pitbull - - - 3
Boxer - - 1 -
Melez 37 28 26 40
TOPLAM 51 51 43 55

Tablo 2.2. Sivas ve Tokat illerindeki kdpeklerin yaslarinin cinsiyetlere gore dagilimi.

SIVAS TOKAT
YAS  DiSi ERKEK TOPLAM  DiSi ERKEK TOPLAM
1-3 15 15 30 16 25 41
4-6 28 26 54 19 26 45
7+ 8 10 18 6 6 12
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2.3. Kan alma, Laboratuvar Uygulamalar1 ve Mikroskobik Muayene

Calisma icin kopeklerin sefalik ven (vena cephalica antebrachii)’inden, bolge
alkol ile temizlendikten sonra, kan alma holderi ve ignesi ile antikoagulant madde
(EDTA) igeren tiiplere kan alinmistir. Biitiin kopeklerin 1rki, yasi, cinsiyeti ve klinik
bulgular1 (varsa) not edilmistir. Laboratuvar uygulamalar1 ve mikroskobik muayene,
SCU Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Alman
kanlar, kan karistiricida bir siire karigtirildiktan sonra natif muayene ve Modifiye Knott
metotlar1 ile mikroskobik olarak incelenmistir. Daha sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek plazma ve sekilli elemanlar birbirinden ayrilmis, plazma ve tam kanlar
ependorf (1,5 ml) tiiplere alimarak genomik DNA izolasyonuna kadar -20°C’de

saklanmistir.

Mikroskobik muayenede kullanilan ekipmanlar
o Santrifiij (Hettich)

o Isik mikroskobu (Zeiss)

o Derin dondurucu -20°C (Argelik)

Mikroskobik muayenede kullanilan kimyasallar

e Formaldehit %37 (Stabilizasyon min. %10 Methanol) 1 It (Tekkim)
e Metilen Blue (Alkoldeki Doymus C6z.) 500 ml (Norateks)

2.3.1. Natif Muayenenin Yapihis1

Natif muayene i¢in lam iizerine EDTA’l1 tiipten aliman birka¢ damla kan
iizerine fizyolojik su damlatip karistirildiktan sonra {izerine lamel kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlar Zeiss marka 11k mikroskobu altinda, canli ve hareketli

mikrofilerler yoniinden incelenmistir.
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2.3.2.Modifiye Knott Metodunun Yapilis1

EDTA’l1 tiipten, baska bir tiipe 1 ml kan alinarak {izerine 9 ml %2’lik formol
ilave edilmis ve iyice karigtirllmistir. Bu karigim 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Dipte 1-2,5 ml sediment kalacak sekilde iistteki sivi kisim dokiilmiis ve sedimentin
iizerine birka¢ damla %0,1’lik metilen blue damlatilarak iyice karistirilmistir. Bu
karisimdan lam {izerine birka¢ damla alinarak {izerine lamel kapatilmis (Sekil 2.1.) ve
Zeiss marka 151k mikroskobunda mikrofilerler yoniinden incelenmistir. Bu sayede

mikrofilerler fikse edilip ve boyanmaktadir.

Sekil 2.1. Modifiye Knott metodu ile hazirlanan preparat goriintiisii.

2.4. Molekiiler Analizler

2.4.1. Genomik DNA Izolasyonunun Yapihsi

Genomik DNA izolasyonunda kullamlan ekipman ve kimyasallar

. Roche High Pure PCR Template Preparation Kit
. Otomatik pipet

. Filtreli pipet ucu 10 pl

. Filtreli pipet ucu 100 pl

. Filtreli pipet ucu 1000 pl

. Steril ependorf tiipleri

. Isopropanol (Merck)

. Santrifiij (Hettich)

. Inkiibator
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Roche High Pure PCR Template Preparation Kit ile DNA izolasyonu asamalari;

o 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine; 200 pl tam kan numunesi, 200 pl
binding buffer ve 40 pl ¢odzdiiriilmiis Proteinaz K soliisyonu eklendi ve hemen
karistirilarak +70°C’de 10 dk inkiibe edildi.

o Ardindan 100 pl isopropanol eklenerek iyice karistirildi.

o High Pure Filtre tiipleri ile toplama tiipleri birlestirildi.

o S1vi numune, filtre tlipiliniin tist tampon haznesine pipetlendi. Tiim High Pure
tiip diizenegi 8.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

o Santrifiijden sonra; filtre tlipleri toplama tiiplerinden ¢ikarilarak toplama tiipii
ve icerisinde bulunan siv1 atildi.

o Filtre tiipleri yeni toplama tiipleri ile birlestirildi. Filtre tiipiiniin {ist haznesine
500 pl Inhibitor Removal Buffer eklenerek 8.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

o Filtre tiipleri toplama tiiplerinden g¢ikarilarak toplama tlipii ve igerisinde
bulunan siv1 atild1.

o Filtre tlipleri yeni toplama tiipleri ile birlestirildi. Filtre tiipiiniin {ist haznesine
500 pl Wash Buffer eklenerek 8.000xg’de 1 dk santrifiij edilerek altta kalan kisim
atildr.

o Filtre tlipleri yeni toplama tiipleri ile birlestirildi. Filtre tiipiiniin {ist haznesine
500 pl Wash Buffer eklenerek 8.000xg’de 1 dk santrifiij edilerek altta kalan kisim
atildr.

o Daha sonra tiim High Pure diizenegi 10 saniye boyunca tam hizda santrifiij
edilerek toplama tiipii atildi. Bu ek santrifiijleme adimi, kalan Yikama Tamponunu
gidermektedir.

o DNA'y1 ayristirmak igin; filtre tlipli temiz, steril 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij
tiipline yerlestirildi.

J Filtre tiipiiniin iist haznesine 50 pl Elution Buffer (+70°C) ekleyerek
8.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

J Tekrar filtre tlipliniin st haznesine 50 pl Elution Buffer (+70°C) ekleyerek
8.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

o Mikrosantrifiij tiipii izole edilen DNA'y1 igerir.
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DNA’y1 filtreden mikrosantrifiij tiipiine toplama agamasinda protokolde
belirtilen tek seferde 200 pl yerine, 2 seferde 50 pl (toplam 100 pl) Elution Buffer
soliisyonu kullanilarak daha yogun oranda DNA elde edilmistir. Bu nedenle ihtiyag
olabilecegi diisiiniilerek filtre tiipleri parafin bant ile sarilarak -20°C’de saklanmuistir.
Mikrosantrifiij tiiplerine ayristirilan DNA, qPCR uygulamasina kadar -20°C’ye
kaldirilmistir.

2.4.2. D.immitis ve Wolbachia Endosimbiyontunun qPCR Analizleri

qPCR uygulamalarinda kullanilan ekipmanlar

o CFX Connect Real-time Systems qPCR cihaz1 (Sekil 2.4. (A))
o Roche LightCycler 96 qPCR cihaz1 (Sekil 2.4. (B))

o Otomatik pipet

. Filtreli pipet ucu 10 pl

. Filtreli pipet ucu 100 pl

. Filtreli pipet ucu 1000 pl

o Steril ependorf tiipleri

qPCR uygulamalarinda kullanilan kimyasallar

o Dirofilaria immitis primer prob kit

J Wolbachia primer prob kit

o Roche LightCycler 480 Probes Master
o SYBR Green |

o Otoklavlanmis bidistile su

qPCR’1n yapihs1

qPCR, 1990'l1 y1llarin basinda gelistirilerek PCR'deki amplifikasyonun gergek
zamanli olarak izlenmesine olanak saglayan bir metottur. Bu metodun prensibi,
standart PCR'ye bir dijital kamera ve reaksiyon tiipiine bagli bir florometre kullanarak

her dongiiden sonra floresanstaki degisikligi O6lgmek icin spesifik, ara katman
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olusturan bir boyay1 (etidyum bromiir gibi) dahil etmektir (Higuchi ve ark 1993).
Gilinlimiizde qPCR platformu; bir termal cycler, hem floresan uyarimi hem de emisyon
toplamaya yonelik optikler, ayrica veri toplama ve analiz i¢in bir bilgisayar ve
yazilimdan olusmaktadir (Logan ve Edwards 2009). gPCR’de kullanim alani bulan
diger tespit kimyasallar1 arasinda Tagman problar1 (Heid ark 1996), MGB (Minor
Groove Binder; kiiciik oluk baglayici), Eclipse problari (Afonina ve ark 2002),
molekiiler isaretciler (Piatek ve ark 1998) ve FRET (Floresans/Forster rezonansenerji
transferi bazli analizler) (Chen ve Kwok, 1999) bulunmaktadir. gPCR teknigi, SYBR
Green I (Becker ve ark1996) gibi diger giivenli boyalar1 reaksiyona ve analize dahil
edecek sekilde modifiye edilebilmektedir. qPCR, amplikonlarin agaroz jel
elektroforezi ihtiyacin1 ortadan kaldirmakta ve amplifikasyonun bagladigi dongiiniin
(Ct) tanimlanmasina izin vererek bagil veya mutlak miktar belirlemeye olanak
saglamaktadir. DNA standartlar1 (tanimlanmig bir konsantrasyona sahip) ve test
numuneleri aym1 anda dongliye dahil edilerek Ct degerleri belirlenip
karsilastirilabilmektedir. Elde edilen verilerden standart bir egri olusturularak test
numunelerindeki miktarlar, bu standart egriye gore hesaplanmaktadir (Gasser 2006).
SYBR Green I, etidyum bromiirden yaklasik 10 kat daha fazla hassasiyete sahip
olmakla birlikte 0,5 ng kadar az DNA'nin tespitine olanak saglamaktadir (Becker ve
ark 1996). Araya giren SYBR Green I boyasinin avantaji, herhangi bir ¢ift sarmalli
DNA'ya baglanabilmesi ve herhangi bir etkenin teshisinde kullanilabilmeleridir.
Bununla birlikte dezavantaji, boyanin bir numunedeki primer dimerler ve spesifik
olmayan {iriinleri iceren ¢ift sarmalli DNA'nin tiimiine baglanmasidir. Bu sinirlama,
spesifik olmayan iirlinleri denatiire eden ve belirli {iriinleri saglam birakan bir

sicaklikta floresans verilerinin elde edilmesiyle asilabilmektedir (Becker ve ark 2004).

Caligmada D.immitis’in cox1 hedef gen bdlgesini ¢ogaltan 1,25 pl COI-DIM-
F primeri; 1,25 pl COI-DIM-R primeri; 10 pl SYBR Green (SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix, BioRad); 5,5 ul otoklavlanmig ddH2O (double distiled water;
duble distile su); 2 pl Template DNA (kan Orneklerinden izole edilen DNA’lar)
kullanilarak, son hacim (pleytin her kuyucugunda) 20 pl olacak sekilde BioRad CFX
Connect Real-time Systems PCR cihazina yilikleme yapildi. D.immitis tespiti igin
qPCR’da kullanilan primer ve problarin dizilimi Tablo 2.3.de; qPCR kosullar1 Tablo

2.4.de verilmistir.
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Tablo 2.3. D.immitis tespiti i¢in qPCR analizinde kullanilan primerlerin (Tahir ve ark
2017) dizilimleri.

. AMPLIKON
PRIMER/PROB SEQUE -3 y
R/PROB SEQUENCE (5'-3") UZUNLUGU
COI-DIM-F TGCTGGTTTGCAAGGTATGC -
COI-DIM-R TCACCGAACCCAACGAAGAA &

Tablo 2.4. D.immitis tespiti icin qPCR analizinde uygulanan PCR kosullar1.

ASAMA SICAKLIK SURE DONGU

[k Denatiirasyon 94°C 300 sn 1

Denatiirasyon 94°C 30 sn

Annealing 53°C 30 sn 35

Elongation 72°C 30 sn

Final Elongation 72°C 300 sn 1
95°C 15 sn

Melting 63°C 15 sn 1
95°C 15 sn

Cooling 37°C 30 sn 1

Dirofilaria immitis’in PK (pozitif kontrol) 6rnekleri i¢in i¢in Atas ve ark
(2018)’nin g¢aligmasinda pozitif bulunan bir 6rnegin DNA ve tam kani kullanildi.
Oncellikle DNA izolasyonuna bu pozitif tam kan numunesi de dahil edilerek DNA
izolasyonunun basarili oldugu goriildii. D.immitis i¢in tiim qPCR analizlerinde ¢ift PK
ile ¢aligildi. NK (Negatif kontrol) 6rnekleri i¢in otoklavlanmis ddH=O kullanildi. Daha
sonra rastgele secilen 10 6rnek ile, ayni1 kosullarda, SYBR Green I kullanilarak deneme
qPCR’1 yapildi. qPCR sonuglarina %?2’lik Agaroz Jel Elektroforezi ile bakildiginda,
SYBR Green’de normal 1s1ma ve bant olusumu gézlendi (Sekil 2.5.). Ayrica MEGA
11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) yazilimi ile D.immitis primer

dizilimleri Sekil 2.6.de verilmistir.
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Sekil 2.5. SYBR Green I yapilan qPCR sonuglarinin %2’°lik Agaroz Jel Elektroforezi
gorlintiisii. (M) Marker 100 bp.

le c c c c c c
(C

Sekil 2.6. D.immitis primerlerinin MEGA 11 programu ile dizilimleri. 1 ve 2. Sira;
D.immitis’in gen dizilimi, 3. Sira; COI-DIM-F primeri dizilimi, 5. Sira; COI-DIM-R
primeri dizilimi.

Calismada Wolbachia’nin  fisZ hedef gen bolgesini cogaltan 0,5 pl
WDiro.ftsZ.490-F primeri; 0,5 pl WDiro.ftsZ.600-R primeri; 1,8 pl WDimm.ftsZ.523-
P prob; 10 pl prob master mix (LightCycler 480 Probes Master, Roche); 5,5 ul
otoklavlanmis ddH20; 2 pl Template DNA kullanilarak, son hacim 20 pl olacak sekilde
Roche LightCycler 96 PCR cihazina yiikleme yapildi. Wolbachia’nin PK 6rnekleri igin
calismamizda pozitifligi kesin olarak belirlenmis olan pozitif DNA 6rnegi, NK
ornekleri i¢in otoklavlanmis ddH-O kullanildi. MEGA 11 yazilimi ile Wolbachia
primer ve prob dizilimleri Sekil 2.7.de verilmistir. Wolbachia tespiti i¢in qPCR’da
kullanilan primerler ve problarin dizilimi Tablo 2.5.de; qPCR kosullar1 Tablo 2.6.de

verilmistir.

tocltattgeagaactcggacttgsagaatiacasaaatatotagatacactaatcgttaticcasaccaaaacttatttag

Ic:”nc
categt ul---_-_l-.--

Sekil 2.7. Wolbachia primerleri ve probunun MEGA 11 programu ile dizilimleri. 1 ve
3. Sira; Wolbachia’nin gen dizilimi, 2. Sira; WDiro.ftsZ.490-F primer dizilimi, 5. Sira;
WDimm.{tsZ.523-P prob dizilimi, 4. Sira; WDiro.ftsZ.600-R primer dizilimi.
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Tablo 2.5. Wolbachia tespiti i¢in qPCR analizlerinde kullanilan primer ve prob
(Laidoudi ve ark 2020) dizilimleri.

PRIMER/PROB SEQUENCE (5'- 3") AMPLIKON
UZUNLUGU

WDiro.ftsZ.490-F AAGCCATTTRGCTTYGAAGGTG
WDiro.ftsZ.600-R  AAACAAGTTTTGRTTTGGAATAACAAT 111 bp

WDimm.ftsZ.523- 6FAM-CGTATTGCAGAGCTCGGATTA-
P TAMRA

Tablo 2.6. Wolbachia tespiti i¢cin qPCR analizinde uygulanan PCR kosullari.

ASAMA SICAKLIK SURE DONGU
[k Denatiirasyon 94°C 300 sn 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn

Annealing 53°C 30 sn 35
Elongation 72°C 30 sn

Final Elongation 72°C 300 sn 1
Cooling 37°C 30 sn 1
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3. BULGULAR

Bu caligmada, Sivas ve Tokat illerindeki sahipsiz kopeklerden, 102 adet
Sivas’tan ve 98 adet Tokat’tan olmak iizere; 30 adet Kangal, 1 adet Katkas Kangali, 1
adet Akbasg, 1 adet Aksaray Malaklisi, 9 adet Alman Coban Kurdu, 1 adet Huski, 4 adet
Golden Retriever, 1 adet Labrador Retriever, 1 adet Cocker Spaniel, 1 adet Terrier, 1
adet Border Collie, 1 adet Dachshund, 2 adet Ingiliz Pointer, 3 adet Dogo Argentino,
8 adet Pitbull, 3 adet Tiger Pitbull, 1 adet Boxer ve 131 adet melez kdpekten; toplamda
200 adet kan 6rnegi toplandi. Bu kan ornekleri mikroskobik muayene ile D.immitis
mikrofilerleri yoniinden, qPCR ile D.immitis ve Wolbachia endosimbiyontu yoniinden

incelendi.

3.1. Mikroskobik Bulgular

Sivas ve Tokat ilinden toplanan kan 6rnekleri dncelikle natif muayene metodu
ile mikrofilerler yoniinden incelendi. Fakat 200 adet kan orneginin hicbirinde

D.immitis veya diger filarialarin mikrofilerlerine rastlanmadi.

Bu kan 6rnekleri daha sonra modifiye Knott metodu ile mikrofilerler yoniinden
incelendi. Fakat 200 adet kan 6rneginin higbirinde D.immitis veya diger filarialarin

mikrofilerlerine rastlanmadi.

3.2. qPCR Bulgulan

Toplanan kan Ornekleri, mikroskobik degerlendirme sonrasinda DNA
izolasyonu yapilarak, qPCR analizi ile D.immitis tiir spesifik ve Wolbachia soy spesifik

primerler kullanilarak incelendi.

Dirofilaria immitis tiir spesifik primerleri ve SYBR Green I kullanilarak
yapilan qPCR analizi sonucunda, incelenen 200 adet kan drneginden 2’si D.immitis
yoniinden pozitif sonug¢ verdi. Pozitif 6rneklerin 1’1 Sivas, 1’1 Tokat’tan getirilen

sahipsiz kopeklerden alinan kan 6rnekleri olup bunlara ait 1rk, cinsiyet ve yas tablolari
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Tablo 3.1.de verilmistir. D.immitis qPCR analizi sonug¢larinin CT degerleri Sekil 3.1.de

verilmistir.

Tablo 3.1. Pozitif sonug veren orneklerin 1rk, cinsiyet ve yas dagilimlari.

SEHIR IRK CINSIYET YAS
Sivas Alman Coban Kurdu Erkek 4
Tokat Melez Disi 5

Amplification

Cycles
Amplification

250 4

200 4

150 4

RFU

100 1

50 4

Cycles

Sekil 3.1. D.immitis qPCR sonuglarmin CT degerleri. PK1 ve PK2; pozitif kontroller,
NK; negatif kontrol, P1; D.immitis pozitif 6rnek-1, P2; D.immitis pozitif 6rnek-2.

Wolbachia soy spesifik primerleri ve probu kullanilarak yapilan qPCR analizi
sonucunda, D.immitis pozitif olan 2 drnek Wolbachia yoniinden pozitif sonug verdi.
D.immitis negatif olan 198 ornekte ise Wolbachia DNA’sina rastlanmadi. Wolbachia

endosimbiyontunun qPCR analizi sonug¢larinin CT degerleri Sekil 3.2.de verilmistir.
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Sekil 3.2. Wolbachia endosimbiyontunun qPCR sonuglarinin CT degerleri. PK; pozitif
kontrol, NK; negatif kontrol, P1; Wolbachia pozitif 6rnek-1, P2; Wolbachia pozitif
ornek-2.

3.3. Istatistiksel Analiz Bulgulari

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPPS 29.0 (IBM Corp.
Released 2023. IBM SPSS Statistics for Mac OS, Version 29.0.2.0 (20) Armonk, NY:
IBM Corp.) istatistik paket programi kullanilarak degerlendirildi. Kategorik veriler
Pearson’in Ki-kare (X?) testi ile analiz edildi. Testlerin anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05

ve p<0.01 degeri kabul edildi.
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Dirofilaria immitis enfeksiyonunun irk ile iligskisine bakildiginda; Kangal,
Kafkas Kangali, Akbas, Aksaray Malaklisi, Alman Coban Kurdu, Huski, Golden
Retriever, Labrador Retriever, Cocker Spaniel, Terrier, Border Collie, Dachshund,
Ingiliz Pointer, Dogo Argentino, Pitbull, Tiger Pitbull, Boxer ve melez kopekler de
dahil olmak iizere toplam 18 farkli kdpek 1k incelendi (Tablo 2.1.). Orneklemdeki
Alman c¢oban kurtlarinda %11.1 (1/9), melez kopeklerde %0.8 (1/131) oranlarinda
enfeksiyon tespit edildi. D.immitis enfeksiyonunda irklara gore anlamli farklilik

olmadigi belirlendi (X2 (17) =41.336, p=0.375).

Tablo 3.2. D.immitis enfeksiyonun cinsiyet agisindan degerlendirilmesi.

D.immitis
Pozitif Negatif
CINSIYET Disi n 1 93
% 1.1 98.9
Erkek n 1 105
% 0.9 99.1

Dirofilaria immitis enfeksiyonunun cinsiyet ile iligkisine bakildiginda;
orneklemdeki disi kopeklerde %1.1 (1/94), erkek kopeklerde %0.9 (1/106) oraninda
enfeksiyon tespit edildi (Tablo 3.2.). D.immitis enfeksiyonunda cinsiyetlere gore

anlamli farklilik olmadig: belirlendi (X2 (1) =0, p=1.000).

Tablo 3.3. D.immitis enfeksiyonun farkli yas gruplart a¢isindan degerlendirilmesi.

D.immitis
Pozitif Negatif

YAS 1-3 yas arasi n 0 72
% 0 100

4-6 yas arasi n 2 97

% 2 98

7 yas ve lizeri n 0 29

% 0 100
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Dirofilaria  immitis  enfeksiyonunun yas ile iliskisine bakildiginda;
orneklemdeki 1-3 yas araliginda %0, 4-6 yas araliginda %2 (2/99), 7 yas ve lizerinde
%0 oranlarinda enfeksiyon tespit edildi (Tablo 3.3.). Pozitif bulunan kdpeklerden biri
4, digeri ise 5 yasinda olup her iki pozitif 6rnek de 4-6 yas grubuna yerlesmektedir.
D.immitis enfeksiyonunda farkli yas gruplarina gore anlamli farklilhik olmadig:

belirlendi (X2 (2) =1.437, p=0.642).

Tablo 3.4. D.immitis enfeksiyonun teshis metotlar1 agisindan degerlendirilmesi.

D.immitis
Pozitif Negatif
TESHIS Mikroskobik n 0 200
METOTLARI Metotlar o, 0 100
qPCR n 2 198
% 1 99

Dirofilaria  immitis  enfeksiyonlar1 ~ teshis  metotlart  agisindan
degerlendirildiginde; mikroskobik metotlardan natif muayene ve modifiye Knott
metotlari ile mikrofilaremi belirlenememis olup qPCR metodu ile %1 (2/200) oraninda
parazitemi tespit edilmistir (Tablo 3.4.). D.immitis enfeksiyonlarinda teshis
metotlarina gore anlaml farklilik olmadig: belirlendi (X? (1) =2.010, p=0.156).
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4.  TARTISMA

Filarial nematodlarin, hem hayvanlarda neden olduklar1 hastaliklar hem de
zoonoz karakterleri nedeniyle son yillarda diinyada sahip olduklar1 6nem artmaktadir.
Insan ve hayvanlara bu enfeksiyonlarin bulasmasi icin vektorliik gorevi géren cesitli
artropod tiirlerinin diinya c¢apinda genis bir yayilisa sahip olmasi da filarial
nematodlarin dneminin artmasina katki saglamaktadir (Barriga 1982, Anderson 2000,
Simoén ve ark 2012). Bu filarial nematodlarin yayilisi ve epidemiyolojisi {izerine
yapilan ¢aligmalarin énemli bir kism1 kopeklerde kardiyo-pulmoner sistemde ciddi
bozukluklara ve 6liime neden olan D.immitis lizerine yogunlasmistir (Barriga 1982,

Anderson 2000, Simon ve ark 2012).

Son 20 yilda kopeklerde kalp kurdu enfeksiyonunun cografi dagilimi énemli
Olciide artis gostermektedir (Hou ve ark 2017). Tiirkiye’de, tiim teshis metotlarina
gore, prevalans oram %0-46,22 araliginda degismektedir (Agaoglu ve ark 2000, Oge
ve ark 2003, Sar1 ve ark 2013, Cetinkaya ve ark 2016, Aslan Celik ve ark 2020). Son
yapilan meta-analiz raporu sonuglari, teshis metodu fark etmeksizin, diinya ¢apinda
kopeklerde D.immitis prevalansinin %10,91 (%95 CI=10.18-11.65) oldugunu ortaya
koymaktadir. Meta-analiz raporuna gore, D.immitis prevalansinin kitalara gore
siralanmasi; Avustralya %22,68 (%95 GA: 6,30-45,37), Asya %12,07 (%95 CI: 9,12-
15,37), Amerika %11,60 (%95 CI: 10,47-12,77), Avrupa %10,45 (%95 CI: 7,51-13,82)
ve Afrika %7,57 (%95 GA: 3,09-13,80) seklindedir. Ulkelere gore en yiiksek ve en
diisiik degerlere bakildiginda; Ispanya %19,25 (%95 GA: 8.27-33.45) orani ile en
yiiksek ve Kanada %0,16 (%95 GA: 0.11-0.21) orani ile en diisiikk prevalans
degerlerine sahip iilkeler olarak belirlenmistir. Ayrica en yliksek prevalans oran1 2011—
2015 yillart arasinda %14,05 ve en disiik prevalans orani ise 2016 yil1 sonrasinda
(2016-2019 yillar1) %7,60 olarak kaydedilmistir (Anvari ve ark 2020). Bu calismada
kopeklerde %1 (2/200) oraninda D.immitis enfeksiyonu tespit edilmistir. Elde edilen
bulgular Tiirkiye’nin de bulundugu Asya kitasi ve diger kitalarda belirlenen prevalans
oranlarindan daha diisiik bulunmustur. Ayrica bu sonug, 2016 y1ili sonrasinda belirtilen
diisiik prevalans orani ile uyumludur. Bu farkliliklarin; kopeklerin kapali alanlarda
beslenme oranmin artmasi, kopek sahiplerinin bilinglenmesi, antiparaziter ilag¢

kullaniminin artmasi gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.
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Dirofilariasis’in cografik dagilimi, D.immitis'in biyolojik dongiisii i¢in biiyiik
bir dneme sahip olup hava durumu ve iklim hastaligin prevalansini etkileyen dnemli
bir faktordiir. Larvalarin gelisimi i¢in yaklagik 1 ay boyunca 18°C'den daha yiiksek
sicaklik  gerekmekte, bu nedenle sivrisineklerin  L3’lerin  gelisimini
destekleyebilmeleri i¢in uygun sicakliklara ihtiyaci olmaktadir (Montoya ve ark 1998).
Hayvanlarda ve insanlarda dirofilariasis Akdeniz iilkelerinde endemik olup (Simon ve
ark 2005) Avrupa kitasinin orta ve dogu bolgelerinde daha sik tespit edilmektedir
(Simon ve ark 2012). Cografi faktorlere ek olarak; vektorlerin bulundugu bdlgelerdeki
kopek yogunlugu, hem parazitin hem de vektoriin gelisim ve hayatta kalma
oranlarindaki mevsimsel degisiklikler, mikrofilareminin gilinlik periyodikligi,
sivrisinek faunasmnin dagilimi ve kopeklerin yast hastaligin yayilisinda ve
epidemiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu faktorler, farkli duyarlilik ve
ozgiilliige sahip tan1 metotlari, incelenen 6rnek sayisi, sivrisinek varligini etkileyen
iklim tiiri ve kopeklerin beslenme tiiri gibi nedenlerle birlikte, diinya c¢apinda
kopeklerde D.immitis'in oldukg¢a degisken (yiiksek heterojenlik) bir prevalansa sahip
olmasina yol agmaktadir (Brooks ve Hoberg 2007, Montoya-Alonso ve ark 2016,
Morchén ve ark 2012, Taylor ve ark 2016). Bu calismada 6rnek toplanan Sivas ve
Tokat il merkezlerinde sivrisinek gelisimine olanak saglayan akarsular bulunmasina
ragmen %1 oraninda enfeksiyon tespit edilmistir. Bu sonuglarin; iklim degisikligi,
diisilk yagis miktari, kuraklik, akarsularin su miktarlarinin nispeten azalmasi,
akarsulara yapilan 1slah caligsmalari, sivrisinek miicadeleleri, kopeklerde tedavi ve
korunma amach bilingli veya bilingsiz antiparaziter uygulamalar1 gibi nedenlerden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Dirofilariasis’de dolasimdaki mikrofilerlerin tanis1 genellikle mikroskobik kan
muayenesi ile yapilmaktadir. D.immitis mikrofilerleri, natif muayene ile Tirkiye’de
%0-14,08 araliginda degisen prevalans oranlarinda belirlenmistir (Mamak 2002,
Adanir ve ark 2013, Ertekin 2017). Atas ve ark (1997) Sivas’ta %6 oraninda, Balik¢i
ve Sevgili (2005) Elazig’da %3,3 oraninda, Adanir ve ark (2013) Burdur’da %14,08
oraninda mikrofilaremi tespit etmisler; Mamak (2002) Sivas’ta kangal kopeklerinde,
Civelek ve ark (2006) Bursa Gemlik’te ve Ertekin (2017) Izmir’de mikrofilaremi tespit
edememislerdir. Bu ¢calismada natif muayene ile incelenen kan 6rneklerinin higbirinde
mikrofilaremi tespit edilemedi. Bu sonug¢; Mamak (2002), Civelek ve ark (2006) ve

Ertekin (2017)’in sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Natif muayene ile etken tespit
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edilememesinin, metodun sensitivitesinin diisiik olmasi, diisiik mikrofilaremi (ml’ye
diisen mikrofiler sayis1) ve olas1 gizli enfeksiyonlar gibi nedenlerle tanida tek basina

yeterli olmayacagindan kaynaklanabilecegi diistiniilmuistiir.

Dirofilaria immitis mikrofilerleri, modifiye Knott metodu ile diinyada %11,99
oraninda (Anvari ve ark 2020) ve Tiirkiye’de %0-13,9 araliginda degisen prevalans
oranlarinda belirlenmistir (Voyvoda ve ark 2004, Civelek ve ark 2006). Modifiye
Knott metodu ile diinya ¢apinda; Yabsley ve ark (2004) Amerika’da %11,1 oraninda,
Bolio-Gonzalez ve ark (2007) Meksika’da %8,3 oraninda, Furtado ve ark (2009)
Brezilya’da %32,4 oraninda, Venco ve ark (2011) italya’da %29,8 oraninda, Diakou
ve ark (2016) Yunanistan’da %4,1 oraninda, Anvari ve ark (2019) Iran’da %30,3
oraninda mikrofilaremi tespit etmislerdir. Modifiye Knott metodu ile Tiirkiye’de;
Voyvoda ve ark (2004) Aydin ve Izmir’ de %13,9 oraninda, Yildiz ve ark (2008)
Kirikkale’de %35,8 oraninda, Adanir ve ark (2013) Burdur’da %11,97 oraninda,
Yabaneri (2014) Nevsehir Avanos’ta %1,45 oraninda, Atas ve ark (2018) Sivas’ta %1,3
oraninda mikrofilaremi teshis etmisler; Civelek ve ark (2006) Bursa Gemlik’te
mikrofilaremi tespit edememistir. Bu ¢aligmada modifiye Knott metodu ile incelenen
kan 6rneklerinde mikrofilaremiye rastlanmadi. Bu sonug, Civelek ve ark (2006)’nin
sonuclari ile benzerlik gostermekte fakat diinya capinda ve Tiirkiye’de ayni metodu
kullanan diger calismalarin degerlerinden diisiiktiir. Bu farkliligin; modifiye Knott
metodu bir yogunlastirma metodu olmasina ragmen gizli enfeksiyonlar gibi kanda
mikrofiler tespit edilemedigi durumlarda yanlis negatif sonuglar verebilmesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu durum; tek cinsiyet ile enfeksiyon, tek parazit
ile enfeksiyon, gencg eriskin veya geriatrik (yasli) parazitler ile enfeksiyon, ektopik
enfeksiyonlar, adultisidal ilaglarin parazitlere sterilizasyon (kisirlastirma) etkileri gibi
nedenlerle dolagim kaninda mikrofiler bulunmayis1 ya da immun sistem aracili
enfeksiyonlar ve mikrofilarisidal ila¢ kullanimina bagli olarak mikrofilerlerin 6liimii

sonucu dolagim kaninda tespit edilememesi gibi nedenlere bagli olabilmektedir.

Mikroskobik teshis metotlarinin kolay uygulanabilir ve pratik olmalari, hizl
sonu¢ vermeleri ve direkt mikrofilerleri gdrebilmek gibi avantajlarma ek olarak
dolasim kaninda mikrofiler aramaya dayali metotlar olduklar1 i¢in gizli
enfeksiyonlarda veya diisiik parazit ylikli enfeksiyonlarda yanlis negatif sonug

vermeleri gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Carlisle 1988). Ayrica gizli enfeksiyon
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nedenlerine ek olarak, bagisiklik reaksiyonlari, gegcmiste mikrofilarisidal aktiviteye
sahip ila¢ kullanimi gibi nedenler D.immitis ile enfekte kopeklerin %20-30’unda
dolasimda mikrofiler eksikligine neden olabilmektedir (McCall ve ark 2008a).
Serolojik metotlar ile antijen tespiti ise enfeksiyondan sonraki 5—6. aylarda miimkiin
olup ve koruyucu ilag¢ kullanilan kdpeklerde 9. aya kadar ertelenebilmektedir (McCall
ve ark 2001a). Ayrica antijen tespitine dayali metotlarda Toxocara canis ile D.immitis
arasinda ¢apraz-reaksiyon riski bulunmaktadir (Song ve ark 2002). Hizli tam testleri
ise, disi parazit varlig1 ve sayisina gore degisen sensitiviteye sahip olmakla birlikte
Angiostrongylus vasorum ile D.immitis arasinda ¢apraz-reaksiyon riski bulunmaktadir
(McCall ve ark 2001a, Schnyder ve Deplazes 2012). Antikor testleri ile enfeksiyondan
2-3 ay sonra pozitif titreler tespit edilebilmekte, bunlar 4-6 ayda negatif titreye
doniismektedir (McCall ve ark 1995, Ryan ve ark 1995). Serolojik ve mikroskobik
metotlarin bu 6zellikleri goz Oniine alindiginda, molekiiler yontemlerin hassasiyeti
dikkat ¢ekmektedir (Casiraghi ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006). qPCR metodu,
amplikonlarin agaroz jel elektroforezine gerek duyulmadan amplifikasyonun basladig:
dongiiniin (Ct) tanimlanmasina izin vererek bagil veya mutlak miktar belirlemeye ve
numuneleri karsilastirmaya olanak saglamaktadir (Gasser 2006). Bu sayede, qPCR ile
mikroskobik teshis metotlariyla ortaya ¢ikabilecek yanlis-negatif veya yanlig-pozitif
degerlendirmelerin de Oniline gecilebilmektedir (Casiraghi ve ark 2006,

Thanchomnang ve ark 2010).

Son yillarda parazitolojide siklikla kullanilan PCR ile diinyada %]11,44
oraninda (Anvari ve ark 2020) ve Tiirkiye’de %0-25 araliginda degisen D.immitis
prevalanst belirlenmistir (Civelek ve ark 2006, Tas¢1 ve Kilig 2015). Diinya ¢apinda
PCR ile yapilan ¢aligmalarda Pantchev ve ark (2009) Almanya’da % 6,8 oraninda,
Ionica ve ark (2015) Romanya’da %6,2 oraninda, Feng ve ark (2015) Tayvan’da %7,08
oraninda, Maia ve ark (2016) Portekiz’de %10,4 oraninda, Silva ve ark (2019)
Brezilya’da %6 oraninda D.immitis tespit etmislerdir. Dirofilariasis olgularinda qPCR,
%0,000083 oranindaki parazitemiyi teshis edilebilecek hassasiyete sahiptir (Casiraghi
ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006). qPCR ile kopeklerde; Aroch ve ark (2015) %25
oraninda, Tahir ve ark (2017) %21,27 oraninda, Laidoudi ve ark (2020) %7,14
oraninda D.immitis tespit etmislerdir. Potkonjak ve ark (2020) kopeklerde % 27,1
oraninda, tilkilerde %8,5 oraninda ve ¢akallarda %6,3 oraninda D.immitis tespit

etmislerdir. Tiirkiye’de PCR ile kopeklerde; Sarali (2009) Aydin’da %10 oraninda,
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Simsek ve ark (2011a) Erzurum’da %8,1 oraninda, Yabaneri (2014) Nevsehir
Avanos’ta %2,17 oraninda, Tas¢1 ve Kilig (2015) Kars ve Igdir’da %25 oraninda,
Simsek ve Ciftei (2016) Elazig’da %1,8 oraninda, Cetinkaya ve ark (2016)
Tekirdag’da %1, Edirne’de %4,9, Kirklareli’de %11 oraninda ve Atas ve ark (2018)
Sivas’ta %2,9 oraninda D.immitis tespit etmislerdir. Bu caligmada kopeklerde
D.immitis tespiti i¢in Tirkiye’de ilk defa qPCR metodu kullanilmis olup, Sivas’ta
%0,98 (1/102) ve Tokat’ta %1,02 (1/98) oraninda D.immitis tespit edilmistir (Sekil
3.1.). Calismanin sonucunda, etkenin Sivas’ta diisiik oranlarda varligini stirdiirdiigii
belirlenmis olup Tokat’ta ilk defa D.immitis tespit edilmistir. Bu calismada qPCR
sonucu elde edilen enfeksiyon orani ile diinyanin gesitli bolgelerinde ve Tiirkiye’de
molekiiler metotlarla yapilan diger ¢alismalarin sonuglar1 arasinda farkliliklar tespit
edilmistir. Bu farkliliklarin; vektor sivrisineklerin bolgedeki dagilimi, iklim
degisiklikleri ve yagisin az olmasi nedeniyle sivrisineklerin iireme ortamlarinin
etkilenmesi, sivrisineklerin en yiiksek aktivite gosterdikleri saatlerde belediyelerin
yaptig1 ilaglama caligmalari, belediyeler tarafindan sahipsiz hayvanlara 6zellikle yaz
aylarindan  Once antiparaziter uygulamalar yapilmast gibi nedenlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bu c¢aligmada mikroskobik muayene
sonucu negatif ¢ikan Orneklerden iki tanesi qPCR ile pozitif sonu¢ vermistir. Bu
durumun, dirofilariasis olgularinda qPCR metodunun ¢ok diisiik parazitemiyi dahi
tespit edebilecek hassasiyete sahip olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir

(Casiraghi ve ark 2006, Rishniw ve ark 2006).

Kopeklerde D.immitis’in irk predispozisyonu incelendiginde; bazi ¢aligmalar
itk predispozisyonunun istatistiki agidan anlamsiz oldugunu belirtirken (Razi ve ark
2010, Liu ve ark 2013, Tas¢1 ve Kilig 2015, Demir ve Aktas 2020, Seven ve Akkan
2023), baz1 ¢aligmalar ise 1rk predispozisyonun istatistiki agidan anlamli farklilik
gosterdigini ve biiylik 1tk kdpeklerde kiigiik irk kopeklere gore parazitemi ihtimalinin
daha yiiksek oldugunu belirtmektedir (Montoya ve ark 1998, Voyvoda 2004, Yildirim
ve ark 2007, Yaman ve ark 2009). Calismada elde edilen veriler irklara gore
degerlendirildiginde; Alman ¢oban kurtlarinda %11,1 ve melez kopeklerde %0,8
oraninda parazitemi gézlenmistir. Parazitemi goriilen 2 kopegin de biiyiik irk kdpekler
oldugu gozlenmis; bu sonu¢ Montoya ve ark (1998), Voyvoda (2004), Yildirim ve ark
(2007), Yaman (2009)’1n bulgular ile benzerlik gostermis fakat aradaki fark istatistiki
agidan anlamsiz bulunmustur (X? (17) =41.336, p=0.375).
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Kopeklerde D.immitis cinsiyetlere gore incelendiginde; bazi ¢aligsmalar disi ve
erkek kopekler arasinda istatistiki agidan anlamli fark olmadigini belirtirken (Theis ve
ark 1999, Fan ve ark 2001, Liu ve ark 2013, Giiven ve ark 2017, Atas ve ark 2018),
baz1 ¢aligmalar erkek kopeklerde disi kopeklere gore parazitemi ihtimalinin daha
yiiksek oldugunu ve bunun istatistiki agidan anlamsiz oldugunu belirtmekte (Oge ve
ark 2003, Sahin ve ark 2004, Yildirim ve ark 2004, Duran-Struuck ve ark 2005, Razi
2010, Adanir ve ark 2013, Tasc¢1 ve Kilig 2015, Simsek ve Ciftci 2016, Seven ve Akkan
2023), baz1 ¢alismalar erkek kopeklerde parazitemi ihtimalinin daha yiiksek oldugunu
ve bunun istatistiki agidan anlamli farklilik gosterdigini belirtmektedir (Yildirim ve
ark 2007, Simsek ve ark 2011, Taskaya 2014, Demir ve Aktas 2020). Bu farkliligin,
erkek kopeklerin koruma, av, spor gibi amaclarla daha ¢ok tercih edilmesinden ve bu
nedenle dis ortamda sivrisineklere maruz kalma risklerinin disilere kiyasla daha
yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Montoya ve ark 1998). Bazi
caligmalar ise disi kopeklerde parazitemi ihtimalinin daha yiiksek oldugunu ve bunun
istatistiki agidan anlamli bir farklilik gostermedigini belirtmektedir (Agaoglu ve ark
2000, Simsek ve ark 2008, Yaman ve ark 2009, Sar1 ve ark 2013, Yabaneri 2014,
Ayvazoglu ve ark 2022, Baser ve ark 2023). Calismada elde edilen veriler cinsiyetlere
gore degerlendirildiginde; disi kopeklerde %1,1 ve erkek kopeklerde %0,9 oraninda
parazitemi tespit edilmistir. Bir disi ve bir erkek kopekte olmak iizere; disi kopeklerde
erkek kopeklere gore daha yiiksek oranda parazitemi gozlenmis (Tablo 3.2.), fakat
aradaki fark istatistiki agidan anlamsiz bulunmustur (X? (1) =0, p=1.000). Ayrica bu
sonuclar; Agaoglu ve ark (2000), Simsek ve ark (2008), Yaman ve ark (2009), Sar1 ve
ark (2013), Yabaneri (2014), Ayvazoglu ve ark (2022) ve Baser ve ark (2023)’nin

bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Kopeklerde D.immitis yas gruplarina gore incelendiginde; bazi c¢aligmalar
prevalansin yasa gore degismedigini (Toparlak ve Tiizer 1999, Fan ve ark 2001, Razi
ve ark 2010, Giliven ve ark 2017), baz1 calismalar yasin artmasiyla prevalansin da
artt1g1 fakat bu durumun istatistiki agidan anlamli farklilik géstermedigini (Oge ve ark
2003, Sahin ve ark 2004, Civelek ve ark 2006, Tasc1 ve kili¢c 2015, Atas ve ark 2018),
veya yasin artmasiyla prevalansin da artti§i ve bu durumun istatistiki agidan anlamli
bir farklilik gosterdigini belirtmektedir (Yaman ve ark 2009, Adanir ve ark 2013, Liu
ve ark 2013, Sar1 ve ark 2013, Khedri ve ark 2014, Kamyingkird ve ark 2017). Ayrica
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bazi ¢calismalar da 3—4 yasindan biiyiik kpeklerde prevalansin yiiksek oldugunu fakat
bunun istatistiki acidan anlaml farklilik gostermedigini (Simsek ve ark 2008, Sarali
2009, Simsek ve Ciftci 2016, Demir ve Aktas 2020, Ayvazoglu ve ark 2022, Bager ve
ark 2023) veya bu durumun istatistiki acidan anlamli bir farklilik gosterdigini
belirtmektedir (Yildirirm ve ark 2004, Yildirnm ve ark 2007, Taskaya 2014). Bu
caligmalara ek olarak; Simsek ve ark (2011) en yiiksek prevalans oranini 6 ay—1 yas
grubunda tespit ederken, Yabaneri (2014) 6 ay, 1 ve 4 yasinda olmak iizere toplam 3
kopekte, Seven ve Akkan (2023) ise 1-5 yas araliginda 1 kdpekte parazitemi tespit
etmistir. Simsek ve Cift¢i (2016) kopeklerde en yliksek D.immitis prevalansini 2—4 yas
grubunda tespit ederken 5 yasindan biiyilik kopeklerde parazitemi tespit edememistir.
Bunun nedeninin yagla birlikte gelisen immiinite ya da parazitlerin sterilizasyonu
oldugunu belirtmistir (Sarali 2009). Calismada elde edilen veriler yas gruplarina gore
degerlendirildiginde; %2’lik parazitemi ile en yliksek prevalans degeri 46 yas
grubunda gozlenmis (Tablo 3.3.), fakat gruplar arasindaki fark istatistiki agidan
anlamsiz bulunmustur (X? (2) =1.437, p=0.642). Calismanin sonuglari; Simsek ve ark
(2008), Sarali (2009), Simsek ve Cift¢i (2016), Demir ve Aktas (2020), Ayvazoglu ve
ark (2022) ve Baser ve ark (2023)’min bulgular ile benzerlik gostermektedir.
Calismada 7 yas ve iizeri kopeklerde parazitemi tespit edilememesinin ve bu yas
grubuna ait az sayida 6rnek toplanmasinin; sahipsiz hayvanlarin yasam siirelerinin
daha kisa olmasi, yas ile immiinitenin gelisebilecegi, yash kopeklerde antiparaziter
uygulamalarinin daha dikkatli sekilde yapilmasi gibi nedenlerden kaynaklanabilecegi

distinilmistiir.

Wolbachia’y1 ilk kez Hertig ve Wolbach (1924), Culex pipiens’in iireme
dokularinda riketsiya benzeri organizmalar olarak tanimlamis, daha sonra Hertig
(1936) bu organizmalari ayni sivrisinek tiiriinde Wolbachia pipiens olarak
tanimlamistir (Mercot ve Poinsot 2009). D.immitis’te varlig ise ilk kez 1995 yilinda
tespit edilmistir (Sironi ve ark 1995). D.immitis ile enfekte kopeklerin tetrasiklin grubu
antibiyotiklerle tedavisini takiben ortaya ¢ikan; dejenere olmus embriyolar ile
karakterize bir embriyogenezis blogu, larvalarda biiylime kusurlari, disi parazitlerin
sterilizasyonu ve yetiskin parazitlerin 6liimii (Hoerauf ve ark 2000, Hoerauf ve ark
2001, Taylor ve ark 2005b) gibi etkileri nedeniyle parazit ile bakteri arasinda karsilikli
simbiyoz oldugu ve bakterinin aslinda {ireme paraziti olarak etki gosterdigi

diistintilmektedir. Wolbachia, genellikle filarial nematodlarin endosimbiyotik ortaklari
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olarak adlandirilsa da nematodlar acisindan biyolojik O6nemi hala tam olarak

bilinememektedir (Bandi ve ark 2001).

Diinyada yapilan c¢aligmalar genellikle D.immitis ile  Wolbachia
endosimbiyontu arasindaki iliskiyi anlamaya yogunlagsmaktadir. Aralarindaki mutlak
simbiyoz nedeniyle D.immitis pozitif her 6rnegin Wolbachia pozitif sonug verecegi
diistintilmektedir (Bandi ve ark 2001). Fakat D.immitis’teki varlig1 heniiz ¢cok yeni
bilinen Wolbachia endosimbiyontu, D.immitis pozitif 6rneklerin; Tabar ve ark (2013)
tarafindan %30,6’sinda, Landum ve ark (2014) tarafindan %52,6’sinda, Maia ve ark
(2016) tarafindan %64’iinde, Laidoudi ve ark (2020) tarafindan %75’inde, Bawm ve
ark (2023) tarafindan %064,3’linde tespit edilebilmistir. Tiirkiye’de D.immitis ile
Wolbachia endosimbiyontu arasindaki iligkiyi arastiran ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar incelendiginde; ilk kez Sarali (2009) D.immitis pozitif
kan Orneklerinin tamaminda Wolbachia endosimbiyontu tespit etmistir. Bu amagla
Wolbachia ftsZ genini kullanarak yaptigi PCR analizleri ile tespit ettigi Wolbachia
orani %12,3’tlir (Sarali 2009). Simsek ve Cift¢i (2016) ise multipleks PCR ile; 4
ornekte tek basina, 2 drnekte D.immitis ile, 1 drnekte D.repens ile ve 3 drnekte miks
enfeksiyon olmak {tizere toplam 10 Ornekte Wolbachia endosimbiyontu tespit
etmiglerdir. Wolbachia endosimbiyontunun tek basma tespit edildigi 4 Ornegin
Wolbachia bulunduran baska bir filaria tastyor olabilecegini belirtmislerdir. Bu amacla
WSP genini kullanarak yaptiklar1t multiplex PCR ile tespit ettigi Wolbachia orani
%6,2°dir (Simsek ve Ciftei 2016). Bu ¢alismada, Wolbachia endosimbiyontu tespiti
icin Tiirkiye’de ilk defa qPCR metodu kullanilarak D.immitis pozitif 2 6rnekte de
Wolbachia’ya rastlanmig olup (Sekil 3.2.), negatif orneklerde Wolbachia tespit
edilememistir. Bu amacla Wolbachia fisZ geni kullanilarak tespit edilen Wolbachia
orant %1 olup Sivas ve Tokat illerinde Wolbachia varlig1 ilk kez tespit edilmistir.
Calismada elde edilen bulgular, Sarali (2009) ve Simsek ve Ciftci (2016) nin sonuglari
ile benzerlik gostermektedir. Caligmada, qPCR metodu ile Wolbachia’da hedeflenen
gen bolgesi (fisZ) tamamen mutasyona kapali oldugundan (Bandi ve ark 1998,
Casiraghi ve ark 2001) bu metodun diger filaria tiirlerine de uyarlanabilecegi
diistiniilmektedir. Tiirkiye'de bugiine kadar yapilan tiim ¢alismalarda D.immitis pozitif
orneklerin tamaminda Wolbachia bakterisi tespit edilmistir (Sarali 2009, Simsek ve
Ciftci 2016). Bu sonuclar, D.immitis ile Wolbachia endosimbiyontu arasindaki
simbiyozu dogrulamakta fakat aralarindaki iliski hakkinda kesin bir bilgi
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vermemektedir. Filarial enfeksiyonlar ve Wolbachia arasindaki iliskiyi anlayabilmek
icin daha ayrintili calismalar yiriitilmelidir. Bu sayede, D.immitis ve diger
filarialardaki Wolbachia varligi ve/veya yoklugu ile ilgili daha net bilgiler elde
edilebilir. Wolbachia’nin filarialarda iireme, beslenme, metabolizma tlizerine etkileri
ve filarial enfeksiyonlarin immuno-patogenezindeki rolii belirlenebilir. Elde edilecek
bu bilgiler sayesinde D.immitis tedavisi dncesinde anti-Wolbachial ilag kullanimi ile
ortaya ¢ikan embriyogenez blogu (dejenere embriyolar), larvalarda biiyiime kusurlari,
parazitlerin kendiliginden o6liimii ve/veya sterilizasyonu beklenebilir. Ayrica
hayvanlarda belirli araliklarla yapilan rutin taramalar sayesinde enfeksiyon
ilerlemeden etken teshis edilerek, tedavi ve kontrol stratejileri belirlenebilir ve bu

sayede de tedavi sonrasi olugabilecek komplikasyonlar azaltilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Dirofilaria  immitis’in neden oldugu pulmono-arteriyal dirofilariasis,
kopeklerde ciddi hastalik tablosuna neden olan ve vektor sivrisinekler ile diinyanin her
yerine yayilabilen, en 6nemli zoonoz hastaliklardan biri olarak goriilmektedir.
D.immitis ile enfekte kopeklerin tetrasiklin grubu antibiyotiklerle tedavisini takiben
ortaya c¢ikan birtakim etkiler nedeniyle parazit ile Wolbachia bakterisi arasinda
karsiliklt simbiyoz oldugu ve bakterinin aslinda lireme paraziti olarak etki gosterdigi
diistiniilmektedir. Wolbachia, genellikle filarial nematodlarin endosimbiyotik ortaklari
olarak adlandirilsa da nematodlar acisindan biyolojik O6nemi hala tam olarak

bilinememektedir.

Bu calisma D.immitis ve Wolbachia endosimbiyontunun arastirilmasinda
Tiirkiye’de yapilan ilk qPCR calismasidir. Calismada elde edilen sonuglar ile, Sivas
ilinde D.immitis’in ¢ok yaygin olmamasina karsin varhigini siirdiirdiigii belirlenmis,
Tokat ilinde D.immitis ve her iki ilde de Wolbachia endosimbiyontu ilk kez tespit
edilmistir. Ayrica bu sonuglar, D.immitis’in tespitinde qPCR metodunun mikroskobik
metotlara gore ¢ok daha hassas ve spesifik oldugunu gostermekte, mikroskobinin
subjektif sonuglarina karsi objektif ve kantitatif sonuglar elde edilebilmektedir.
Calisma sonucunda kdpeklerde D. immitis’in tespitinde qPCR metodunun ¢ok diisiik

parazitemiyi dahi tespit edebilecek hassasiyete sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calisma sonucunda diisiik prevalans oranlari gézlenmesinin nedenlerinin;
degisen iklim kosullar1, yagis miktarmin azalmasi, kuraklik, akarsulara yapilan 1slah
caligmalari, sivrisinek miicadeleleri, vektor sivrisineklerin bolgedeki dagilimi,
sahipsiz kopeklere diizensiz antiparaziter uygulamalar ve diger ila¢ uygulamalarinin
yapilmas1 gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Degisen iklim
kosullart karsisinda vektdr kaynakli enfeksiyonlarin epidemiyolojilerinin ve bunun
Ooneminin daha iyi anlagilabilmesi gerekmektedir. Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar,
D.immitis ile Wolbachia endosimbiyontu arasindaki simbiyozu dogrulamakta fakat
aralarindaki iliski hakkinda kesin bir bilgi vermemektedir. Bu iliskiyi anlayabilmek
icin D.immitis ve diger filarialar hakkinda daha ayrintili caligmalar ytiriitiilmelidir. Bu
amacla Wolbachia’da tamamen mutasyona kapali fisZ hedef gen bolgesi kullanilarak

diger filaria tiirlerinin de qPCR metodu ile arastirilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
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sayede Wolbachia’nin, D.immitis’te varligi/yoklugu, ireme, beslenme ve metabolizma
tizerine etkileri ve D.immitis dahil filarial hastaliklarin immuno-patogenezindeki rolii
belirlenebilir. Elde edilecek bu bilgiler sayesinde, enfeksiyon ilerlemeden etken teshis
edilebilir, en az komplikasyona sahip tedavi protokolleri belirlenerek hayvanlar genel
saglik durumlart bozulmadan tedavi edilebilir. Sonucta saglikli kdpekler artik
rezervuar gorevi gormeyecegi i¢in D.immitis kaynakl dirofilariasis enfeksiyonlarinin

zoonoz Oneminin de azalacagi diistintilmektedir.
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