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1. OZET

Dirofilaria immitis ve Dirofilaria repens kopeklerde parazitlenen en
yaygin nematodlardandir. Bu ¢alismanin amaci, sokak kopeklerinden elde edilen
kan orneklerinde tek bir multipleks-PZR metoduyla her iki paraziti es zamanli
olarak tespit etmek ve D.immitis’in yayilisint ELISA yontemiyle belirlemekti.
PZR amplifikasyonunda parazitin mitokondrionunun (12S rDNA) small subunit
ribozomal RNA gen bolgesi, serolojik tani amaciyla da ticari ELISA kiti
kullanildi. Calismanin diger bir amaci da dirofilariosisin patogenezisinde onemli
bir rol oynayan Wolbachia’nin PZR ile belirlenmesiydi. Bu calisma i¢in 161
sokak kopegine ait kan ve serum Ornegi toplanmis ve kullanilincaya kadar -20
°C’de saklanmistir. DNA izolasyonundan sonra biitiin ornekler D.immitis ve
D.repens i¢in multipleks PZR ile ve Wolbachia i¢in de konvansiyonel PZR ile
spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmis, serum ornekleri de ticari ELISA kitiyle
calisilmistir. Bu ¢alisma ile incelenen toplam 161 kopegin ticlinde (% 1.8) sadece
D.immitis, birinde (% 0.6) D.repens ve tgiinde (% 1.8) de miks enfeksiyon
belirlenmistir. Ote yandan calismaya dahil edilen 161 kopegin 10’unda (% 6.2)
Wolbachia sp. etkenine rastlanmistir. Bu calisma ile serum 6rnegi ticari ELISA
kiti ile analiz edilen 161 kopegin altisinda (% 3.7) D.immitis bakimindan
seropozitiflik saptanmistir. Bu proje ile ililkemizde ilk kez D. immitis ve D.
repens’in multipleks-PZR ile es zamanl tespiti gergeklestirilmis, bunun yanisira
ticari ELISA kiti ile bahsi gegen kopeklerdeki D. immitis seroprevalansi
belirlenmistir. Yine bu drneklerde Wolbachia bakterisinin varligi bolgemizde ilk
kez arastirilmigtir. Dirofilariozisin ydrede ciddi bir sorun olmamasina ragmen,
sokak kopeklerinin enfeksiyon kaynagi olmaya devam ettigi kanisina varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Dirofilaria immitis, D. repens, Wolbachia sp., PZR,

Multipleks-PZR, ELISA, Elaz1g.



2. ABSTRACT

DETECTION OF DIROFILARIA IMMITIS AND DIROFILARIA REPENS
BY MULTIPLEX-PCR, INVESTIGATION OF WOLBACHIA DNA BY PCR
AND DETERMINATION OF DIROFILARIA IMMITIS

SEROPREVALANCE IN STRAY DOGS OF ELAZIG PROVINCE

Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens are the most common species of
filarial nematodes described in the dogs. In this research we aimed to performe a
single-step multiplex PCR to detect and differentiate simultaneously and
unequivocally D.immitis and D.repens on DNA extracted from canine peripheral
blood and also detect the seroprevalance of D.immitis by ELISA. The
amplification was performed using a set of primers designed on a portion of the
small subunit ribosomal RNA gene of the mitochondrion (12S rDNA). We also
aimed to PCR detection of the Wolbachia which is play an important role in
D.immitis biology and contributes to the inflammatory pathology of the
heartworm. For this aim, 161 blood and sera samples were collected from stray
dogs and stored at -20 °C until used. After the DNA extraction, all samples will be
worked with Dirofilaria primers by multiplex-PCR and Wolbachia primers by
conventional PCR besides ELISA for serology. In this study, three of examined
dogs (1.8 % ) were found to be infected with only D.immitis, one of them (0.6 % )
with D.repens and three of them (1.8 % ) with both parasites. Besides, 10 out of

161 (6.2 % ) were detected as infected with Wolbachia sp. Lastly, the



seroprevalence of dirofilariosis in examined dogs were found to be 3.7 % (6/161).
The simultaneous detection of both D. immitis and D. repens has been achived for
the investigation of Wolbachia bacteria in those samples were made first time in
our region. As a result, it was concluded that although dirofilariosis is not a

serious problem in the region, stray dogs still continue to be a source of infection.

Key Words: Dirofilaria immitis, D.repens, Wolbachia sp., PCR,

Multiplex-PCR, ELISA, Elazig.



3. GIRIS

Dirofilaria immitis, evcil kopeklerin en 6nemli filarial nematodlarindan
biri olup, kopeklerde kalp kurdu hastaligia (Dirofilariozis) neden olmaktadir (1).
Bu parazitin dogal konagi kopekler ile kurt ve koyote gibi yabani kanideler
olmakla birlikte enfeksiyon evcil kedi de dahil olmak iizere dingo, kaplan, ayi,
panda, sempanze, orangutan, fok baliklari, su samuru, tavsan, rakun, geyik, at ve
insanlarda da sekillenebilmektedir (1-4). D. immitis’in biyolojisinde Aedes,
Anopheles, Culex, Mansonia ve Psoropha cinslerine bagli 60’ {izerinde
sivrisinek tiirii vektor gorevini gérmektedir (4). Erigkin parazitler karnivorlarda
kalbin sag ventrikiilii ile pulmoner arterlere yerlesirken, mikrofilerleri perifer kan,
i¢c organlar ve serebrospinal sivida bulunurlar (2).

Parazitler uzun, ince ve beyaz renkte olup kiiciik yuvarlak bir agiza
sahiptir. Erkekler 12-18 cm uzunlukta, 0.5-1 mm genisliktedir ve arka uglar1 spiral
tarzda kivrilmistir. Kuyrukta kiiciik kaudal kanat ile 5 ¢ift perianal, 6 ¢ift postanal
papil yer alir. Spikiiliimler esit olmayip sag spikiilim 175-229 um, sol spikiiliim
300-375 pum’dir. Disileri 25-31 cm uzunlukta, 1-1.3 mm genislikte olup arka
uglar1 kiittiir. Vulvanin 6n uca uzaklig1 2.7 mm, aniisiin arka uca uzaklig1 ise 175
pm’dir. Kanda goriilen mikrofilerleri 270-325 X 5-7.3 um, kilifsiz, diiz bir viicut
ile kuyruga sahip olup, 6n kismu gittikge incelenerek sonlanmaktadir (2,4).

Disi parazitin uterusunda gelisen yumurtalar ince vitellin bir membranla
cevrili olup, embriyonun gelisip uzamasiyla bu membran bir kilif halini alir.

Yumurtay:r terk etme esnasinda membran kaybolur ve perifer kana gecen



mikrofilerler kilifsiz goziikiir. Sivrisineklerin disileri tarafindan kanla birlikte
alman mikrofilerler 48 saat icerisinde (26 °C’de) orta bagirsak kismimni terk edip
malpighi kanallarmma gd¢ ederek distal hiicrelere yerlesirler. Yaklasik olarak
dordiincii giine dogru larvalar hareketsiz kalir, boylar1 kisalir ve kalinlasirlar (5,6).
Takriben 10. giin malpighi kanallarinda ilk gomlek degistirme sonucu ikinci
donem larvalar gelisir. Enfeksiyondan 13 giin sonra ikinci gomlek degistirme
sonucu lclincli donem larva haline gelirler. Yiiksek aktiviteye sahip iigiincli
donem larvalar, sivrisineklerin mikrofiler alimindan 17 gilin sonra malpighi
kanallarin1 pargalar ve hemosel yoluyla bas ve agiz kismina gogerek labiuma
ulagirlar (5). Kopekler, sivrisineklerin kan emmesi esnasinda enfekte olmakta ve
sonkonak dokusuna gecen liciincii donem larvalar aktif go¢le derialt1 dokusu, iist
karin bolgesi ile gogiis boslugundaki kaslara go¢ ederek 3-12 giin iginde gomlek
degistirip 4. donem larva haline ulagmaktadirlar. Dordiincii donem larvalar
enfeksiyondan 50-70 giin sonra tekrar gdmlek degistirerek besinci donem larva
veya gen¢ olgun haline gelirler. Bunlar enfeksiyondan 70 giin sonra kalbe ulasip
90. giine kadar goglerini tamamlamis olarak seksiiel olgunluga erisirler ve
mikrofilerleri enfeksiyondan 190-197 giin sonra kanda goriilmeye baslar (5,6).
Dirofilaria immitis’in nakli li¢ Onemli faktore baghdir: 1- Vektor
sivrisinegin mevcudiyeti, 2- Serbest yasamli et¢il populasyonunun genisligi, 3-
Uygun sicaklik degerleri (7). Birgok sivrisinek tiirtiniin D. immitis’in arakonagi
olabilmesi ve ¢cogu yerlesim biriminde sokak kopegi populasyonunun fazla olmasi
nedeniyle D. immitis’in naklinde belirleyici faktor uygun sicaklik degerleridir.
Yapilan calismalar sivrisinekteki larval gelismenin 18-34 °C arasindaki

sicakliklarda 8-29 giin siirdiigiinii ortaya koymustur (7,8).



Dirofilaria  immitis  enfeksiyonunda, erigkin parazitlerin iireme
periyodunun 2-7 yila, yasam siirelerinin 7 yila kadar siirebildigi kaydedilmektedir.
Perifer kandaki mikrofilerlerin ise 2-7.5 y1l canliliklarimni stirdiirebildigi bildirilmis
olup transplasental geg¢is sonucunda neonatal yavrularda mikrofilerlerin
goriilebilecegi kaydedilmistir (2,5,6). D.immitis enfeksiyonlarinda
mikrofilereminin her zaman goriilebilmesine karsin perifer kandaki en yliksek
diizeyin aksam ve gece saatlerine rastladigi, perifer kandaki mikrofilerlerin
kismen g¢evre sicakligina bagh olarak, sicak aylarda belirgin bir artis gosterdigi
belirtilmistir (9).

Vektor gorevi goren sivrisinekler tath ve tuzlu su, bliyiik ve kiigiik su
birikintileri, bataklik alanlar gibi farkli akuatik ortamlarda gelisebilmekte ve bu
bolgeler enfeksiyon icin risk tasimaktadir. Dirofilaria immitis ve diger filarial
tiirler lizerinde yapilan ¢aligmalarda, arakonaktaki gelisim i¢in 24-32 °C’nin ideal
oldugu, 21 °C’nin altindaki sicakliklarm gelismeyi geciktirdigi, 16 °C’nin
altindaki sicakliklarmn 1ise parazitler i¢in Oliimciil oldugu bildirilmektedir.
Kopeklerin enfeksiyona duyarli ve bir¢ok sivrisinek tiiriiniin etkili olmasi, yeterli
sayida sivrisinek yogunlugu ve uygun sicakliktaki patent enfeksiyon alanlarmnin
bulunmas1 yeni enfeksiyon odaklarmin olusmasi i¢in yeterlidir (2,3.4).

Dirofilaria immitis’in erigkinleri kalp ve pulmoner arterlerde yerlesmekte
olup kan ile beslenmekte, pulmoner sirkiilasyon, kalp, karaciger ve bobrekleri
etkileyen cesitli sistemik bozukluklara sebep olmaktadir (5). Pulmoner
arterlerdeki parazitler giiclii bir yangisal reaksiyonun olusumuna, endotelde
dejenerasyona ve kanda pihtilagsmalara yol agarak kalbin daha ¢ok c¢alismasina ve

zorlanmasina sebep olmaktadir. Pulmoner arterlerdeki genisleme, emboli ve



diizensiz goriiniim, pulmoner hipertansiyon, sag ventrikiiler dilatasyon ve
hipertrofiye neden olarak sag ventrikiiler yetmezlige yol agmaktadir (5). Ayrica
parazite karsi ortaya c¢ikan yangi hiicrelerinin asir1 artis1 ile yiiksek antikor
diizeyinin pulmoner kapillarlardaki mikrofilerleri yikimlamasi sonucu akcigerde
non-enfeksiydoz pneumoni (pulmoner eozinofilik granulomatosis) tablosu
sekillenebilmektedir (10). Parazitlerin kendiliginden veya tedavi sonrasi 6liimii,
pulmoner trombo-embolizme sebep olarak akciger parankimasinda periarterial
granulomlar olusabilmektedir (6). Enfekte kopekler tedavi edilmedigi taktirde
immun sistem kronik olarak stimiile edilmektedir (Kronik Immun Stimulasyon).
Yiiksek diizeyde bulunan antikorlar géz, bobrek, kan damarlar1 ve eklemlerin
hassas membranlarinda presipite olarak bir¢ok bozukluga neden olabilmektedir.
Bu alanlara yerlesen antikorlar bolgeye yangi hiicrelerinin gelmesine sebep olarak
biiyiik bir doku hasar1 ve agr1 tablosunun ortaya ¢ikmasima neden olmaktadir (11).
Bobrek bozukluklar: (glomerulonefritis) kronik immun stimulasyon neticesinde
ortaya c¢ikabildigi gibi, mikrofilerlerin glomeruler epitelyumda meydana
getirdikleri travma ve bazi kopeklerde goriilen amyloidosis neticesinde de
goriilebilmektedir (2,4,5).

Mikrofilerlerin kanda yogunluklarinin artmasi cesitli dokularda kapillar
damarlarin tikanmasina yol acabilir. Nitekim, meme bezlerinde kiigiik kan
damarlar1 ve kapillarlardaki mikrofilerlerin bu bezde ¢esitli patolojik lezyonlara
yol actigi kaydedilmistir (12). Parazitin mikrofilerlerine karsi gelisen asiri
duyarlilik neticesinde enfekte hayvanlarda kasintili, papiillii veya tilserli dermatid
gibi cesitli deri hastaliklarinin ortaya ¢ikabildigi belirtilmistir (5). Bununla birlikte

perifer kandaki mikrofiler yogunlugunun kalp veya pulmoner arterlerde mevcut



eriskin parazit sayist veya enfeksiyon siddeti ile orantili olmadigi
kaydedilmektedir (2,4).

Dirofilaria immitis enfeksiyonunun diisiik parazit yogunluguna bagh
olarak daha ¢ok subklinik seyrettigi kaydedilmektedir (5). Klinik tablonun 25’in
iizerinde parazit bulundugunda ortaya ¢iktigi, 100°lin iizerinde parazit varliginda
enfeksiyonun ¢ok agir seyrettigi belirtilmektedir. Akut veya yavas seyirli olarak
ortaya ¢ikan sag kalp yetmezligi, hasta hayvanlarda egzersiz intolerans ile birlikte
asites, gOgilis ve periton boslugunda sivi toplanmasi gibi belirtilere neden
olmaktadir (2,4). Kardiopulmoner hastalik tablosunda asemptomatikten kronik
Oksiiriik, solunum giicliigii, anormal akciger ve kalp sesleri ile aritmiye kadar
degisik sekillerde klinik belirtiler ortaya c¢ikmakta, akcigerde anormal kan
pthtilasmasi nedeniyle burun kanamasi sekillenebilmektedir (4).

Dirofilaria immitis'e oranla daha az patojen olan, bu nedenle de iizerinde
daha az durulan D. repens kopek, kedi, aslan, tilki ve sporadik olarak da
insanlarin derialt1 bag dokusuna yerlesen bir parazittir (2). Iplik seklinde,
beyazimtirak saman sarisi renginde bir nematod olan D. repens'in erkekleri 4.8-
8.2 cm. uzunlugunda, 300-450 mikron genisligindedir. Disileri daha biiyiik olup
uzunluklart 10-17 cm genislikleri ise 450-650 mikrondur. Kilifsiz olan
mikrofilerlerinin uzunluklar1 268-360 mikron, genislikleri ise 5-8 mikrondur
(2,13,14). Parazitin biyolojisi D. immitis’e benzemekte, arakonak goérevini
Anopheles, Aedes, Armigeres, Mansonia ve Culex cinslerine bagh sivrisinekler ile
Tabanidae ailesine bagli Haematopoda variegata’nin lstlendigi kaydedilmektedir
(4). Gelisme, sinegin malpighi tiiplerinde olmakta, enfektif donem olan iiglinci

larval sathaya gecis 1siya baglh olarak 9-15 giin siirmektedir. Daha sonra



sivrisinegin agiz organeline giren larva, sinegin kan emmesi esnasinda sonkonak
kopege gecmekte ve bu enfektif {igiincii donem larvalar gelisimini tamamlayip
derialti1 dokulara yerleserek eriskin D. repens haline geldikten sonra ve
mikrofilerleri kan dolagimma ge¢mektedir. Prepatent siire 6 ay, patent siire ise en
az 2-3 yidwr. Bir disi parazit giinde yaklasik 5000 mikrofiler ¢ikarmaktadir.
Mikrofilerler gebelik sirasinda plasenta ile anneden yavruya da gecebilmektedir
(2,14).

Eriskin parazitler deri alt1 bag dokusunda goriilmekte, bu nedenle de D.
immitis kadar patojen olmamakta ve genellikle herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmemektedir. Bazen larvalar deride ekzama karakterli deri dokiilmesine,
bazen de pruritise neden olabilmektedir. Diinyada genis bir yayilis alanina sahip
olan D. repens, daha ¢ok Giliney Avrupa, Giiney Amerika, Asya ve Afrika gibi
sicak llkelerde goriilmektedir. Kuzey Amerika ve Avustralya'da rastlanmadigi
bildirilmektedir. D. repens'e Tiirkiye'deki yerli kopeklerde ilk kez 1962 yilinda
Istanbul'da rastlanmistir. Daha sonra Elazig ve Ankara'daki kopeklerde de
parazitin varligi saptanmistir. Bu olaylarda toplam 110 adet erigkin parazit
toplanmig ve bu parazitlerin hepsine de deri alt1 bag dokusunda rastlanmistir (2,
14-17).

Dirofilaria repens'e gerek Tiirkiye'de, gerekse diinyanin bir¢ok iilkesinde
ozellikle Italya'da insanlarda da rastlanmustir. insanlarmn deri alt1 bag dokusunda
bulunan ve tiir teshisi yapilamayan Dirofilaria tiirleri uzun yillar D. conjunktivae
olarak isimlendirilmistir. Bir¢ok yazar yaklagik 100 yil D.conjunktivae olarak
bilinen parazitin de insanlardaki olgunlasmamis D.repens oldugunu ileri

siirmektedir (2,14,18,19). Insanlarda higbir zaman ergin seklini kazanamadigi



bildirilen (20), D. repens'e (D. conjunktivae) Tirkiye'de ilk kez Unat (21)
tarafindan 1942 yilinda Istanbul'da bir gencin karm derisi altindaki nodiilde
rastlanmigtir. Daha sonra yine ayni arastirici tarafindan bagka bir gencin sag
kasigindaki nodiilden ¢ikarilan parazitin de D. repens (D. conjunktivae) oldugu
saptanmistir (21). Bu iki olaydan baska ayni parazite Balikesir'in Sindirg: ilgesi
Ibikler koyiinden ve Samsun'un Terme ilgesi Yerli koyiinden birer kadinda
rastlanmistir (19,20).

Kopeklerde Dirofilaria enfeksiyonlarmin teshisinde klinik, parazitolojik,
immunoserolojik ve molekiiler yontemler ile radyoloji, anjiografi ve
ultrasonografi gibi diger bazi tan1 yontemlerinden faydalanilmaktadir. Direkt kan
muayene yOntemi, slirme preparat yontemi, saponin konsantrasyon yontemi,
mikrohematokrit-kapillar sedimentasyon yontemi, modifiye knott teknigi,
membran filtrasyon teknigi, asit fosfataz histokimyasal boyama yontemi perifer
kanda mikrofiler aranmasi yOntemlerindendir. Bu yontemler ozellikle kanda
mikrofiler sayisinin az oldugu dénemlerde, enfeksiyonun erken donemlerinde ve
deneyimli elemanlarin olmadig1 zamanlarda kesin sonu¢ vermemektedir (4).

Dirofilaria immitis enfeksiyonlarinda Indirekt Floresan Antikor (IFA)
testi, Counterimmunoelektroforezis, Latex Aglutinasyon, Koaglutinasyon,
Hemaglutinasyon ve ELISA gibi immunoserolojik tam1 yoOntemleri de
kullanilmaktadir. Antikor testlerinden IFAT yiiksek duyarhilikta olup ozellikle
bagirsakta yerlesen nematodlar ile D. reconditum ve D. repens ile capraz
reaksiyon vermesi nedeniyle diisiik spesifiteye sahiptir. Antijen testlerinin antikor
testlerine oranla daha yiiksek spesifite verdigi kaydedilmekte, sadece D. repens ile

capraz reaksiyon gozlenebilecegi belirtilmektedir. Mevcut antijen testleri yalnizca
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disi lireme organlarindan kaynaklanan antijenlere karsi olusan antikorlari

saptadigi, gelismemis veya sayilarmin az oldugu durumlar (<3) ile yalnizca erkek

parazitlerin mevcut oldugu durumlarda etkili sonu¢ alinamadig1 kaydedilmektedir.

Glinlimiizde bu amagcla antijen testi olarak ELISA, diger testlere nazaran tercih

edilmekte ve bir¢ok ticari kit (DiroCHEK, Assure/CH, UNI-TEC, PetChek, Snap,

CITE Semi-Quant) kullanilmaktadir.

Bu kitlerle yapilan arastrmalarda

sensitivitenin % 64.5-87.3, spesifitenin ise % 95.9-100 arasinda degistigi

bildirilmistir (4,22-25).

Kopeklerde D. immitis’in prevalanst ile ilgili hem Tirkiye hem de

diinyanin degisik iilkelerinde ¢caligmalar yapilmistir.

Tablo 1. Dirofilariozisin Diinyanin Farkli Ulkelerindeki Yayginhigi

P i .. Kopek
?gfglt Ulke s:;:l Kullanilan Teknik Yayginhk Kaynak
D. immitis ABD 148 ELISA % 0.3 26
o o
o . Modifiye Knott, PZR ve %.0,% 1.6
D. immitis Ispanya 114 ELISA ve 27
% 2.6
D. immitis C;;:)’riy 848 ELISA % 40 28
% 13.8
L (sehir)
D. T 4 ELISA
immitis ayvan 66 S 9% 12.1 29
(kirsal)
. Modifiye Knott, PZR
D. repens Ispanya 114 odt YEL?S A’ ve % 84.6 27
D. repens Italya 351 Modifiye Knott % 0.8 30
G
D. repens I;:rzy 81 ELISA %20.9 31
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Tablo 2. Dirofilariozisin Ulkemizin Farkli Sehirlerindeki Yayilis1

Parazit Sehir Kopek Kullanilan Teknik | Yayginhk | Kaynak
tiirii sayisi
D. immitis | Ankara 627 Nekropsi % 0.6 32
D. repens Elazi1g 283 Basit Teknik % 7.06 16
D. immitis Elazig 120 Nekropsi % 5 17
D. repens Elazig 120 Nekropsi % 2.5 17
D. immitis Bursa 100 Nekropsi % 2 33
D. immitis Bursa 168 Basit teknik % 2.98 34
D. immitis Kayseri 50 Nekropsi % 12 35
D. immitis Sivas 50 Nekropsi % 6 36
D. immitis Van 106 Basit Teknik % 46.2 37
D. immitis Aydm 158 Modifiye Knott % 13.9 38
Natif, Modifiye
D. immitis Ankara 300 Knott, membran % 6.3 39
filtrasyon
Natif, Modifiye
D. repens Ankara 300 Knott, membran % 0 39
filtrasyon
i 0
D. immitis | 1S@noul 380 ELISA 70 1.52 40
Izmir % 0
L . Membran filtrasyon o
D. immitis Kayseri 280 ve ELISA % 9.6 41
Adapazari % 12.3
[zmit % 18.3
D. immitis Mersin 211 ELISA, PZR % 10.5 42
Ankara % 14.8
Elazig % 0
L Modifiye knott, o
D. immitis Hatay 269 ELISA % 26 43
123 PZR % 8.1
D. immitis | Erzurum 123 Basit Teknik % 4.8 44
93 ELISA % 2.1

Gioia ve ark. (45), kopeklerde D. immitis ve D. repens’in es zamanli

tespitine yonelik multipleks-PZR ile yaptiklar1 bir ¢alismada, 12 adet D. immitis,

12 adet D. repens ve iki de miks enfeksiyonlu kopekte yaptiklart multipleks-PZR

12




analiziyle tiirleri tek bir PZR islemiyle tespit edebilmisler ve sensitiviteyi 4
mikrofiler/ml kan olarak belirlemislerdir.

Wolbachia, Rickettsiaceae  familyasma ait, gram negatif bir
alfaprotoeobakteridir. Wolbachia ilk kez 1924 yilinda Herting ve Wolbach
tarafindan sivrisinegin tireme dokularinda saptanmistir. Bunun ilk tanimlanmasi
ayni sinek tiirtinde 1936 yilinda Wolbachia pipientis olarak Herting tarafindan
yapilmistir. Bu bakteri obligat, hiicre i¢i organizma olup, bazi artropod ve
nematodlarda genelde kiitikiila altinda hypodermisteki hiicrelerin icinde, bazen
disilerde ovaryum, ookist ve uterustaki embriyonik gelisim devrelerinde bulunur.
Bu durum bakterinin vertikal olarak tasinabildigini de gdstermektedir. Kokoid
veya basilliform seklinde olan bu bakteri, ¢ift membranli, ribozomal graniillii ve
ortalama 0,8-1,3 pum uzunlugunda olup diinya genelinde ¢ok yaygmdir. Yapilan
arastirmalarda 63 artropod tiiriiniin (Aracnida 2, Insecta 61) 48’inde (% 76), 20
filarial nematod tiiriiniin 18’inde (% 90) Wolbachia tespit edilmistir. Wolbachia
insekt tirlerinin en az % 20’sini filarial nematodlarin ise neredeyse tamamini
enfekte eder (46-55).

Diger filarial tiirlerde oldugu gibi, D. immitis ve D. repens‘de de
Wolbachia hiicre i¢inde bulunan bir bakteridir. Wolbachia, D. immitis’de bir
nesilden digerine maternal olarak nakledilir ve bu bakteri parazitin biitiin yasam
donemlerinde elde edilebilir. Biitiin D. immitis parazitleri Wolbachia’lar
barindirir. Bakteri, parazitin biitiin gelisme donemlerinde bulunur ve lateral
kordun hypodermal hiicrelerinde ve disilerde ise iireme organlarinda yerlesir.
Dirofilaria ve Wolbachia arasindaki simbiyotik iligki heniiz tam olarak agikliga

kavusmamakla birlikte filarial parazitlerin bakterinin gelismesi ve replikasyonu
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icin gerekli olan aminoasitleri sagladigi, diger taraftan Wolbachia bakterilerinin
ise Dirofilaria tiirlerinin metebolizmas: icin gerekli olan glutathione ve haem gibi
cesitli Onemli molekiilleri {irettigi oOne siiriilmektedir. Bu agidan filarial
enfeksiyonlar i¢in yeni kontrol/tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde bu
simbiyotik iliski anahtar rol iistlenmektedir (56-58).

Wolbachia, gram-negatif bakteri olmasi sebebi ile filarial enfeksiyonlarda
patogenez ve immun yanitta 6nemli bir rol oynamaktadir. Wolbachia hem canli
parazitlerden hem de parazitlerin dogal 6liimii, mikrofilarial yikimlanma ve
farmakolojik miidahale sonrasi Olen parazitlerden serbest kalmaktadir (59).
Enfeksiyonun insan ve fare modellerinde bakterinin salinimmin sitokinlerin
regililasyonu, notrofiler artis ve spesifik immunglobulinlerin artis1 ile iliskili
oldugu belirlenmistir. D. immitis enfeksiyonu sonucu dogal olarak &len
kopeklerde bakterinin mikrofilerlerin normal olarak sirkiile ettigi 6zellikle bobrek
ve karaciger gibi organlarda yogunlastigi belirlenmistir (56). Bunun yanida
mikrofilaremik kopeklerde gizli enfekte kopeklere oranla daha giiglii spesifik bir
immun yanit belirlenmisti. Bu durum da mikrofiler yikimlanmasmin
dirofilariosisli kopeklerde Wolbachia i¢in 6nemli bir kaynak oldugu hipotezini
desteklemektedir. Bunun yanmnda D. immitis’ten agiga c¢ikan Wolbachia’nin
kininlerin notrofillerde pro-inflamator sitokin liretimini uyardigir gosterilmistir
(60).

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerle tedaviyle filarialar Wolbachia yoniinden
negatif hale getirilebilirler. Bu inflamatuvar yanit, parazit dogal yollardan veya
antiparaziter tedavi ile elimine edildiginde daha da ciddi olabilir. Ancak

Wolbachia’s1z parazitlerin Olmesi neticesinde konakta daha az yogunlukta

14



yangisal reaksiyonlarin olustugu bilinmektedir. Bu nedenle filariasiste
antiparaziter tedaviden Once tetrasiklin grubu antibiyotiklerle Wolbachia’larin
elimine edilmesi paraziter tedavi sonucunda olusabilecek yangisal reaksiyonlarin
siddetinin azaltmasi bakimindan 6nemli goriilmektedir. D. immitis ile deneysel
enfekte kopeklerde doxycycline’in ivermectin ve melarsomine ile birlikte
verilmesi neticesinde olugsan pulmoner patolojinin, melarsominin tek basina
verilmesinde olusandan daha az oldugu gosterilmistir. Daha ilginci, son yapilan
calismalar ivermectin/doxycycline kombinasyonunun adultisid oldugunu ortaya
koymustur. Bu da Wolbachia’nm dirofilariosisin patogenesisinde 6nemli bir yere
sahip oldugunu gostermektedir (61-65).

Dirofilaria immitis ile enfekte hayvanlarda dolasimda Wolbachia
antikorlarma ve dokularda ise Wolbachia antijenlerine rastlanmistir (57).
Wolbachia ylizey proteini, kopek notrofil semotaksis ve IL-8 iiretimini
uyarmaktadir. Bu proteinle kopek vaskiiler endotelial hiicrelerinin uyarilmasi,
cyclooxygenase-2, S5-lipooxygenase, leukotriene B4, intracellular adhesion
molecules, E-cadherin ve vascular endothelial growth factor’iin liretimine yol
acmaktadir (66,67).

Bu ¢aligmanin amaci, sokak kopeklerinde tek bir PZR reaksiyonu ile D.
immitis ve D. repens’in multiplex-PZR ile eszamanli tesbiti; D. immitis’in
endosimbiontu olan Wolbachia DNA’sinin klasik PZR ile arastirilmasi ve sokak
kopeklerinde D. immitis seroprevalansinin ticari ELISA kiti kullanilarak

belirlenmesidir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada kullanilan kopek kanlari, Elazig Belediyesi ile Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi arasinda imzalanan sokak hayvanlarmin
rehabilitasyonu anlagmasi c¢ercevesinde 2010 yili igerisinde Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Hastanesine kisirlastirilmak amaciyla getirilen sokak kopeklerinden elde
edilmistir. Proje igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
09.12.2010 tarih, 2010/15 toplant1 sayis1 ve 114 nolu karariyla etik kurul izni
almmistir. Bu amagla 161 sokak kdpeginden anestezi esnasinda EDTA'l1 tiiplere 5
ml kan Ornegi almmmis, ayrica bu kopeklerden serum Ornekleri elde edilmis ve
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmis, kopeklerin yas, cinsiyet ve wklari
protokole kaydedilmistir. DNA izolasyonu asamasinda oncelikle -20 °C’den
cikarilip oda 1sisinda ¢ozdiiriilen kan 6rneklerinden 125 pl alinip iizerine 600 pl
lysis buffer ve 20 pl Proteinase-K (20 mg/ml) konulup 1 gece 56 °C’de
bekletildikten sonra Fermentas Genomic DNA Purification Kit (MBI, Litvanya)
ile total genomik DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra nematod tiirlerinin 12S
rDNA'sin1 ¢ogaltan genel primerler 12SF (5-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3")
ve 12SRdeg (5'-ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC-3") ile D. immitis forward
primeri (12SF2B S5-TTTTTACTTTTTTGGTAATG-3") ile D. repens reverse
primeri (12SR2 5'-AAAAGCAACACAAATAA(CA)A-3") aym tiipte PZR
islemine tabi tutuldu. PZR karigimi 50 pl olacak sekilde hazirlandi ve igerisine her
ornegin genomik DNA'sindan 5 pl ayrica 5 ul 10 X PCR Buffer, 5 ul MgCh, 1.25
mM dNTP, 0.5 TU Taq DNA polymerase ve herbir primer ¢iftinden 20 pmol

konuldu. PZR sartlar1; 92 °C'de 1 dakika 6n denaturasyon, 92 °C'de 30 saniye, 52
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°C'de 45 saniye, 72 °C'de 1 dakika (40 siklus) ve 72 °C'de 10 dakika son uzama
asamalarindan olusmustur. PZR {iriinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiiliip ethidium
bromide ile boyandiktan sonra UV transilluminatérde goriintiilendi. Metot, Gioia
ve ark. (45)’nm bildirdigi sekilde fakat birtakim kiigiik degisikliklerle uygulandi.
Biitiin islemlerde laboratuvarimizda mevcut olan D. immitis ve D. repens pozitif
kontrol DNA'lar1 ve negatif kontrol kullanilmistir. Enfekte bir kopekten nekropsi
sonucu elde edilen erigkin D. immitis’ten izole edilen genomik DNA pozitif
kontrol olarak kullanilirken, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Alparslan Yildirim’dan temin edilen
mikrofileremik bir kopek kanindan izole edilen gDNA da D.immitis pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise Dirofilaria negatif bir
anneden dogan yavru bir kopekten alinan kan 6rnegi kullanilmistir. D. repens
pozitif kontrol gDNA ise Luigi Venco’dan (Veterinary Hospital “Citt’a di Pavia”,
Viale Cremona Pavia, Italy) temin edilen erigskin D. repens’den elde edildi.

Eldeki genomik DNA 06rneklerinde Wolbachia DNA'smin aranmasi
amaciyla Wolbachia wsp (wolbachia surface protein) genini ¢ogaltan spesifik
primerler ile (Forward 5'- TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAACTAGCTA-3',
reverse 5-AAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTGCAC-3") PZR yapilmistir.
Bu amagla; 5 ul 10X PZR buffer, 5 ul MgCl, 125 uM dNTP, her primer ¢iftinden
20 pmol, 0.2 ul Taq DNA Polymerase (5 IU) ve 5 ul genomik DNA igeren PZR
karisimi hazirlanmis ve 94 °C'de 3 dakika; 94 °C'de 1 dakika, 52 °C'de 1 dakika
ve 72 °C'de 1 dakika (40 siklus) ve 72 °C'de 5 dakika son uzama asamalarindan
olusan PZR sartlarina tabi tutulmustur. Takiben PZR iiriinleri % 1.4'lik agaroz

jelde yiriitiiliip ethidium bromide ile boyandiktan sonra ve UV transilluminatorde
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goriintiilenmis ve yaklasik 630 bp'lik band veren 6rnekler pozitif kabul edilmistir.
Bu islem Zhou ve ark. (68)’nin bildirdigi sekilde uygulanmaistir.

Ornekler igerisinden secilen alt1 Dirofilaria ve iki Wolbachia numunesinin
DNA sekans analizi ticari bir firmaya (Iontek, Istanbul-Tiirkiye) yaptirilarak
GenBank’ta yaymlanmis sekans sonuglartyla BLAST analizi yapilarak
kiyaslanmis ve PZR bulgularinin dogrulanmas1 yapilmaistir.

Serum Orneklerinin ticari ELISA kitiyle islenmesi amaciyla Filarcheck
(Agrolab, Italy) kiti kullamilmis ve kit protokolii takip edilmistir. Bu test kiti ile
monoclonal antikorlarla kaplanmis mikroplaklara eklenen test serumlarindaki D.
immitis antijenlerinin varlhig1 arastirilmistir. Test neticesinde pozitif Ornekler,
icerisindeki antijenin yogunluguna gore degisen derecede mavi renkte
gozlenirken, negatif ve ornekler renksiz kaldig1 saptand.

4.1. Istatistik Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 15.0 (69) paket
programinda 2X2’lik diizende Fischer’s Exact testi ve Pearson’s Ki Kare testleri

kullanildi.
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5. BULGULAR

Bu calismada PZR ile biitiin filarial 6rneklerde yaklasik 500 bp'lik band
gozlenirken, D. immitis 6rneklerinde 204 bp, D. repens 6rneklerinde ise 327 bp'lik
band gozlendi. Yani, sadece D. immitis ile enfekte kopeklerde 500 bp ve 204 bp
olmak iizere iki band; sadece D. repens ile enfekte kopeklerde 500 bp ve 327 bp
olmak tizere iki band; heriki tiirle miks enfeksiyonda ise 500 bp, 327 bp ve 204 bp
olmak {izere lic band belirlenirken, negatif kontrollerde herhangi bir band
gozlenmedi (Sekil 1). Buna gore, bakisi yapilan 35 erkek kopegin ikisinde (% 5.7)
sadece D. immitis, birinde (% 2.8) sadece D. repens ve birinde de (% 2.8) miks
(hem D. immitis hem D. repens) enfeksiyon tespit edildi. Ote yandan incelenen
126 disi kopegin birinde (% 0.8) D. immitis ve ikisinde (% 1.5) miks enfeksiyon
belirlenmis bu 6rneklerin hicbirinde D. repens tespit edilememistir. D. immitis
saptanan kopeklerle (% 4.2), D. repens belirlenen bir kopegin (% 1.4) 2-4 yas
grubundan oldugu buna karsin miks enfeksiyon gozlenen kdpeklerden ikisinin (%
2.8) 2-4 yas ve birinin de (% 4.7) 4 yas lstii gruplarda bulundugu ortaya
konmustur. Neticede bu ¢alisma ile incelenen toplam 161 kdpegin tigiinde (% 1.8)
sadece D. immitis, birinde (% 0.6) D. repens ve lglinde (% 1.8) de miks
enfeksiyon belirlenmistir (Tablo 3).

Dirofilaria sp. 6rneklerinin DNA sekans analizi neticesinde bir 6rnegin D.
repens, ¢ O0rnegin D. immitis ve iki Orne8in de Wolbachia sp. oldugu teyid
edilmistir. ki Dirofilaria &rneginde ise sekans sonucu elde edilememistir.
Calismada, D. immitis, D. repens ve Wolbachia olarak belirlenen orneklerin

sekans sonucu ile gen bankta yaymlanmis sekanslarin kiyaslanmasi sirasi ile Sekil
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3, 4 ve 5’te; bu kiyaslamalara ait genetik aga¢ goriiniisleri ise Sekil 6, 7 ve 8’de
verilmistir.

Yapilan PZR analizi neticesinde Wolbachia sp. i¢in agaroz jelde yaklasik
630 bp band veren 6rnekler pozitif kabul edilmistir (Sekil 2). Buna gore, erkek
kopeklerin dordiinde (% 11.4) ve disi kopeklerin de altisinda (% 4.7) Wolbachia
sp. belirlenmistir. Bu etkenin saptandig1 kopeklerin ticii (% 4.3) 0-1 yas, altis1 (%
8.4) 2-4 yas ve biri (% 4.7) de 4 yas istii gruptaydi. Neticede, calismaya dahil
edilen toplam 161 képegin 10’unda (% 6.2) Wolbachia sp.’ye rastlanmistir (Tablo
3).

Wolbachia sp., dort 6rnekte tek basina, iki 6rnekte D. immitis, bir 6rnekte
de D. repens ile birlikte bulunmus, li¢ 6rnekte ise miks enfeksiyon gozlenmistir
(Tablo 4).

Ticari ELISA kiti ile analiz edilen 161 kopege ait serum Orneginin
altisinda (% 3.7) D. immitis yoniinden seropozitiflik saptanmistir. Bu test ile
bakist yapilan 0-1 yas grubundaki 69 kopegin ikisinde (% 2.9) ve 2-4 yas
grubundaki 71 kopegin dordiinde (% 5.6) seropozitiflik elde edilmistir. Cinsiyete
gore bakildiginda calismaya dahil edilen 35 erkek kopegin ikisinde (% 5.7) ve 126
disi kopegin dordiinde (% 3.2) seropozitiflik belirlenmistir. Ticari ELISA kiti ile
seropozitif bulunan bu kopeklerin iiglinde ayn1 zamanda PZR ile de D. immitis

tespit edilmistir. (Tablo 5).
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Tablo 3. Calismada incelenen Filarial Etkenler ve Wolbachia’nmn Yas ve Cinsiyete Gore Pozitiflik Durumu

. Sadece D. immitis Sadece D. repens Miks Wolbachia
Incelenen
kopek 5 5 5 5
sayi1st nj % p /o p /o n % p
Erkek 35 2157 2.8 2.8 4 | 114
Cinsiyet 0.119 0.217 0.523 0.226
Disi 126 110.8 - 1.5 6 4.7
x| p x| p x* p x* p
0-1 69 - - - - 3 4.3
38 10.14 1.2 | 0.52 0.57
Yas 2-4 71 3142 1.4 2.8 2.628 | 0.269 | 6 8.4 1.098
75 4 76 8 7
4> 21 - - - 4.7 1 4.7
Toplam 161 31 1.8 0.6 1.8 10 | 6.2
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Tablo 4. Kopeklerde Saptanan Filarial Etkenler ile Wolbachia sp’nin Yas ve Cinsiyetle Iliskisi.

. Wolbachia sp + D. immitis | Wolbachia sp + D. repens Miks Sadece Wolbachia sp.
Incelenen
kopek 0 0 0 0
sayist n Z p n Z p Z p n Z p
Erkek 35 1 2.8 1 2.8 2.8 1 2.8
Cinsiyet 0.389 0.217 0.523 1.000
Disi 126 1 0.8 - - 1.5 3 2.3
x| p x| p x| p X | p
0-1 69 - - - - - 2 2.8
2.56 | 0.2 1.27 | 0.52 2.6 | 0.26 0.61 | 0.7
Yas 2-4 71 2 2.8 1 1.4 2.8 2 2.8
7 77 6 8 28 9 6 35
4> 21 - - - - 4.7 - -
Toplam 161 2 1.2 1 0.6 1.8 4 2.4




Tablo 5. Kopeklerden Elde Edilen Serum ve Kan Orneklerine Ait ELISA ve PZR Bulgular:

ELISA PZR+ELISA
Incelenen kdpek sayist - 7 > - 7 >
Erkek 35 2 5.7 2 5.7
Cinsiyet 0.612 0.119
Disi 126 4 | 32 1 | 08
n % x2 p n % X2 p
0-1 69 2 2.9 - -
Yas 2-4 71 4 5.6 | 1.665 | 0.435 3 42 | 3.875 ] 0.144

4> 21 - - - -

Toplam 161 6 3.7 3 1.8
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Sekil 1. Multipleks-PZR ile belirlenen bandlarin gériiniimii. M: Molekiiler agirlik
belirleyicisi (100 bp);

1: Miks enfeksiyon pozitif kontrol (500 bp, 327 bp ve 204 bp); 2: Dirofilaria repens pozitif
kontrol (500 bp ve 327 bp); 3: Dirofilaria immitis pozitif kontrol (500 bp ve 204 bp); 4: Sadece D.
repens bulunan ornek; 5, 6, 7: Sadece D. immitis bulunan o6rnek; 8, 9, 10: Miks enfeksiyon
belirlenen 6rnekler.

Sekil 2. Wolbachia wsp primerleriyle ¢cogaltilmis PZR iirlinlerinin goriiniimii. M:

Molekiiler agirlik belirleyicisi (100 bp);

1, 2: Pozitif 6rnekler (630 bp); 3: Pozitif kontrol.

24



EUIBZAZT Tt S8 i SUais  wamesn TAA AACAGATATA 14
T cor mor mor mmmen  mommsmumenemos as § oS £ B B 8 14
(B8 s som som womrmen  mowescaiecue LR o B B M BN 4 14
DI-3 GAGAGAGAAA CGTATAG..T .......... 30
40 G0
| |
EU182327 TATTTGGCTT ATGGATTTAT TTTTCATGTG 44
] 44
] 5 44
] 60
Blll'l
EU182327 TTACTATTGT TAATTTTCTT TGGATTAATT 74
] e 74
BT o e o o N omoBeR SN S W B B 0w 74
] 1< 90
1I'.ill:l 12II:I
EU182327 TTTAATTTTT TTGTTGAAAT TGGAAAAGAA 104
5 104
] 104
. o T 120
1a|m
EU182327 AGTAATTTTT TCTTAATGTA ATAATGAATT 134
B0 s o o oo oo Somiimnss w3 wR @ B 0 e dm g 134
DEZ o o 56 o5 6% SUEES B3 5% 6 05 U5 5% 5% 134
] 150
1E|I:I 18|D
EU182327 TAATAAATAA AGTGGTACAA ACCATCCGTC 164
] 164
L S o S 164
i P T I YT rrry 180
EU182327 AAT 167
Di-1 167
Di-2 167
Di-3 183

Sekil 3. Calismada Dirofilaria immitis olarak belirlenen 6rneklerin sekans sonucu

ile genbank’ta yaymlanmis sekansin kiyaslanmasi.
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Sekil 4. Calismada Dirofilaria repens olarak belirlenen 6rnegin sekans sonucu ile
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genbank’ta yayinlanmis sekansin kiyaslanmasi.
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Sekil 5. Calismada Wolbachia olarak belirlenen orneklerin sekans sonucu ile

genbank’ta yayinlanmis sekansin kiyaslanmasi.
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Sekil 6. Dirofilaria immitis 6rneklerinin genetik aga¢ goriinlimdi.
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Sekil 7. Dirofilaria repens 6rneginin genetik aga¢ goériniimii.
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Sekil 8. Wolbachia drneklerinin genetik aga¢ goriiniimii.
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6. TARTISMA

Kopeklerde parazitlenen filarial nematodlar, hem bu hayvanlarda
olusturduklar1 enfeksiyonlar ve hem de zoonotik 6zellikleri sebebi ile biiyiikk 6nem
arz etmektedirler. Hastalik etkenlerini insan ve hayvanlara nakleden ¢esitli soy ve
tirden ¢ok sayida Arthropod tiirii saptanmis olup, bu tiirleri diinyanin her
tarafinda yaygm olarak bulunmasi, bu enfeksiyonun yayilisindaki en 6nemli
faktor olarak ortaya c¢ikmistir. Konuya iliskin cesitli iilkelerde bugiine kadar
yapilan calismalar, daha ¢ok kopeklerde agir kardio-pulmoner bozukluklara ve
bazen de oOliime yol acan D. immitis’in yayilis ve epidemiyolojisi lizerine
yogunlagmustir.

Dirofilaria immitis’in kopeklerdeki yayilist Amerika’da (70) sahipli
kopeklerde % 5.4, sokak kopeklerinde % 12.5 olarak belirlenmistir. Yine Macy ve
ark. (26), ELISA ile % 0.3 oraninda bir yayginlik tespit etmislerdir. ispanya’da,
iki farkli bolgeden elde edilen 114 kopek kani Modifiye Knott, PZR ve ELISA
testleriyle incelenmis ve sirasiyla % 0, % 1.6 ve % 2.6 oranlarinda yaygmhk
saptanmistir (27). Giiney Kore’de daha 6nce kemoprofilaksi almayan 848 kopek
D. immitis enfeksiyonu yoniinden ELISA ile incelenmis ve % 40 oraninda
seropozitiflik belirlenmistir (28). Tayvan’da, ELISA ile 664 kopek incelenmis ve
sehir merkezinde % 13.8, kirsal alanlarda ise % 12.1 oranlarinda prevalans
belirlenmistir (29).

Tasan (17), Elaz1g’da 120 kopegin nekropsi incelemesini yapmis ve D.
immitis’t % 5 oraninda tespit etmistir. Kayseri yoresinde yapilan bir ¢alismada
280 kopekten elde edilen kan Ornekleri D. immitis bakimindan membran

filtrasyon ve ELISA teknikleriyle incelenmis ve % 9.6 oraninda prevalans
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belirlenmistir (41). Yine bu parazitin yaygmhgi Van’da (37) % 46.2, Aydin’da
(38) % 13.9 olarak tespit edilmistir. Oncel ve Vural (40), Istanbul ve Izmir’den
elde ettikleri toplam 380 sokak kopegine ait kanda D. immitis antijenini ELISA ile
arastirmiglar ve seropozitifligi Istanbul’da % 1.52 olarak saptarken Izmir’de
seropozitiflik belirleyememislerdir. Simsek ve ark. (42), Adapazari, izmit ve
Mersin illerinde D. immitis seroprevalansini sirasiyla % 12.3, % 18.3 ve % 10.5
olarak bulmuslardir. Bu yorelerden ilk ikisindeki yiiksek seropozitiflik ekonomik
olarak gelismis bolgelerde olmasi nedeniyle anlamli bulunurken, Mersin gibi daha
sicak ve nemli bir iklime sahip ve sivrisinek aktivitesinin daha fazla oldugu bir
ilde seropozitifligin nispeten diisiik ¢ikmasi toplanan 6rnek sayisinin az olmasina
baglanmistir. Elazig ilinde hi¢ seropozitiflik bulunamamasi incelenen kopeklerin
hepsinin 0.1-2 yas grubunda olmasiyla iliskilendirilmistir. Ayni c¢alismada
Ankara’da elde edilen % 14.8’lik seropozitiflik daha once 6zellikle ELISA ile
yapilan ¢alismalardan yiiksek bulunmustur. Yine Simsek ve ark. (44), Erzurum
ilinde ELISA ile 93 sokak kdpeginde % 2.1°lik seroprevalans belirlemislerdir. Bu
calismada ise serum Ornegi ticari ELISA kiti ile analiz edilen 161 kopegin
altisinda (% 3.7) D. immitis bakimindan seropozitiflik saptanmistir. Seropozitif
kopeklerin iiciinde (% 1.8) PZR ile de D. immitis tespit edilmistir. Bununla
birlikte dirofilariosis vakalarinda % 10-67 oraminda gizli enfeksiyonlarin
(kopeklerde eriskin D. immitis’in mevcut olup immun sistemdeki reaksiyonlar
sonucu kanda mikrofilerlerin goriilmedigi durumlar) sé6zkonusu oldugu bildirilmis
olup (71), bu durum goéz Oniine alindiginda bu c¢alismada elde edilen

seropozitifligin daha da artabilecegi diistiniilmiistiir.
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Dirofilaria immitis enfeksiyon riskinin yas faktori ile ilgili olarak
degiskenlik gosterdigi kaydedilmekle birlikte (4,28,29,72), baz1 yazarlar (73,74)
D. immitis enfeksiyonunda kopegin yasmin etkili olmadigmi, biitiin yas
gruplarinda enfeksiyonun goriilebilecegini  kaydetmektedir. Bazi yazarlar
(4,28,72) 1ise yasin artmast ile orantili olarak enfeksiyon oranmin artis
gosterdigine, Ozellikle 3-7 yas arasinda daha yaygin (% 6.1-53.8) olduguna dikkat
cekmektedirler. Fan ve ark. (29), D.immitis enfeksiyonunu 6 yas iistii kopeklerde
(% 23.7), 1-3 (% 6.3) ve 3-6 (% 14.1) yas aras1 kopeklere oranla daha yaygin
bulmuslardir. Simsek ve ark. (42), kopeklerde yas gruplarma gore D. immitis
enfeksiyonunda en yiiksek prevalansi 3-5 yas grubunda (% 17.5) belirlerken, 0,1-
2 yas grubunda (% 11.8) daha diisiik bir prevalans belirlemisler, ayrica 6 yas ve
istlii gruptan bakisini yaptiklart 11 kopekte pozitiflik saptayamamislardir. Bu
calismada ise PZR ile sadece D. immitis gdzlenen kopeklerin hepsi (% 4.2) 2-4
yas grubundaydi. Benzer sekilde ELISA ile seropozitif bulunan kopeklerin %
2.9’u (2/69) 0-1 yas grubundayken, % 5.6’s1 (4/71) 2-4 yas grubundaydi.
Enfeksiyonun yayilisinin nispeten yasli kopeklerde daha yiiksek olmasi, parazitin
prepatent periyodunun uzun olmasi ile konak-parazit iliskisinde yasl kopeklerin
muhtemelen vektorlere daha uzun siire maruz kalmasiyla agiklanmaktadir (29).
Bu calismada, 2-4 yas grubunda 0-1 yas grubuna gore daha yiiksek pozitiflik
belirlenmesine ragmen 5 ve {istii yas grubunda pozitiflik saptanamamasimin
nedeninin ilgili literatiirde de belirtildigi tizere (75) yash kopeklerde bagisiklik
sisteminin parazitin olgunlasmasini engellemesi yada mevcut paraziti steril hale

getirmesi olabilir.
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Kopeklerde D. immitis enfeksiyonunda, cinsiyetin etkisinin olmadigi
kaydedilmekte (4,29,74,76) veya genel olarak bu parazite erkek kopeklerde
disilerden daha ¢ok rastlandig: bildirilmektedir (72). Bu farkliligin disi kopeklerin
duragan yapisia karsin erkek kopeklerin koruyucu, av veya spor amaciyla daha
cok tercih edilmesi, erkek kopeklerin dolasma egilimlerinin fazlalig1 sebebiyle,
sivrisineklere maruz kalma risklerinin disilere gore daha yiiksek olmasindan ileri
gelebilecegi kaydedilmektedir (72). Buna karst Simsek ve ark. (42), disi
kopeklerdeki yayilisi (% 14.4) erkek kopeklerden (% 10.7) daha yiiksek
bulmuslardir.

Bu caligmada ELISA ile test edilen 35 erkek kopegin ikisinde (% 5.7) ve
126 disi kopegin dordiinde (% 3.2) seropozitiflik belirlenmistir. Benzer sekilde
PZR ile erkeklerde % 5.7 ve disilerde % 0.8’lik pozitiflik tespit edilmis ve diger
calismalarda bildirildigi gibi erkek kopeklerdeki pozitifligin daha yiiksek oldugu
gOriilmiis, bunun bir nedeni yukarida da belirtildigi sekilde erkek kopeklerin daha
hareketli olmalar1 ve dolagmalar1 nedeniyle arakonaklara maruz kalma sanslarinin
daha yiiksek olmasi olabilir.

Kopeklerde filarial enfeksiyonlarin tanisinda dolasimdaki mikrofilerlerin
morfolojik tanisy, sirkiile olan parazit antijenlerinin serolojik olarak teshisi,
dolasimdaki mikrofilerlerin histokimyasal veya immuno-histokimyasal olarak
boyanmasi veya molekiiler yoOntemlerle yapilabilmektedir. Dolasimdaki
mikrofilerlerin morfolojik tanis1 her zaman kolay olmamakta ve potansiyel yanlis
yorumlamalara yol acabilmektedir. Nitekim bu teknikler deneyimli personele
thtiyag gostermesi, koruyucu olarak tedavi edilmis kopeklerde morfolojik

degisimli mikrofilerlerin gdzlenmesi ve birden fazla filarial etkenle enfeksiyon
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durumlarinda ayrim giicliigii gibi zorluklara sahiptir. Serolojik yontemlerde de
olas1 capraz reaksiyonlar nedeniyle bazi c¢ekinceler mevcuttur. Bu nedenle
ozellikle PZR’nin de i¢inde bulundugu molekiiler yontemler hem mikrofilerlerin
tanis1 hemde coklu enfeksiyonlarda etkenlerin ayrimi agisindan ¢ok olumlu
sonuglar vermektedir (77-79). Ancak parazitin tek cinsiyetli olmasi (sadece erkek
ya da disi), ilac¢ tedavisi neticesinde mikrofilerlerin dolasimdan uzaklastirilmas,
immunolojik nedenlerle parazitin lireme potansiyelinin diismesi gibi nedenlerle
her zaman kanda mikrofiler goriilememektedir (4). Bu nedenlerden dolay1
serolojik ve molekiiler testlerin kombine bir sekilde kullanilmasi faydali olacaktir.
Bu calismada serolojik olarak % 3.7’lik bir pozitiflik saptanmasina ragmen PZR
ile % 1.8’lik pozitiflik belirlenmistir. Bu durumun yukarida da agiklandig: sekilde
olasi ¢apraz reaksiyonlar, parazitin tek cinsiyetli olmas1 (mikrofiler iretememesi),
mikrofilarisid ile sagaltim olasilig1, genel antiparaziter ilaglamanin mikrofilerleri
dolasimdan uzaklastirmas: veya kopeklerin immunolojik olarak parazitin biyotik
potansiyelini smirlandirmasi ile ilgili olabilecegi kanaatine varilmustir.

Dirofilaria immitis'e oranla daha az patojen olan, bu nedenle de iizerinde
daha az durulan D. repens kopek, kedi, arslan ve kirmizi tilkilerde bulunur.
Eriskinleri son konaklarin deri alti1 bag dokusunda, mikrofilerleri ise perifer
kaninda ve lenf araliklarinda goriiliir. Iplik seklinde, beyazimtirak saman sarisi
renginde bir nematod olan D. repens'in erkekleri 4.8-8.2 cm, disileri ise 10-17 cm
biiytikliglindedir (2).

Eriskin parazitler deri alt1 bag dokusunda goriilmekte, bu nedenle de D.
immitis kadar patojen olmamakta ve genellikle herhangi bir hastalik belirtisi

goriilmemektedir. Bazen larvalar deride ekzama benzeri deri dokiilmesine, bazen
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de kasintiya neden olabilmektedir (2). Diinyada genis bir yayilis alanina sahip
olan D. repens, daha ¢ok Giliney Avrupa, Giiney Amerika, Asya ve Afrika gibi
sicak lilkelerde goriilmektedir. Kuzey Amerika ve Avustralya'da rastlanmadigi
bildirilmektedir (3). D. repens'e Tiirkiye'deki yerli kopeklerde ilk kez 1962 yilinda
Istanbul'da rastlanmustir (15). Daha sonra Elazig ve Ankara'daki kopeklerde de
parazitin varhig1 ortaya konmustur (16,17,80). Tasan (16), Elazig ilinde, 283
kopekten elde ettigi kan orneklerini incelemis ve 53 (% 18.7) kopekte mikrofiler
kaydetmistir. Perifer kanda mikrofiler saptanan kopeklerin 20’sinde bu
mikrofilerlerin D. repens mikrofilerleri, 28’indekilerin ise nonspesifik
mikrofilerler oldugunu kaydeden arastirici 5 kopekte de heriki tiiriin
mikrofilerlerini ayn1 anda saptadigmi bildirmistir. Calismada D. repens
mikrofilerleri yoniinden pozitif bulunan kdpeklerin 6’sma nekropsi yapildigr ve
eriskin D. repens’lerin bulundugu kaydedilmistir (16). Yine Tasan (17), Elazig’da
120 kopegin nekropsi incelemesini yapmis ve D. immitis’1 % 5, D. repens’i ise %
2.5 oranlarinda tespit etmistir. Yildirim (39), Ankara yoresinde Kasim 2000-Ocak
2002 tarihleri arasinda natif, Modifiye Knott ve membran filtrasyon yontemleriyle
bakisini yaptig1 300 kopekte D. immitis’in prevalansini % 6.3 olarak saptamus, D.
repens mikrofilerlerine ise rastlamamuistir.

Bu c¢alisma ile PZR ile testedilen 161 kdpegin birinde yalniz basina ve
iiclinde de D. immitis ile birlikte olmak {izere dort kdpekte (% 2.5) D. repens’e
rastlanmistir. Bu sonuglar, Tasan (17)’m Elazig ilinde otopsisini yaptigi
kopeklerde D. repens igin belirledigi % 2.5’1lik oranla benzer bulunmustur.

Canli hayvanlarda dirofilariasis'in teshisi diger filariyal enfeksiyonlarda

oldugu gibi genellikle kan muayenelerinde mikrofilerleri gorerek yapilir. Ancak
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mikrofilerlerden tiir teshisini yapmak oldukga giictiir. Bunun i¢in mikrofilerlerin
ozel olarak tespit edilip boyanmasi ve bdylece mikrofilerdeki embriyolojik
olusumlarin yerlerinin ve diger morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi gerekir.
Cilinkii bu hiicrelerin 6n uca olan uzakliklar1 ile mikrofilerin en ve boylarinin
Olciileri tiir aymriminda en Oonemli kriterlerdir. Mikrofilerlerin tiir teshislerinde
kandaki hareket sekillerinden, santimetrekiip kandaki miktarlarindan, hatta
boyanma siirelerinden de faydalanilmaktadir (81). Ozellikle D. immitis ve D.
repens’in mikrofilerlerinin tiir ayrimida asit fosfataz yontemiyle histokimyasal
boyama yontemi en sik kullanilan yontemdir. Ancak, kullanilan kimyasallarin raf
Omriiniin kisa olmasi ve giivenilir sonuglar almak i¢in taze oOrneklere ihtiyag
duyulmasi gibi olumsuzluklar1 da vardir (82). Bu nedenle son yillarda bu iki tiiriin
molekiiler yontemlerle ayrimina yonelik caligmalar yapilmistir (45,77,78,83). Bu
calismada Gioia ve ark. (45) tarafindan D. immitis ve D. repens’in es zamanlh
tespitini saglayan multipleks-PZR diizeni kullanilmistir. Adi gecen ¢alismada,
heriki parazitin mitokondrial 12S rRNA gen bdlgesini ¢ogaltan primer c¢iftleriyle
multipleks-PZR uygulanmis ve kontrol gDNA o6rneklerinde miks enfeksiyonlar
tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile de yukarida belirtilen primerler kullanilarak dogal
enfekte kopeklerdeki D. immitis ve D. repens ile miks enfeksiyonlar es zamanl
olarak belirlenmistir.

Wolbachia pipientis, Riketsia soyundan gram negatif hiicre ici bir bakteri
olup, D. immitis, Wolbachia’nin mutual bir tasiyicisidir (62,84). Wolbachia, D.
immitis’de bir nesilden digerine maternal olarak nakledilir ve bu bakteri parazitin
biitiin yasam donemlerinde elde edilebilir. Biitin D. immitis parazitleri

Wolbachia’lar1 barindirir ve bakteri, parazitin biitiin gelisme donemlerinde
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bulunur. Benzer sekilde D. repens’in de Wolbachia’y1 tasidigi bildirilmistir
(57,85).

Wolbachia filogenisinde birka¢ gen kullanilmaktadir. Bunlar wsp, ftsZ,
citrate synthase gltA, groEL chaperone ve 16S ssr RNA’dir (54,86-88). Bu
calismada PZR isleminde baslangigta ftsZ geni kullanilmig, ancak nonspesifik
bandlarin elde edilmesi nedeniyle Wolbachia yiizey proteinini determine eden wsp
geni tercih edilmis ve incelenen 161 kopegin 10’unda (% 6.2) PZR ile pozitiflik
belirlenmistir. Tirkiye’de bu konuyla ilgili yapilmis ¢aligma sayisi oldukg¢a
siirhdir. Sarali ve ark. (89), Izmir ve Aydm illerinden elde ettikleri 150 kdpek
kaninda D. immitis’in prevalansmi % 12.3 olarak bulmuslardir ve hem bu
orneklerde hem de erigkin parazitlerin hepsinde Wolbachia 16S rRNA geninin
1043-1055 bp’lik bolgesini ¢ogaltmislardir. Bizim calismamizda ise gerek tek
basina gerekse miks olarak D. immitis ve D. repens’in belirlendigi alt1 6rnekte de
Wolbachia PZR sonucu pozitif ¢ikarken herhangi bir Dirofilaria etkeni
saptanmayan dort ornekte pozitiflik belirlenmistir. Bu durumda ya bu dort 6rnegin
herhangi bir Dirofilaria tiiriiyle enfekte oldugu ve PZR isleminin bu pozitifligi
saptayamadigi yada alternatif olarak bu kopeklerde Wolbachia sp’yi tastyan baska
bir etken bulundugu kanaati hasil olmustur.

Bu calisma ile Elazig ilindeki sokak kopeklerinde D. immitis ve D.
repens’in  multipleks-PZR ile es zamanh tespiti iilkemizde ilk kez
gerceklestirilmistir. Boylelikle adi gecen metod kullanilarak bundan sonra
yapilacak caligmalara 6rnek teskil edilmistir. Tiirkiye’de gliniimiize kadar gerek
PZR ve gerekse ELISA ile yapilan calismalarm hemen tamami D. immitis

yaygihgmi belirlemeye yonelik olmus, D. repens neredeyse ihmal edilmistir.
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Ancak bu calismada izlenen metod ile arastiricilara bundan sonra tek bir PZR
reaksiyonu ile heriki paraziti ayni anda belirleme olanagr sunulmustur. Bu
verilerin yanisira ticari ELISA kiti ile bahsi gegen kopeklerdeki D. immitis
seroprevalansi belirlenmis ve yoredeki glincel prevalans ortaya konulmustur. Yine
orneklerde Wolbachia bakterisinin varligi bolgemizde ilk kez arastirilmistir. Bu
vesile ile dirofilariosisin patogenezinde 6nemli bir yer tuttugu son yillarda daha
iyl anlasilan Wolbachia’nin 6nemine de dikkat cekilmistir. Neticede ad1 gecen
filarial etkenlerin ¢cok yaygin olmasa da varliginin devam ettigi belirlenmis, bu
sokak kopeklerinin enfeksiyon kaynagi olmalar1 nedeniyle ilaglanmasi gerektigi

kanaatine varilmustir.
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