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ONSOZ

Toxocara canis kopeklerde yaygin olarak goriilen zoonoz karakterde bir helminttir.
Ulkemizde yaygin olarak gériilmesine ragmen insanlarda olusturdugu sendromlardan
Visceral Larva Migrans’in az sayida kaydinin bulunmasi, rutinde yapilan teshis
yontemlerinin  yetersiz oldugunu distindiirmektedir. Bu durum yeni teshis
yontemlerinin  kullanilmasina tesvik etmektedir. Bu amagla BALB/c farelerde
deneysel olarak VLM olusturulmus ve PCR-RFLP teknigi ile molekiiler teshisi
yapilmistir. Calisma sonucu sensivite, spesifite ve dogruluk oranlar ¢ikartilmis ve

deteksiyon limiti de saptanmustir.

Destegini higbir zaman esirgemeyen, gecenin 11-12’sinde boliime gelip, uzayan
laboratuvar asamalar1 sirasinda beni yalniz birakmayan, tezimin finansal kaynaklar
annem ve babam Nergiz-Naci OZBAKIS’a, tez istatistiklerimi yapan abim Y.
Gokhan OZBAKIS a; doktora siirecini her daim merak eden dedem Ali TOPCU’ya

minnet ve en i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Caligma siiresince yardimlarimi esirgemeyen tez izleme komitesi iiyeleri, danigman
hocam Prof.Dr. Ahmet DOGANAY ve ProfDr. Semih OGE’ye, calismada
kullandigim yo6ntemleri oturtmami saglayan ve bu konuda yol gosteren Prof.Dr.
Aykut OZKUL a, Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim iiyeleri; Prof.Dr. Hatice OGE,
Prof.Dr. H. Oguz SARIMEHMETOGLU ve Prof.Dr. Bahadir GONENC’e,
Parazitoloji Anabilim Dali eski baskani, emekli 6gretim iiyesi Prof.Dr. Ayse
BURGU’ya, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
laboratuvarin1 kullanmama izin veren, Anabilim Dal1 eski baskani emekli 6gretim
iiyesi Prof.Dr. Ibrahim BURGU ve Anabilim Dali Baskami Prof.Dr. Yilmaz
AKCA’ya, Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. T. Cigdem
OGUZOGLU’na, istatistik analizlerimin kontrollerini yapan Prof.Dr. Safa
GURCAN’a, beraber calistigim arastirma gorevlisi arkadaslarim Aras.Gor. Ceren
ASTI ve Aras.Goér. Gorkem CENGIZ’e, Viroloji Anabilim Dali Doktora 6grencisi ve

Aragtirma Gorevlisi arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Toxocara canis Hakkinda Genel Bilgi

1.1.1. Toxocara canis’in Sistematikteki Yeri ve Sinonimleri

Toxocara canis’in sistematikteki yeri,

Kok: Nemathelminthes

Sinif: Nematoda

Takim: Ascaridida

Alt Takim: Ascaridata

Ust Aile: Ascaridoidea

Familya: Toxocaridae

Cins: Toxocara

Tiir: Toxocara canis (Werner, 1782) (Kassai, 1999).

Sinonimleri; Lumbricus canis, Ascaris werneri (Rudolphi, 1793), Ascaris
marginata (Rudolphi, 1802), Belascaris marginata (Levine, 1968 ve Yamaguti,
1961).

1.1.2. Toxocara canis’in Viicut Yapisi

Toxocara canis (Werner, 1782) beyazimtirak renkli, 6n ucunda ii¢ adet dudak
bulunan, mizrak ucu seklinde servikal kanatlara sahip 6n kismi kivrimli bir
nematottur. Parazitin uzunlugunca 16-22 pum araliklarla paralel cizgiler ve
Ozefagusunda bulbu bulunur (Lapage, 1968; Levine, 1968; Roberts ve Janovy, 2006
ve Soulsby, 1982).

Erkekleri; 4-10 cm uzunlugunda, 2-2,5 mm genisligindedir. 20-30 adet kiiciik

preanal, bes adet postanal papili ve kaudal kanatlar1 bulunur. Arka kismi daralarak



sonlanir. 750-950 um uzunlukta spikiilimleri mevcuttur. Spikiiliimler nadiren esit

uzunlukta degildir (Levine, 1968; Soulsby, 1982 ve Taylor ve ark., 2007).

Disileri; 5-18 ¢m uzunlugunda, 2,5-3 mm genisligindedir. Vulva viicudun 6n
licte birinin sonunda yer alir. Disi genital organlar1 vulval bdlgenin anterioruna ve

posterioruna yayilir bicimdedir (Giiralp, 1981; Levine, 1968 ve Soulsby, 1982).

1.1.3. Toxocara canis’in Yumurtasi

Koyu renkli, yuvarlak-ovoid sekilde, 75x90 um biiyiikligiindedir. Subglobular
yapida, kalin kabuklu olup, kabuk yiizeyi piiriizliidiir (Kassai, 1999; Levine, 1968;
Soulsby, 1982 ve Webster, 1958).

Yumurtanin dis yilizeyinde bulunan piiriizlii yapi, protein tabakasindan
kaynaklanir ve yumurtalarin opak goriinmesini saglar (Webster, 1958). Yiizeydeki
her bir ¢ukur ¢ok koselidir. Cukurun i¢ g¢apmin biytkligi, albiimin katinin
kalinligindan iki kat daha biiyiiktiir (Uga ve ark., 2000). Yiizeydeki ¢ukurluklar ve
yiikseltiler diizensiz yerlesmistir. Ayni1 cins parazit olan Toxocara cati’ye gore
cukurluklar1 daha biiylik ve krater formunda, sayilar1 da daha azdir (Ubalaker ve
Allison, 1975).

Yumurtalar konaktan disari atildiginda embriyosuzdur (Roberts ve Janovy,
2006).

1.1.4. Toxocara canis’in Enfektif Donem Larvasi

Larva; kopek dokularinda 257-460 um uzunlukta (ortalama: 393 pm), 18-23
pm (ortalama: 19 pum) genislikte (Sinha, 1966), fare dokularinda; 357-445 pm

uzunlukta, 18-20 um genislikte bulunmustur. Larvalarin 6n ucunda fincan seklinde



agiz kapsiilii mevcuttur. Bir dorsal, iki subventral (subterminal) olmak iizere {i¢ adet
dudag: vardir. Dudagin anterioru keskin, agiz kapsiiliiniin ventral kenar1 da diken
seklinde kalinlasmaya sahiptir. Isik mikroskobunda diisiik biiylitme seviyesi olan
objektiflerle yapilan incelemelerde larvalar iki boéliimden olusur gibi goriiliir.
Ozefagal bolge, viicudun 6n 1/3’iinden daha kiigiiktiir. Daha opak olan intestinal
bolge, kuyruk ucunun 60 pum anterioruna kadar yerlesmis globullerden olusur.
Ozefagus, larva uzunlugunun 1/3’i (153 um) kadar olup, dért bolgeden olusur. Dar
olan procorpus; 20 um uzunlukta, kalin olan metacorpus; 35 um uzunlukta ve 5 um
genisliktedir. Dar ve uzun isthmus; procorpus ve metacorpusun uzunlugu kadar,
terminal bulb ise 20-25 pum uzunlukta, 6-10 pm genisliktedir. Dorsal 6zefagal
bezlerin yapist iyi goriiliirken, iki adet olan subventral bezler net degildir. Sinir
halkas1 6zefagusun orta bolgesinde yer alir. Bagirsaklarin goriiniir bir liimeni yoktur.
Anal delik alt orta ¢izgide kuyruk ucu ile bagirsaklarin sonuna ayni uzaklikta yer alir.

Iki kiitikular kalinlik olan lateral kanatlar1 bulunur (Nichols, 1956).

Onceleri T. canis’te enfektif dénemin Larva 2 (L2) oldugu belirtilmekteydi
(Anderson, 2000; Nichols, 1956; Schacher, 1957 ve Webster, 1958). Ancak ilk defa
Arajuo (1972) 151k mikroskobu ile yaptig1 arastirmada yumurta icinde iki gdomlek
degistirme oldugunu kaydetmis, bunu takiben Brunaska ve ark. (1995) yaptiklari
ultrastruktural ¢alismada yumurta gelisiminin 11. ve 15. giinlerinde yumurta
igerisinde iki gémlek degistirme goriildliglinii ve olusan enfektif 6zellikteki larvanin
Larva 3 (L3) oldugunu saptamistir. Son zamanlarda yapilan yayinlarda da enfektif
donem larvanin L3 oldugu bildirilmektedir (Kassai, 1999; Macpherson, 2013;
Roberts ve Janovy, 2006; Schnieder ve ark., 2011 ve Taylor ve ark., 2007).

1.1.5.Toxocara canis’in Biyolojisi

Toxocara canis kopek ve tilkilerin ince bagirsaklarinda yerlesim gosteren ve
kopeklerde goriilen en 6nemli gastrointestinal helmintlerdendir (Kassai, 1999 ve
Schnieder ve ark., 2011).



Konaklara bulagma dort farkli yol ile sekillenmektedir.

a) Larvali yumurtalarin oral yolla alinmasi, b) Prenatal ya da intrauterin
bulasma, ¢) Transmammarial ya da laktojen (galaktojen) bulasma (siitiin geldigi
birinci giinden dogum sonrasi bes haftalik siireyi igerir), d) Paratenik konaklarin

yenmesi seklindedir (Kassai, 1999 ve Soulsby, 1982).

Prepatent periyodlar bulagma yoluna gore farklilik tagir. Prenatal bulagmada 16
giin, enfektif donem yumurtalarin oral olarak alinmasiyla 28 giin ya da daha fazla,
paratenik konaklarla 19 giin, galaktojen Yol bulasmada ise 27-35 giin sonra
konaklarin diskisinda yumurtalara rastlanir (Deplazes ve ark., 2011; Eckert ve ark.,
2008 ve Kassai, 1999).

a) Toxocara canis yumurtalari ile oral bulagsma

Yumurtalar digki ile atildiginda embriyosuzdur. Optimal kosullarda, 25-30 °C
arasinda ve % 85-95 nemde 15 giinde enfektif larval asamaya gelmektedir. Toprak
yapisi, iklim kosullar1 gibi etkenlere bagli olarak gelisim 3-6 haftadan birka¢ aya
kadar siirebilir. Enfektif yumurtalar dogada en az bir sene kadar canliligim
koruyabilmektedir. Konak tarafindan sindirim yoluyla alinan yumurtalar
duodenumda 2-4 saat igerisinde agilir ve serbest kalan enfektif larvalar bagirsak
mukozasina girerler. Buradan lenf damarma girerek mezenterik lenf nodiiliine gog
ederler. Sonrasinda, vendz kapillar damarlar ile karacigere gelirler. Larvalarin cogu
karacigere enfeksiyondan sonra 24 saat i¢inde ulasir. Takiben 12 saat i¢inde ¢ogu
larva karacigerden goc eder. Karacigerde kalan ve gdoce devam etmeyen larvalar
kapsiile olurlar. Karacigeri vena cava ile terk edip kalbe gecen larvalar, buradan da
pulmoner arter ile enfeksiyondan sonra 24-36 saat i¢inde akcigere ulagirlar, 96. saate

kadar sayilari artar (Schnieder ve ark., 2011).

Akcigerden sonra larvalar; yasa, beslenmeye, konagin immun sistemine ve
enfeksiyonun dozuna bagli olarak bagirsaklara go¢ edebilir ve patent enfeksiyon
sekillendirebilir ya da larva migrans olusturup somatik dokulara yerlesebilirler

(Schnieder ve ark., 2011).



Patent enfeksiyonu tamamlamak igin larvalar alveol duvarma girip, bronsiyol
ve trakeadan farinkse kadar go¢ ederler. Yaklasik 7-9 giin sonra trakea ve 6zefagusta
gorilen larvalar, enfeksiyondan 1-2 hafta sonra gastrointestinal sisteme ulasir. Geng
parazit (L5) ince bagirsaklarda eriskin hale geger. Enfeksiyondan 4-5 hafta sonra
diskida ilk yumurtalar goriiliir (Schnieder ve ark., 2011).

Yavru kopeklerde yasla birlikte trakeal go¢ ve patent enfeksiyon sekillenme
orani azalir. Cogu larvalar kapillar duvarlarina girip, vaskiiler sisteme tekrar giris
yaparak somatik gbo¢ yaparlar. Bu go¢ genellikle iic ayliktan biiyiik kopeklerde
goriiliir. Bunlarda erigkin parazit gelisimi disiiktiir. Somatik gogteki T. canis
larvalart genellikle karacigerde, akcigere yakin olan organlarda, merkezi sinir
sisteminde (MSS) ve ploral boslukta goriiliir. Ayrica iskelet kaslarina ve bobreklere

de yerlesim gosterir (Schnieder ve ark., 2011).

b) Prenatal bulagsma

Toxocara canis’in biyolojisindeki en oOnemli bulasma yolu prenatal
enfeksiyondur. Transplasental ya da intrauterin bulasma olarak da adlandirilir
(Schnieder ve ark., 2011). Anneler somatik dokularindaki larvalarini ardisik {i¢
gebelik donemi boyunca yavrularina aktarirlar (Soulsby, 1982). Yapilan bir
arastirmada gobek kordonunda iki adet larva bulunmus, bu durum yavru
uterustayken anneden yavruya larval bulasmada gobek kordonunun merkez nokta

oldugunu diisiindiirmiistiir (Koutz ve ark., 1966).

Genel olarak, gebeligin 42. giiniinden itibaren (hormonal degisikliklerin
etkisiyle) annede aktive olan somatik larvalarin intrauterin bulagsmasiyla yavrularin
neredeyse tamami enfekte olmaktadir (Deplazes ve ark., 2011; Kassai, 1999 ve
Overgaauw ve van Knapen, 2013). Ancak bu konuda yapilan arastirmalarda birkag
farklihk dikkati ¢ekmistir. Ilgili calismalara atfen aktive olan larvalarm dogum
oncesi ancak 43. giinde goriilmeye baslandigi, 47. giinden itibaren de deneysel
enfekte edilen yavrularin hepsinde gorildiigii kaydedilmistir. Ayrica, Scothorn ve
ark. (1965)’na atfen Schnieder ve ark. (2011) gebeligin 35. gliniine kadar yavrularda



larvalara rastlanmadigini, gebeligin 56. giiniinde goriildiigini  kaydetmistir.
Larvalarin gebeligin farkli giinlerinde tespit edilmesi, konagin immun sistemine,
genetik faktorlerine, beslenmesine baglh olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir.
Alman larvalar yavrularin karacigerine gog¢ etmekte, buna ek olarak % 0,4 oranda
larvanin da kas dokusu, beyin, bobrek vs. bulundugu bildirilmektedir. Dogum oncesi
yavrunun karacigerinde bulunan larvalar, dogumla birlikte bir an 6nce (dogumdan

yarim saat sonra) akcigere ulasir. Trakeal go¢ gerceklesir (Schnieder ve ark., 2011).

¢) Galaktojen bulagsma

Prenatal bulagsmaya gore daha az goriilen galaktojen bulagsmada, anneden siit
emme esnasinda yavru kopeklere gegen larvalar, ince bagirsaklarda direkt olarak
erigkin hale gelirler (Overgaauw ve van Knapen, 2013; Roberts ve Janovy, 2006 ve
Soulsby, 1982).

Dogumdan sonra birinci gilinde siitte larvalara rastlanir. Siitteki larvalarin sayisi
giderek artar ve dogumdan sonraki 7-14. giinler arasinda en {ist seviyeye ulasir. Bu
yolla bulagsma, en ¢ok postpartumun ilk 2-3 haftalik siirecinde goriiliir (Schnieder ve
ark., 2011). Siitle larva atihmi dogumdan sonra 38. giline kadar devam eder
(Overgaauw ve van Knapen, 2013). Meme dokusundaki larvalar uzamis sekilde
(uzamig=i seklinde) bulunurken, interstisyumda ise ya uzamig ya da yarim ay
seklinde bulunur. Periglandular konjuktif dokuda graniilomlar igerisinde kapsiile olan
larvalar bez dokunun tiim bélgelerinde bulunmakla beraber, ¢ogunlukla alveolar
kisimda goriilir. Meme damarlarinda goriilmemesi, larvalarin ¢ogunlukla kan
dolagimiyla m1 yoksa somatik olarak m1 go¢ ettigini aydinlatamamaktadir (Schnieder

ve ark., 2011).

Periparturient donemdeki annelerde T. canis ile farkli yollarla patent

enfeksiyon goriilebilir. Bu durum birkag sekilde agiklanmaya ¢aligilmistir:

1. Anneler, enfekte yavrularinin digkilarindaki geng intestinal Larva 4’leri

alarak enfekte olabilir. Yavrular1 emzirirken ve temizlerken oral yolla alinan bu



larvalar bagirsaklarda direkt erigkin hale gelir. Daha once enfekte olan annelerde
gelisen immunite, spesifik ve sadece L3’lere karsi gelistigi i¢in patent enfeksiyon
olusabilmektedir (Roberts ve Janovy, 2006 ve Schnieder ve ark., 2011).

2. Sahte enfeksiyon, emzirme esnasinda annenin yanlishikla yavrunun
diskisindaki yumurtalart almasi ile gerceklesir. Yumurtalar annenin sindirim

sisteminden direkt geger ve diskisinda goriiliir (Schnieder ve ark., 2011).

3. Periparturient donemde olusan immunsupresyonlar gebelik ve laktasyonda
immunolojik cevaplarin azalmasina neden olur. Bu donemdeki immunsupresyon,
anne dokularinda varolan inhibe larvalarin gelismesine izin verir ve aktive olan
larvalar trakeal go¢ gecirerek, intestinal kanalda eriskin hale gelir (Kassai, 1999 ve
Schnieder ve ark., 2011).

d) Paratenik konakla bulasma

Toxocara canis’te kuslar, rodentler (fare, rat vs.), memeli hayvanlar (tavsan,
domugz, tilki vs.), omurgasizlar (yer solucani, sinekler vs.) ve insanlar paratenik
konak olarak rol oynarlar. Paratenik konaklar, enfektif donem yumurtalarin oral
olarak alinmasi ile enfeksiyona yakalanir. Ancak bu konaklarda son konaktaki gibi
bir gelisme goriilmez. Sadece konak dokularinda gog gegirir ve hipobiyotik larva
olarak kapsiil icine alinir. Non-spesifik ya da paratenik konaklarda hipobiyozdaki
larvalar uzun siire canli kalabilir. Larvalarin fare, rat, kobay ve tavsanlarda en az iki
yil, tavuk ve giivercinlerde en az ii¢ ay canliligini siirdiirdiigii, deneysel enfeksiyon
ile makak maymununda dokuz sene ve kii¢iik memeli hayvanlarin hayatlar1 boyunca
canli kaldig1 belirtilmistir. Larvalar, gelisme ya da biliyiime olmaksizin kanibalizm ya
da karnivorizm ile paratenik konaklar arasi gecis yapabilirler. Ayrica paratenik
konaklar, ayaklariyla ya da gagalariyla yumurtalar1 bir yerden baska bir yere
tasiyabilirler. Toxocara sp. ile enfekte paratenik konaklarin kopek ve kediler
tarafindan alinmasiyla larvalar agiga ¢ikmakta ve intestinal kanalda direkt olarak

erigkin parazite doniismektedir (Despommier, 2003; Kassai, 1999; Overgaauw ve



van Knapen, 2013; Schnieder ve ark., 2011 ve The Center for Food Security&Public
Health, 2005).

1.1.6. Toxocara canis’in Yaygihg

Toxocara canis’in yayginligi nekropsi ile eriskin parazitlerin goriilmesi ya da

disk1 muayeneleri ile yumurtalarin aranmasi seklinde arastirilmaktadir.

1.1.6.1. Diinyadaki Yayginhgi

Nekropsi ¢alismalari

Kopeklerde yapilan ¢alismalarda, Cin Halk Cumhuriyeti’'nde % 45,2 (Dai ve
ark., 2009), Kore’de % 0,9 (Kim ve Huh, 2005), Banglades’te % 23,33 (Das ve ark.,
2012), Etiyopya’da % 45 (Yacop ve ark., 2007), Giiney Afrika’da % 19 (Minnaar ve
ark., 2002), iran’da % 37 ve % 60 oranlarinda (Daryani ve ark., 2009 ve Razmi ve
ark., 2006) ve Misir’da % 53,4 (Radwan ve ark., 2009) oraninda Toxocara canis’e

rastlanmustir.

Belgika’da 134 tilki nekropsisinde % 18 (Brochier ve ark., 2007),
Kirgizistan’da 151 kirmizi tilkide (Vulpes vulpes) % 30,4 (Ziadinov ve ark., 2010),
Tunus’ta cakal ve tilkilerde yapilan calismada, ¢akallarin % 16’sinda (Lahmar ve
ark., 2014), Misir’da kirmiz1 tilkilerde % 48,8 ve gri kurtlarda (Canis lupus) % 59,5
(Radwan ve ark., 2009) ve Avusturalya’da 147 kirmiz1 tilkide % 14,9 oraninda
(Dybing ve ark., 2013) T. canis teshis edilmistir.

Diski muayenesi

Amerika Birlesik Devletlerinde % 2 ve % 2,2 oranlarinda (Gates ve Nolan,
2009 ve Little ve ark., 2009), Fransa’nin St. Pierre adasinda % 22,8 (Bridger ve
Whitney, 2009), ispanya’da % 6,9 (Ortuno ve ark., 2014), italya’da % 13 (Riggio ve



ark., 2013), Portekiz’de % 7,8 (Neves ve ark., 2014), Danimarka’da % 12,4 (Al-Sabi
ve ark., 2013), Galapogos adalarinda % 16,5 (Gingrich ve ark., 2010), Polonya’da
kizak kopeklerinde % 17 (Bajer ve ark., 2011), Slovakya’da % 16,6 (Antolova ve
ark., 2004), Finlandiya’da % 3,1 (Pullola ve ark., 2006), Avustralya’da % 1,2
(Palmer ve ark., 2008), Pakistan’da sokak kopeklerinde % 49, sahipli kdpeklerde %
30 (Chattha ve ark., 2009), Zambiya’da kentsel bolgede % 11, kirsal yorede % 11,9
(Bwalya ve ark., 2011) ve Etiyopya’da % 21 (Yacop ve ark., 2007) oraninda T. canis

yumurtasina rastlanmistir.

Slovakya’da digki bakisi yapilan 310 tilkide % 8,1 (Antolova ve ark., 2004),
Polonya’da 72 kurtta % 6,9 ve 45 kirmizi tilkide % 11,1 oraninda (Borecka ve ark.,
2013), Danimarka’da ise 1040 tilkide % 59,4 (Saeed ve ark., 2006) oraninda T. canis
yumurtasi kaydedilmistir.

1.1.6.2. Tiirkiye’deki Yayginhgi

Nekropsi ¢alismalari

Nekropsi sonuglaria gore parazitin kopeklerdeki yayginligi Ankara’da % 4,5
ile % 59,4 arasinda (Aycigek ve ark., 1998; Doganay, 1983; Doganay ve Oge, 1993;
Ertiirk ve Tanzer, 1973; Mimioglu ve ark., 1960; Pamukg¢u ve Ertlirk, 1961 ve
Zeybek ve ark., 1992), Konya’da % 16,66 (Aydenizoz, 1997), Kayseri’de % 40
(Sahin ve ark., 1993), Elazig’da % 44,76 (Giiralp ve ark., 1977), Kars’ta % 50
(Umur ve Arslan, 1998), Sivas’ta % 28 ve % 46 (Atas ve ark.,1997 ve Saygi ve ark.,
1990), Hatay’da % 16,7 (Yaman ve ark., 2006), izmir’de % 3 ve % 66,6 (Budak ve
ark., 1986 ve Korkmaz ve ark., 2000) ve Bursa’da ise % 39 (Tinar ve ark., 1989)

oraninda bulunmustur.

Tilkiler de ise Kars’ta % 20 (Gicik ve ark., 2009), Ankara’da % 35,2 oraninda

(Mimioglu ve ark., 1965) T. canis’e rastlanmistir.
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Diski muayenesi

Diski bakilart sonucu parazitin kopeklerdeki yayginligi Ankara’da % 11,11 ve
% 13,22 (Cerci, 1992 ve Giiralp, 1957), Konya’da % 14,75 (Gii¢li ve Aydenizoz,
1995), Afyon’da % 36,2 ve Eskisehir’de % 47,8 (Kozan ve ark., 2007), Kayseri’de
% 4,2 (Yildirim ve ark., 2007), Erzurum’da % 20,3 (Balkaya ve Avcioglu, 2011),
Van’da % 13,9 (Orhun ve Ayaz, 2006), Aydin’da % 20 (Unlii ve Eren, 2007) ve
Istanbul’da % 22,7 ve % 28 (Merdivenci, 1962 ve Oncel, 2004) olarak saptanmustir.

1.2. insanlarda Toxocarosis

Canidae ve felidae grubuna ait olmayan konaklardaki gibi, insanlar da T. canis
ve T. cati igin paratenik konaktir. Dolayisiyla insanlar da larvali yumurtalarin ya da
daha ender olarak larvalarin oral yolla alinmasi ile enfekte olmaktadir. Alinan
enfektif donem larvali yumurtalar, bagirsakta agilmakta ve L3 a¢iga ¢ikarak doku ve
organlarda gog gecirmektedir (Smith ve ark., 2009). Olusan enfeksiyonun siddetine
gore klinik olarak toxocarosis;

a) Visceral Larva Migrans sendrom (VLM),

b) Norolojik Toxocarosis (NT) (Cerebral Toxocarosis)

¢) Ocular Larva Migrans sendrom (OLM) (Ocular Toxocarosis)

d) Covert Toxocarosis (Common Toxocarosis) olmak iizere dort grupta
siiflandirilmaktadir (Strube ve ark., 2013).

1.2.1. Visceral Larva Migrans

Bazi nematod larvalar1 uygun olmayan konaklara giris yaptiklarinda onlarda
normal konaklarindakine benzer tipik doku gogli baslar. Ancak bu gog
tamamlanamaz. Tesadiifi olarak larvalar ¢esitli doku ve organlarda dolasir ve
sonunda hipobiyoza ugrarlar. Olusan bu sendroma Visceral Larva Migrans (VLM)
denir. Visceral Larva Migrans’a neden olan bir¢ok etken olmasina karsin baslica

etkenler, T. canis, T. cati, daha az olarak Toxocara vitulorum, Strongyloides
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stercoralis, Capillaria hepatica (rodentlerde) larvalart ve Lagochilascaris minor
(vahsi kedilerde)’diir. Toxascaris leonina da laboratuvar hayvanlarinin dokularina
yerlesebilmekte, potansiyel olarak insanlarda da hastalifa neden olabilecegi
distiniilmektedir (Despommier, 2003; Kassai, 1999; Roberts ve Janovy, 2006 ve
Soulsby, 1982).

Onceleri kdpek ve kedi parazitlerinin insanlar1 enfekte etmedigi, onlar igin
tehlikeli olmadigi distinilmekteyken, 1950’li yillarin erken donemlerinde bu
durumun dogru olmadigi saptanmis, T. canis kokenli vakalar bildirilmeye
baslanmistir (Roberts ve Janovy, 2006). Ilgili yayma atfen, insanlarda toxocarosis
enfeksiyonu ilk olarak Wilder tarafindan 1950 yilinda tanimlanmigtir. Retinal
graniilomali bir c¢ocukta tanimlanamayan bir nematod larvast bulunmustur
(Despommier, 2003 ve Sprent, 1963). Beaver ve ark. (1952)’de ise ilk kez VLM nin
tanimin1 yapmis yiiksek eozinofili, uzun siireli multisistem hastaliklart goriilen ¢
cocukta, go¢ eden larvalarin neden oldugu karaciger lezyonlarina rastlamistir. Bu
grup hastalarda VLM’nin klinik semptomlar1 saptanmis, histopatolojik olarak
dokulardan biyopsi alinarak T. canis ya da T. cati larvalarinin hastaliga sebep oldugu

tespit edilmistir.

Insanlar tarafindan oral yolla alman enfektif donem larva tasiyan T. canis
yumurtalar: ince bagirsakta agilarak, bagirsak duvarina girer ve hepato-pulmonar yol
ile somatik go¢ yapar. Cesitli dokularda yerlesim gosterir. Larvalar bulundugu
dokularda konak tarafindan olusturulan yangisal reaksiyonlar sonucu graniilomlar ile

cevrelenir (Kassai, 1999 ve Overgaauw ve van Knapen, 2008).

1.2.2. Visceral Larva Migrans’in Yaygihg

Giliniimiize kadar diinyada rapor edilen VLM vakalar1 parazitin son
konaklardaki yayginligina gore oldukga diisiiktiir. Cogu arastirict bu durumun

buzdaginin goriinen kismi oldugunu diisiinmekte, gergekte T. canis’in insanlarda
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yaygin oldugunu fakat ¢ogu vakanin anlasilamadigini ya da rapor edilemedigini

belirtmektedir (Roberts ve Janovy, 2006).

Diinyada Visceral Larva Migrans yayginligi daha ¢ok hastaliga yatkinligi olan
cocuklarda, mental-astim vs. problemi olan hastalarda yapilan serolojik ve

histopatolojik testlerle arastirilmaktadir.

1.2.2.1. Diinyadaki Yayginhgi

insan toxocarosisinin diinyadaki seroprevalans arastirmalari ile ilgili Smith ve
Noordin (2006), Avrupa’da % 1,6 ile % 33,1; Amerika’da % 5,2 ile % 23,1; Giiney
Amerika’da % 5,2 ile % 39; Uzak doguda % 14; Avustralya’da % 7,3; Asya
kitasinda % 19,6 ile % 92,8 oranda yayginlik gosterdigini kaydetmistir.

Brezilya’da 1309 ¢ocukta anti-Toxocara IgG seropozitivitesi Indirekt ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemiyle % 48 (Mendonga ve ark., 2013)
olarak saptanmis, ayni iilkede yapilan baska bir ELISA ile toxocarosis ¢alismasinda
242 c¢ocukta % 8,7’sinde anti-Toxocara antikoru pozitif bulunmustur (Teixeira ve
ark., 2006). Latin Amerika’da atopisi ve hiriltili solunumu olan 1445 ¢ocukta % 47
oraninda seropozitivite bulunmustur (Mendonga ve ark., 2012). Arjantin’de 206
cocukta hematolojik parametrelere ve ELISA ile antikor diizeylerine bakilmis, %
37,9 oranda pozitiflik gozlemlenmistir (Alonso ve ark., 2000). Nijerya’da 336
ilkokul ¢ocugunda Toxocara Excretory/Secretory (TES) antijeni ile Western Blot
(WB) yapilmis, % 86,1 oranda seropozitiviteye rastlanmistir (Gyang ve ark., 2015).
Polonya’da ELISA ile 242 6grencide toxocarosisin seroprevalans arastirmasinda,
ogrencilerin % 14,5’inde yiiksek pozitiflige (OD: >1.026), % 4,9’unda sinirda (OD:
0.823-1.025) pozitiflige rastlanmistir (Jarosz ve ark., 2010). Tayvan’nin kuzeydogu
daglik bolgesinde yasayan yerli halktan 73 okul ¢ocugunda TES ELISA yo6ntemi ile
% 57,5 oranda pozitiflik bulunmustur (Fan ve ark., 2005).
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Brezilya’da saglikli 253 bireyden alinan kan orneklerinin ELISA ile bakisinda
% 8,7 seropozitif sonu¢ alinmistir (Negri ve ark., 2013). Kanada’da 50 kisiden alinan
serum Orneklerinde ELISA yontemi ile % 2 oraninda seropozitiflige rastlanmistir

(Levesque ve ark., 2007).

Meksika’nin Durango sehrinde 168 bahgivan ve 168 kontrol grubu insanda
ELISA ile anti-Toxocara IgG antikoru arastirilmis, her iki ¢alisma grubunda da

seropozitivite % 1,8 oranda bulunmustur (Alvarado-Esquivel ve ark., 2014).

1.2.2.2. Tiirkiye’deki Yayginhgi

Eskisehir, Bilecik, Kiitahya ve Afyon illerinde 571 ¢ocukta T. canis yoniinden
yapilan ELISA arastirmasinda % 12,95 oraninda seropozitif sonug¢ alinmistir (Dogan
ve ark., 2007). Aym sekilde Sivas’ta 186 ¢ocukta % 32,3 (Oguztiirk ve Saygi, 2002),
Kiitahya’da 119 ¢ocuktan 9’unda (Akdemir, 2010) ve Istanbul’da 177 cocukta %
33,8 oraninda (Biiyiikbaba ve ark., 1996) seropozitiflik saptanmistir.

Malatya, Elaz1g, Diyarbakir illerinde 96 mental problemli ve 85 kontrol grubu
cocukta, sirasiyla % 18,8 ve % 7,1 oranlarinda T. canis yoniinden seropozitiflik

saptanmistir (Kaplan ve ark., 2004).

Ankara’da karin agris1 olan, parazit ya da idrar yolu enfeksiyonu bulunmayan
37 hastada ve 25 kontrol grubu ¢ocukta ELISA yapilmis, sirasiyla % 51,35 ve % 8

(Glingor ve ark., 1999) Toxocara seropozitifligi saptanmuistir.

Aydin’da eozinofilisi olan ve olmayan 350’ser kiside ELISA ile sirasiyla %
32,6 ve % 20,3 oranda T. canis seropozitivitesi bulunmustur (Yaman Karadam ve
ark., 2008).
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Izmir’de hepatomegalisi, kas agris1 ve dogrudan kdpekle yakin iliskisi olan 70
hastada T. canis antijeni ile Indirect Hemagglutination Testi (IHAT) yapilmis, %

44,28’inde seropozitif sonu¢ alinmistir (Kuman ve Altintas, 1984).

Ankara’da 126 astimli ve 60 kontrol grubu insanda ELISA ile anti-Toxocara
IgG seropozitifligi sirasiyla % 9,7 ve % 5 olarak tespit edilmistir (Kustimur ve ark.,

2007).

Elazig’da 98 sizofren hasta ve 100 kontrol grubu insanda yapilan ELISA
taramasinda sirastyla % 45,9 ve % 2 oraninda bu enfeksiyona bagli seropozitiflige

rastlanilmistir (Kaplan ve ark., 2008).

Aydin’da 100 idiopatik epilepsi hastast ve 50 kontrol grubu insan ile yapilan
aragtirmada ise % 12 ve % 5,9 oranlarinda seropozitiflik kaydedilmistir (Akyol ve
ark., 2007)

Isparta ve Edirne illerinde T. canis yoniinden hem ELISA, hem de
histopatolojik olarak, pozitif bulunan vakalar (Gorgulu ve ark., 2006 ve Inan ve ark.,
2006) bildirilmistir. Van’da da ELISA ile T. canis bakimindan seropozitif bulunan
bir olgu (Dogan ve ark., 2009) tespit edilmistir.

1.2.2.3. insan Toxocarosisinde Toprak, Tiiy ve Cig Sebze-Meyvelerin Onemi

Sehir yasaminda, kdpek sahipleri parklar1 kopeklerini dolastiracak en iyi bolge
olarak kabul ederler. Ebeveynler de ¢ocuklarint oyun oynamaya ¢imlerin {istiine ayni
parklara getirirler (Roberts ve Janovy, 2006). Cocuklar, kum havuzlarinda ve oyun
alanlarinda oynarken buralara kopek ve kedilerin diskilari ile atilan yumurtalari
tesadiifen alarak, enfeksiyona yakalanirlar (Despommier, 2003). Toxocara sp.
yumurtalari, ¢cevresel faktorlere karsi oldukg¢a dayanikli ve yillarca enfektif 6zelligini

korumaktadir (Bowman, 2014). Kiigiik yaslardaki ¢ocuklar her objeyi agizlarina
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gotlirme ve tadma bakma egilimindedir. Pika aligkanligi, jeofaji vs. sayesinde
kontamine toprak ile ¢ok sayida enfektif donem yumurta alinabilmekte, dolayisiyla
hastalik bu yaslar arasinda yaygin olarak goriilmektedir (Kassai, 1999; Roberts ve
Janovy, 2006; Smith ve ark., 2009 ve Soulsby, 1982). Enfeksiyon en ¢ok 1-5 yas
arast ¢ocuklarda goriiliir. Kiiclik ¢ocuklarin yavru kopeklerle ¢ok oynamasi da
enfeksiyonun bu yaglarda daha yaygin olarak goriilmesine yol acar (Kassai, 1999;

Roberts ve Janovy, 2006 ve Soulsby, 1982).

Toxocarosiste, toprak orneklerinin kontaminasyonu, kedi-kopek tiiylerinde ve
¢ig sebze-meyvelerde bulunan yumurtalardan olusabilecek enfeksiyonlar hakkinda
diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok sayida arastirma ile bilgi verilmektedir.

Toprak muayenesi

Brezilya’da 25 meydandan alinan orneklerde % 8 oraninda Toxocara sp.
yumurtasina rastlanirken (Mandarino-Pereira ve ark., 2010), ayni iilkede plajdan
alman 2520 6rnegin 458’inde ¢esitli parazitlere ait gelisim donemlerine rastlamus,
bunun % 59,4’tinde Toxocara sp. yumurtast bulunmustur (Rocha ve ark., 2011).
Venezuela’da sehrin 5 bolgesinde 25 park ve meydandan alinan toprak drneklerinde
% 55 (Devera ve ark., 2008), Kosta Rika’da alinan 44 ¢im Orneginde % 14, 243
toprak orneginde % 0,8 ve 16 plaj kumu Orneginde % 12 oranda Toxocara sp.
yumurtast kaydedilmistir (Paquet-Durand ve ark., 2007). Cek Cumbhuriyeti’'nde
parklardan alinan 49 O6rnekte % 10,5; evlerin arka bahgelerinden alinan (gigek
altliklar1) 20 ornekte % 17,4; kirsal alanlardaki tarlalarin yakinlarindan alinan 30
ornekte % 2, barmak etrafindan alinan 20 6rnekte % 2,5 ve kum havuzlarindan alinan
126 ornekte % 5,6 oranda embriyolu yumurtalara rastlanmistir (Dubna ve ark.,
2007). Polonya’da okul bahgesi, ¢ocuk parklari ve kum havuzlarindan alinan 88
ornekten % 9,3’linde c¢esitli helmint yumurtalarina rastlanmis, yumurtalarin %
73,5’inin Toxocara sp. oldugu saptanmistir (Blaszkowska ve ark., 2013).
Romanya’nin Biikres sehrinde oyun parki, kopek barinagi ve parklardan alinan 45
toprak Orneginde % 17,1 oraninda Toxocara sp. yumurtasina rastlanmistir (Tudor,
2015). 1iran’da 190 toprak ve ¢im &rneginde sirasiyla % 3,15 ve % 8,42 oranda
Toxocara sp. yumurtas: (Saraei ve ark., 2012), 210 park, meydan ve sokaklardan
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alan topraklarin mikroskobik incelemesinde % 30,4 ve PCR yontemi ile % 33,8
oraninda Toxocara sp. yumurtast oldugu kaydedilerek, %5,7’sinin T. canis
(Khademvatan ve ark., 2014) oldugu saptanmustir. Japonya’da 107 kum havuzundan

8’inde Toxocara sp. yumurtasi bulunmustur (Matsuo ve Nakashio, 2005).

Konya’da kum orneklerinin % 4,16’s1 (Gliglii ve Aydenizoz, 1998), Aydin’da
% 18,91’1 (Girel ve ark., 2005) Toxocara sp. ile enfekte bulunurken, Ankara’da
incelen parklarin % 45-% 60,9°u (Avcioglu ve Burgu, 2008 ve Oge ve Oge, 2000),
Kirikkale’de % 62,5’i (Aydenizéz Ozkayhan, 2006), Kayseri’de ve Erzurum’da %
50’si (Avcioglu ve Balkaya, 2011 ve Bozkurt ve ark., 2012) enfekte bulunmustur.

Tiily muayenesi

Kopeklerin tiiyleri {lizerinde yapilan c¢alismalarda Hollanda’da 148 ev
kopeginin, 18’inde (% 12,2) (Overgaauw ve ark., 2009), Irlanda’da 100 sokak
kopeginin % 67’sinde (Roddie ve ark., 2008), Irlanda ve Ingiltere’de 60 ev, ¢iftlik
ve barinak kopeginin % 25’inde (Wolfe ve Wright, 2003), ayrica 182 sahipli kopegin
de % 8,8’inde (Devoy-Keegan ve Holland, 2010), Misir’da 64 sokak kopeginin %
26,6’sinda, 56 ev kopeginin % 10,7’sinde (El-Tras ve ark., 2011), Brezilya’da 64
sokak kopeginin 21’inde, 40 ev kopeginin de 4’iinde (Amaral ve ark., 2010)
Toxocara sp. yumurtalar: saptanmistir. Ayrica Irlanda’da kirsal bolgede yasayan 87
kirmizi1 tilkiden 24’tiniin (Vulpes vulpes) tiiylerinde Toxocara sp. yumurtasina
rastlanilmistir (Roddie ve ark., 2008).

Tiirkiye’de i¢ Anadolu bélgesinde bu konu ile ilgili arastirmalar yapilmis olup,
Kirikkale’de % 21,57 (Aydenizéz-Ozkayhan ve ark., 2008), Ankara’daki sokak
kopeklerinde % 49 (Oge ve ark., 2013), ev kopeklerinde ise % 14 (Oge ve ark.,

2014) oraninda Toxocara sp. yumurtalar1 saptanmaistir.

Yikanmamis ¢ig sebze-meyve muayenesi
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Cig sebze-meyveler ilizerinde yapilan arastirmalarda Misir’da % 19 (El Said
Said, 2012) ve Nijerya’da % 48,3 (Maikai ve ark., 2012) oraninda Toxocara sp.

yumurtasi saptanmistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, Bursa’dan alinan orneklerin % 1’inde
(Avcioglu ve ark., 2011), Burdur’da % 2,7 oraninda (Adanir ve Tasci, 2013) ve kis
aylarinda Antalya, Adana, Mersin ve Hatay illerinden, yaz aylarinda da Ankara’dan
elde edilen 203 yikanmamis sebze 6rneginde % 1,48 oraninda (Kozan ve ark., 2005)

Toxocara sp. yumurtalarina rastlanmistir.

1.2.3. Insanlardaki Toxocarosiste Klinik Bulgular ve Patogenez

Insan toxocarosisinde konaktaki hasar derecesi ve belirtilerin konkomitant
olarak ortaya ¢ikmasiyla olusan semptomlar larvalar hangi dokuya yerlesmis ise 0
dokuya bagl olarak degisiklik gostermektedir (Despommier, 2003 ve Macpherson,
2013). Toxocarosisin siddeti, L3’lerin sayisina, hastanin yasina, viicutta yerlestigi
organa bagli sekillenmektedir. En hassas bolgeler Kkaraciger, akciger, MSS ve
gozlerdir. Karaciger L3’lerin en yaygin goriildiigii organ olmakla beraber, larvalarin

hi¢bir organa istisnas1 yoktur. (Despommier, 2003 ve Roberts ve Janovy, 2006).

Dalgali (intermittent) ates, % 70’lere ulasabilen eozinofili, hepatomegali,
hepatosplenomegali, abdominal agri, kusma, diyare gibi intestinal fonksiyon
diizensizligi, oksiiriik, hiriltili solunum, astim, tekrarlayan bronsitis gibi solunum
sistemi semptomlar1, myokarditis, ensefalopati gibi norolojik semptomlar, nefritis,
malasi, anoreksi, istahta azalma, kilo kaybi, yorgunluk hissi, solgunluk ve firtiker
gibi semptomlar goriilebilmektedir (Deplazes ve ark., 2011; Despommier, 2003;
Macpherson, 2013; Overgauuw ve van Knapen, 2008; Roberts ve Janovy, 2006 ve
Soulsbhy, 1982).
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Daha ¢ok 1-7 yas arasi ¢ocuklarda karakterize persiste eozinofili (periferal
kanin % 50’sinden fazlasi beyaz hiicre), I0kositozis, yiikksek GTy ve
hipergamaglobulineminin yani sira, ayrica tekrarlayan abdominal sancilarda da
VLM’nin diistiniilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Overgaauw ve van Knapen, 2008
ve Smith ve ark., 2009).

Visceral Larva Migrans olgularinda kutandz reaksiyonlar da saptanmaktadir.
Yetiskin ve ¢ocuklardaki toxocarosiste kronik idiyopatik trtiker, kronik pruritis,
cesitli egzama durumlarinin siklikla goriildigi kaydedilmistir (Deplazes ve ark.,
2011; Overgaauw ve van Knapen, 2008 ve Smith ve ark., 2009). Toxocara sp.’nin
deri bozukluklarindan en az ikisinin (prurigo ve tirtiker) olugmasinda faktor oldugu,
ayrica eozinofilik arthritise neden oldugu kaydedilmistir (Despommier, 2003). Ciddi
pnomoni, eozinofilik meningoensefalit, aortada tromboz tablosu VLM’nin agir
olgularinda goriilebilmektedir. Beyinde ¢ok sayida L3’ler bulundugunda 6liimlerin
olusabilecegi diistiniilmektedir (Overgaauw ve van Knapen, 2008 ve Roberts ve
Janovy, 2006).

Larva 3’ler gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonunu uyarmaktadir. Paratenik
konaklardaki reaksiyonun (olusan sendromun) diizeyi ve siiresi, enfeksiyonun
dozuna bagh olarak degisim gostermektedir. Deneysel enfeksiyonlarda konak
modelinde go¢ sonunda L3’lerin ¢ogu beyinde goriilmektedir. Cok anlasilamamakla
birlikte bu durum, L3’lerin beyine kars1 tercihi oldugunu gostermekte ya da diger
bolgelerde yikimlanmasina ragmen bu organda yikimlanmadigini diisiindiirmektedir.

(Roberts ve Janovy, 2006).

Patolojik bulgular, larvalarin 6liip 6lmemesine bagl degismektedir. Larvalarin
Oliimlerinde gecikmis ve hizli tip hipersensitivite cevabi olusur. Yangisal olarak
eozinofilik graniilomlar da olusmaktadir. Hizli tip hipersiensitivite cevabinda
O0lmekte olan ve olen larvalar karaciger, akciger, beyin gibi organlarda goriilerek

karakteristik VLM semptomlarini olustururlar (Despommier, 2003).
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1.2.4. Ocular Larva Migrans (Ocular Toxocarosis)

Ocular Larva Migrans ilk kez Wilder tarafindan VLM’den 6nce tanimlamais,
retinoblastomal1 ¢ocukta larva bulunmustur. Son donemlerde Ocular Larva Migrans
(OLM), Ocular Toxocarosis (OT) olarak adlandirilmaktadir. Ocular Toxocarosis,
VLM ile karsilagtirildiginda daha ender olarak goriilmekte ve sendrom az sayida
yanlislikla alman T. canis larvasmin gdze go¢ etmesiyle olusmaktadir. inkubasyon
periyodu aylardan yillara kadar devam edebilmektedir (Fan ve ark., 2015; Fillaux ve
Magnaval, 2013 ve McCarthy ve Moore, 2011). Sendrom yeni yiirlimeye baslayan,
kiigiik ve ergenlikteki cocuklarda goriilmektedir. Hastaligin en yiiksek insidansi 5-10
yas arasi c¢ocuklarda goriilmektedir. Sendrom genelde subklinik seyretmektedir.
Gormede tahribat (géorme kaybi), unilateral ve intermittent strabismus, agri ve
kizariklik yaygin olan semptomlardandir. Larvanin, g6z membraninda go¢ etmesiyle
yangisal reaksiyon olusarak bolgede retinal granuloma gelisir. Bu tablonun ileri
asamasinda posterior pole’da retinoblastomaya neden olur. Ayrica uveitis de
toxocarosis enfeksiyonunu diisiindiiren bir klinik bulgudur. Eger OT tablosu persiste
ise bilateral bozukluklar da sekillenir. Ocular toxocarosis genelde sadece goz
muayenesinde teshis edilmektedir. Ocular toxocarosisi sekillendiren tek bir larva
oldugu i¢in kan eozinofili degeri normal seviyelerde goriilmektedir. Ocular
Toxocarosiste eozinofili tablosu humor vitreous ya da aqueousta goriiliir. Ancak
gozii de igeren generalize larva migrans sendromda eozinofili tablosu
goriilebilmektedir. Genel olarak OT’si olan hastalarda beyaz kan hiicresi sayist ve
IgE seviyesi normaldir. Patolojik bulgular, anterior uveitis ya da siklikla hyalitis ile
birlikte seyreden uveitis ve Korioretinitistir. Humor vitreusta immun kompleksin
¢okelmesi ile bu s1vi matlagsmaktadir (Fan ve ark., 2015; Fillaux ve Magnaval, 2013;
McCarthy ve Moore, 2011 ve Nash, 2015).

Teshis; yalmzca klinik belirtiler baz alinarak yapilmakta, serolojik testlere
giivenilmemektedir. Humor vitreous ya da aqueousta eozinofili goriilmesine karsin,
stivinin az olmasi Ornek almmasmi giiglestirdigi igin bu testler teshis igin

kullanilmamaktadir (Fillaux ve Magnaval, 2013). Oftalmolojistler, OT teshisinde
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Klinik bulgulara ek olarak Toxocara sp. Goldman-Witmer (GW) katsayisinin
hesaplanmasini tavsiye etmektedir.

GW= (Humor agueoustaki spesifik 1gG seviyesi / Serumdaki spesifik serum IgG seviyesi)
(Humor aqueustaki total 1gG seviyesi / Serumdaki total 1gG seviyesi)

Bu katsay1 hastadaki idiopatik fokal korioretinitis ve vitritis teshisine yardim etmek

amacli kullanilmaktadir. Hasta bireylerde cut off degeri >3’diir (Fan ve ark., 2015).

Immunodiagnoziste TES-ELISA’nin spesifitesi ve sensitivitesi VLM teshisi
icin uygunken, OT nin teshisinde bu testlerin sensitivitesi ¢ok diistiktiir. Toxocara sp.
antikorunun titresi genellikle VLM olgularindan daha diisiik diizeydedir (Fan ve ark.,
2015 ve McCarthy ve Moore, 2011). Merkeze yerlesen kitleler MRI ile teshis
edilebilmektedir. Lezyonlarda kalsifikasyon nadiren goriilmektedir (Fan ve ark.,
2015).

Epidemiyolojik olarak da okular rahatsizliklarda sistemik hastaliga egilim
olmamast durumun OLM ve VLM’yi sekillendirdigini, spesifik tropizmi olan iki
farkli Toxocara canis susu oldugunu diisiindiirmektedir. VLM daha once yangisal
cevabi olan ve tekrarlayan i¢ organlardaki gocte goriilebilirken, OLM bireysel olarak

daha 6nceden duyarlastirilan bireylerde goriilmemektedir (Despommier, 2003).

1.2.5. Norolojik Toxocarosis

Toxocara larvalarinin MSS invazyonu sonucu beyin ve omurilikte bulunmasi
durumudur. Konagin genetik faktorleri, alinan enfektif donem yumurtalarin miktari
ve daha once etkene maruz kalma gibi durumlar Norolojik Toxocarosisin kompleks
patogenezini agiklamaktadir. Merkezi Sinir Sistemindeki toxocarosis insanlarda ilk
defa Beautyman ve Wolf tarafindan polymyelitisi olan bir ¢ocugun nekropsisinde

beynin sol thalamusta larva goriilmesi ile bildirilmistir (Fan ve ark., 2015).
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Sendromda; norolojik hasar, epilepsi, noropsikolojik bozukluk, eozinofilik
meningo ensefalitis, myelitis, transverse myelitis ve serebral vaskulitis
goriilmektedir. Cogu vakada MSS’de var olan toxocarosisin antikor titresi kanda
negatif bulunurken, serebrospinal sivida pozitif bulunmaktadir. Larvalar merkezi
sinir sistemine girmis ise eozinofili ve cerebrospinal sivida pleositozis goriilmektedir.
Bu tip sendrom ender olarak goriiliir. Simdiye kadar Norolojik Toxocarosis olarak
rapor edilen sadece 40 vaka bulunmaktadir (Fan ve ark., 2015 ve Fillaux ve
Magnaval, 2013).

1.2.6. Covert Toxocarosis

“Covert toxocarosis” ilk olarak Irlanda’da tanimlanmis, daha sonra “Common
Toxocarosis” olarak da adlandirilmistir. Covert ya da Common toxocarosis,
seropozitif ¢ocuk ve erigkinlerdeki asemptomatik ya da 1limli non-spesifik
semptomlar durumuna denmektedir. Sendrom az miktarda enfektif déonem larvali
yumurtalarin alinmasiyla sekillenmektedir. Inkubasyon siiresi haftalardan yillara
kadar devam eder. Klinik olarak; abdominal agri, gastrointestinal semptomlar,
halsizlik, pruritis goriilmektedir. Eozinofili tablosu daha diisiik degerlerdedir.
Eozinofili ve ilgili yiiksek IgE’nin sekillenebildigi vakalar da goriilmektedir.

% olup, ozellikle kronik deri alerji

Eozinofili orani1 yaklasgitk 1500 hiicre/mm
semptomlar1 gosteren hastalarda, bu bulgu gbézden kagabilmektedir (Fan ve ark.,
2015 ve Fillaux ve Magnaval, 2013). ELISA ile Toxocara antikoru titresi diisiikten

1limli miktara kadar ¢ikmaktadir (McCarthy ve Moore, 2011).

1.2.7. VLM Teshisi

Visceral Larva Migrans’ta hastalar parazitin herhangi bir gelisme donemini
(yumurta, larva vb.) viicuttan disar1 atmadigi icin, teshis kolay olmamaktadir (Lee ve

ark., 2010). Ayrica vakalarin ¢ogunda belirtilerin oldukca hafif ve gegici olmasi,
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teshiste VLM’nin gozden kagmasina ya da sendromun yanlis teshisine neden

olmaktadir (Roberts ve Janovy, 2006).

Visceral Larva Migrans’in teshisi, hastaneye giden kisinin anamnezinden yola
cikilarak sekillenmektedir. Hastanin kdpeklerle yakin iliskisinin olmasi, ¢ig et yeme
aligkanligi, pika veya jeofajisinin bulunmasi, astim-mental problemlerinin olmas1 ya
da bahgivan gibi toprakla iliskili meslek grubunda yer almasi VLM nin olabilecegini

diisiindiirmekte ve teshis i¢in asagidaki testler uygulanmaktadir.

1.2.7.1. Non Spesifik Testler

Kan sayimi; kanda eozinofili varligina bakilir. Bu durum bazen agir (10000
hiicre/mm?®) seyreder. Lokositozis 10000/mm®den fazla, eozinofili % 10’dan

yiiksektir (Fillaux ve Magnaval, 2013 ve Soulsby, 1982).

Total serum IgE seviyesi; yaygin olarak hastalarin % 79’unda total serum IgE
seviyesi yiikselir. Bu ortalama deger yaklasik olarak 850 kIU/L’dir (Fillaux ve
Magnaval, 2013).

Eosinophil cationic protein (ECP) seviyesi; ECP ve diger graniiler katiyonik
proteinler eozinofili hiicreleri aktive oldugunda agiga c¢ikarlar. Aktif toxocarosiste
eosinophil cationic protein diizeyinin arastirildig1 bir calismada, bu yontemin teshiste
kullanilabilecegi kaydedilmistir. Eosinophil cationic protein seviyesinin belirlenmesi
ile enfeksiyonun yeni mi sekillendigi yoksa gegmiste var olan sendromla ilgili mi

oldugu bakilmaktadir (Fillaux ve Magnaval, 2013).

Enfeksiyonun  diger indikatorleri;  hipergamaglobulinemi,  yiikselmis
isohemagglutinin titresidir. Laboratuvar ¢aligmalarinda hastalarda, Immunoglobulin
M (IgM), IgG ve IgE’de hipergamaglobulinemi goriiliir. Daha ¢ok artan tablo ise

IgE/anti-IgE immun kompleksi diizeyleridir. IgG ve IgM seviyesi hastanin yasina ve
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cinsiyetine gore daha yiiksek miktarda goriiliir. Anti-A isohemoglutinin titresi 1:400
ya da daha yiiksek, anti-B titresi 1:200 ya da daha yiiksek olur. Boylece klinik olarak
sendromun tanimlanmasi i¢in pika, eozinofili ve pozitif seroloji sonuglari teshis igin

giiclii bir durum yaratir (Despommier, 2003 ve Soulsby, 1982).

Diger viicut sivilarinda sitolojik testler; Toxocara sp. larvalarinin merkezi sinir
sistemindeki varligi, eozinofili ve serebrospinal sivida pleositoz ile teshis edilir

(Fillaux ve Magnaval, 2013).

1.2.7.2. Direkt Teshis

Toxocara sp. larvalarinin biyopside ya da organ pargasinda goriilmesi,
serebrospinal sivida ya da okular sivida bulunmasi ile kesin teshis yapilmaktadir.

Yasayan larvalarin motilitesi sivilarda ¢ok yiiksektir (Fillaux ve Magnaval, 2013).

Biyopsiyi takiben yapilan histopatolojik bakilarda 6zel boyama yontemleri
kullanilmaktadir (Strube ve ark., 2013). Biyopsi ya da organ pargasinin mikroskobik
bakisinda larvalar i¢ yapisindan ya da kiitikulasindan teshis edilir. Eger tahrip

olmadiysa karakteristik larvalar rahatlikla goriiliir (Fillaux ve Magnaval, 2013).

Karaciger biyopsisinde larvanin etrafin1 sarmig graniilom yapisi da teshis igin
karakteristik bir bulgudur. Fakat alinan biyopsi drneginde o bolgede larvanin varligi
sansa baghdir (Despommier, 2003 ve Roberts ve Janovy, 2006). Larvalar dokularda
genis yayihim gosterdigi i¢in hastada sendromun olmasina ragmen larvanin her
zaman alman biyopsi materyali igerisinde bulunamamasi bu teshis yonteminin
dezavantajin1 olusturmaktadir. Dolayisiyla Toxocara enfeksiyonuna bagli direk

teshis tatmin edici bulunmamaktadir (Smith ve ark., 2009).
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1.2.7.3. Goriintiileme Yontemleri

Goriintiileme yontemleri de VLM teshisinde yardimer olmaktadir. Toxocara
sp. larvalarmin olusturdugu lezyonlar i¢in goriintiileme yOntemlerinden;
Ultrasonography (USG), Computed Tomography (CT) ve Magnetic Resonance
Imaging (MRI) kullanilmaktadir. Sonografide, karaciger paransiminde ¢oklu, kiiciik,
oval hipoekoik lezyonlar goriiliir. Computed Tomography ya da MRI’da hepatik
lezyonlar multiple olarak goriiliir. Hastalik bolgesinde oval lezyonlar genelde 1-1,5
cm Olgtliir. MRI; norolojik sendromu olan hastalarda kortikal ya da subkortikal
graniilomlari tespit etmek i¢in kullanilir (Deplazes ve ark., 2011; Macpherson, 2013;

Overgaauw ve van Knapen, 2008 ve Strube ve ark., 2013).

Ornek olarak, Kore Cumhuriyeti’nde retrospektif olarak medikal kaydi ve MRI
goriintiilemesi bulunan 8 hastada yapilan ¢alismada spinal VLM teshis edilmis ve bu
hastalarda T. canis yoniinden seropozitif bulunmustur (Lee ve ark., 2010). italya’da
47 yasindaki bir kadinda, USG ve CT sonucu karacigerde hipoekoik alanlar
goriilmiis, yapilan biyopside histopatolojik olarak eozinofilik granulom ve Charcot-
Leyden kristallerine rastlanmistir. Ayrica serolojik olarak da VLM saptanmistir
(Leone ve ark., 2006). Hindistan’da VLM semptomlarina rastlanan ve anamnezinde
¢ig et yeme aligkanligi olan 45 yasindaki erkek bir hastada USG ve CT sonucu
karacigerde hiperekoik alanlar goriilmiis, lezyonlar aspire edilip alinan Ornekte
eozinofili ve Charcot-Leyden kristallerine rastlanilmistir. Hastada serolojik olarak da

T. canis yoniinden seropozitiflik saptanmistir (Chandrashekhara ve ark., 2010).

1.2.7.4. Serolojik Teshis

Visceral Larva Migrans’in teshisi igin kullanilan yontemlerden biri de
immunolojik testlerdir. Bunlarin baslicalari; Presipitin test, IHAT, ELISA ve
Western Blot (WB)’dur.
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Immunoelectrophoresis (IEP) teshiste ilk kullanilan immunodiagnostik
yontemdir. Spesifitesi yiiksek ancak, sensitivitesi diistiktiir. Presipitasyon testlerinin
pozitif olabilmesi i¢in yiiksek oranda spesifik antikora ihtiya¢ duyulmaktadir (Fillaux
ve Magnaval, 2013).

Toxocarosiste standardize kullanilan bir antijenin olmasi paraziter hastaliklarin
cok azinda olan bir durumdur. Bu standardizasyon hastaligin global olarak

gorildiigilinii ortaya koymaktadir (Smith ve ark., 2009).

Serodiagnostik testlerden ELISA en ¢ok kullanilan yontemdir. Enfekte
yetiskinlerde Anti-Toxocara antikoru ELISA yontemi ile persiste enfeksiyonun 2,8.
yilina kadar saptanabilmektedir. Ancak, antikor varligi hastada su an aktif olan
(devam eden) bir enfeksiyondan mi, yoksa ge¢miste olan bir enfeksiyondan mu,
kaynaklandigini ayirt edememektedir. Bu yilizden eozinofili sayimi, total serum IgE
gibi diger laboratuvar testleri ile desteklenmelidir (Deplazes ve ark., 2011; Lee ve
ark., 2010 ve Overgaauw ve van Knapen, 2008). Spesifik IgG baglanma yetenegi
gibi daha ileri diagnostik testlerin ileride bu problemin ¢6ziilmesine yardimci

olabilecegi diislintilmektedir (Lee ve ark., 2010).

Excretory/Secretory (ES) antijenleri kullanilarak yapilan ELISA uygulamalart
klinik  teshisi  kolaylastirmakta, @ VLM’nin  epidemiyolojik  ¢alismalarimni
desteklemektedir (Roberts ve Janovy, 2006 ve Smith ve ark., 2009).

Geligsmis immunodiagnostik testlerde (ELISA gibi) kullanilan ES antijenleri,
kiiltire edilen enfektif donem larvalardan toplanarak iretilmektedir (Roberts ve
Janovy, 2006 ve Smith ve ark., 2009).

Toxocara Excretory/Secretory (TES) antijenlerine karsi ELISA ile IgG
antikoru aragtirilmasi referans bir yontem olmustur. Toxocarosisin serolojik
teshisinde en iyi yontem TES ELISA ve sonrasinda pozitif bulunan 6rneklerde WB
yapilmasidir (Fillaux ve Magnaval, 2013). Enzymed Linked Immunosorbent Assay
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1:32’den daha 1iyi titrelerde olduk¢a yiiksek sensitiviteye (yaklasik % 78) sahiptir
(Despommier, 2003).

Ancak, endemik olarak poliparazitizm goriilen bolgelerde antijenlerin ¢apraz
reaksiyonlar olusturmasiyla problem devam etmekte, sonug olarak baska parazitlerle
enfeksiyonda da TES ELISA sonuglari pozitif elde edilebilmektedir (Smith ve ark.,
2009 ve Strube ve ark., 2013). Capraz reaksiyonlarda yiiksek molekiil agirlig
bilesenleri (TES’de >32 kDa) dikkati ¢ekmektedir. Bu degerler Ascaris lumbricoides,
filariasis ya da strongyloidiasis gibi diger nematod enfeksiyonlarinda da goriiliir.
Toxocara Excretory/Secretory WB ile dogrulanmasi gapraz reaksiyonlarin iistesinden
gelebilmektedir. Yontemde saptanan diisiik molekiil agirliklart (24, 28, 30 ve 35
kDa) yiiksek molekiiler agirliklarindan (132, 147, 200 kDa) daha spesifik ve iyi
teshis saglamaktadir. IgM antikorlar1 uzun siire varhigim géstermektedir. Indirekt
TES ELISA testi ile IgG arastirilmasi ve takiben yapilacak TES WB dogrulanmasi
en etkili yaklagimdir. Ancak sensitivite ve spesifite, hedef antijenin kalitesi, kullanim
sekli vs. ile degismektedir. Iliman iklim {ilkelerinde TES WB ve TES ELISA klinik
bulgularla desteklenir, ancak insanlarda yaygin olarak goriilen diger helmint
enfeksiyonlari, bu yontemlerden elde edilen sonuglarin giivenirliligini azaltmaktadir.
Toxocara antikor titresi hastalik sona erdiginde bile pozitif kalabilmekte ve eozinofili

iki y1l ya da daha fazla siirede normal seviyeye inmektedir (Smith ve ark., 2009).

Ayrica, TES antijenleri insanda A ve B kan grubuna benzer madde
icermektedir. Bu durum anti-A veya anti-B izohemoglutinine insan serumunda
miidahale etmektedir. Bu zorluklari asmak i¢cin IgE ELISA ile ayiric1 teshis
yapilabilmektedir (Strube ve ark., 2013). Ayrica larvalarin antijenlerine karsi kan

grubu A olan insanlarda capraz reaksiyon vermektedir (Despommier, 2003).
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1.2.7.5. Molekiiler Teshis

Veteriner hekimlikte, DNA temelli yontemlerin kullanilmasi parazitlerin;
spesifik teshisinde (larva, yumurta, erigkin vs.), epidemiyolojik arastirmalarinda,
prevalansinin  saptanmasinda, konak genomundaki varyasyonlar nedeniyle
parazitlerde olusan direnglerin ve ilag¢ direnglerinin saptanmasinda kullanilmaktadir.
DNA tabanli testlerde spesifik genetik markerlarm kullanilmasi, parazitin tiirleri
arasindaki teshisine ya da parazitlerin genusunun belirlenmesine izin vermektedir.
Arastiricinin daha giivenilir teshis yapmasini dolayisiyla, parazitlerin tedavilerinde
ve kontrollerinde daha emin sonuglar alinmasini saglamaktadir (Hunt ve Lello, 2012
ve Smith ve ark., 2009).

Toxocara cinsinin larva ve diger gelisim asamalarindaki spesifik teshislerinin
sinirlit  olmasi, ¢alismalari geleneksel parazitolojik yaklasimlardan molekiiler
caligmalara kaydirmaktadir. Gliniimiizde insanlardaki toxocarosisin rutin teshisinde
serolojik testler (TES ELISA ve TES WB) kullanilmaktadir. Bu testler, enfeksiyonun
oldugunu, ancak olusan sendroma hangi parazitlerin (T. canis, T. cati vs.) neden
oldugunu tiir bazinda ayirt edememekte, ayrica multiparazitizmi olan hastalarda
capraz reaksiyonlar gostermektedir. Bu sebeple insan dokusundaki larvalarin teshisi
ve etken tiirlerinin belirlenmesi i¢in molekiiler tekniklerin kullanilmas1

gerekmektedir (Gasser ve ark., 2006 ve Li ve ark., 2007).

Nematodlar, hayvanlar aleminde ikinci sirada yer alsalar da sadece 40’in
tizerinde nematod tiirlinlin (hayvan ve insan saghigini etkileyen tiirlerle ¢alisilmis)
giiniimiizde tamamlanmis mitokondrial DNA (mtDNA) sekans1 bulunmaktadir (Li ve
ark., 2008). Bu phylumundaki genomik DNA sekanslarindan, T. canis genomu ile A.
lumbricoides genomunun neredeyse ayni boyutta (3x10° bp) oldugu kaydedilmistir.
Toxocara canis’in 18, Ascaris’lerin ise 24 kromozomu bulunmaktadir (Despommier,
2003). Toxocara canis’in mtDNA genomu 14322 bp boyutundadir (GenBank™
accession number: AM411108). On iki protein (cox1-3, nad1-6, nad 4L, ATP 6 ve
cyth), 2 rRNAs, 22 transfer RNA geni bulunur. Toxocara canis’te tiim genomun %
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68,57’sini A+T igerir (Li ve ark., 2008). Askarit tiirlerindeki molekiiler genetik
karakterizasyon, ozellikle Toxocara genusunda uygulanmaktadir (Gasser ve ark.,
2006).

Molekiiler teshiste kullanilan mtDNA ve ribozomal DNA (rDNA) markerlar
askarit tiirlerinin teshisinde iyi bir hedef olusturmakta, spesifik identifikasyonlarda
hedef DNA’nin tiirler arasindaki farkliligin1 yeterli sekilde ortaya koymaktadir. Bu
tirler arasinda kullanilan hedef DNA’da, varyasyonlar olmamasina dikkat
edilmelidir (Gasser ve ark., 2006 ve Smith ve ark., 2009).

Askaritlerin teshisinde giiniimiizde kullanilan birkag PCR yontemi vardir.
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) yontemi ile T. canis ve T.
cati’nin farkliliklari, ¢ogaltilan bolgeye uygun enzimler yardimiyla arastirilmaktadir.
Ornek olarak, Internal transcribed spacers 2’nin (ITS-2) ¢ogaltilan bélgesine uyumlu
Hinf I ya da Rsa I enzimi kullanilan ¢alismada pozitif sonuglar alinmistir. Random
amplification of polymorphic DNA (RAPD) yontemi de Toxocara cinsinin genetik
karakterizasyonda kullanilmakta, ancak RAPD’da artefaktlarin ve/veya non spesifik
amplifikasyonlarin olugmasi gibi bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Tegshiste Single
Strand Conformation Polymorphism (SSCP) yontemi de kullanilmaktadir. Internal
transcribed spacers 2 bolgesine uyumlu primerler yardimiyla T. canis, T. cati, T.
vitulorum, T. leonina, B. procyonis, A. suum ve P. equorum tiirlerinin SSCP ile teshis
edildigi bildirilmektedir (Gasser ve ark., 2006). Ayrica realtime PCR yontemi ile de
askaritlerin tiir teshisi yapilmaktadir (Pinelli ve ark., 2013).

Ribozomal DNA’nin Internal transcribed spacers 1 (ITS-1) ve ITS-2 bolgeleri
Toxocara tiirlerinde genetik marker olarak kullanilmaktadir. Taksonomi ve
populasyon genetigi arastirmalarinda ITS-2 amplikonlar1 kullanilmaktadir (Gasser ve
ark., 2006). Ilk defa Jacobs ve ark. (1997), morfolojik olarak ayirdigi T. canis, T. cati
ve T. leonina’larin eriskinlerinin ITS-2 bolgesi sekans farkliliklarini tespit etmis, bu
farkliliklar % 26-50 oranlarinda ve tiirler arasindaki varyasyon ise % 0-% 0,6 olarak
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saptanmigtir. Bu durum ITS-2’nin tiir spesifik genetik marker oldugunu

gostermektedir (Gasser ve ark., 2006).

Mitokondrial gen bolgesinden; ATP sentetaz alt iinite 6 (ATPase 6) ve small
subunit ribozomal RNA (12S rDNA) ve niiklear ribozomal gen bdlgesinden; internal
transcribed spacers 2 (ITS-2) ve large ribosomal subunit (28S; 5,8S) bdélgeleri de
askaritlerin teshisinde amplifiye edilmektedir (Li ve ark., 2007 ve Wickramasinghe
ve ark., 2009). Calismada ATP sentetaz alt iinite 6’nin bu cinsteki tiirleri ayirt
edebilecegi, iyi korunmus bir bolge oldugu ve molekiiler filogenetik ¢alismalar igin

de kullanish oldugu bildirilmistir (Wickramasinghe ve ark., 2009).

Internal transcribed spacers 2 gen bolgesi ¢ogaltilarak karaciger dokusundaki
T. canis larvalarmin varligi tespit edilmeye ¢alisilmis ve sonuglar pozitif
bulunmustur (Borecka ve ark., 2008). Bu arastirmalar T. canis, T. cati ve diger
askaritlerin ITS-1 ve ITS-2 rDNA sekanslart sonucu, bu parazitlere ait DNA’larin
insan biyopsilerinde teshis edilebilecegini belirtmektedir (Macpherson, 2013).

Calismalarda olusturulan PCR’larin  sensitivitesini saptamak amaciyla,
yontemle teshis edilebilen en kiiglik DNA titresi dl¢iilmektedir. Toxocara canis ile
yapilan caligmalarda birden az sayida larvada teshis yapildigi kaydedilmistir. Bu
durum molekiiler tekniklerin bir diger avantajini1 olusturmaktadir (Jacobs ve ark.,

1997 ve Li ve ark., 2007).

Toxocara enfeksiyonuyla ilgili epidemiyolojik caligmalar (gevresel
kontaminasyonun teshisi amaciyla yumurtalarin tespiti vs.) i¢in PCR kullanigh bir
yontemdir (Smith ve ark., 2009). Toprak orneklerindeki askarit yumurtalarinin T.
canis ve T. cati olarak ayirt edilmesi, insanlarda olusabilecek sendromlarin
yaygmligini ve kimden kaynaklandigini 6lgmektedir. Parazitlerin yumurta diizeyinde
(T. canis ve T. cati) molekiiler olarak ayrilabildigi Borecka (2004) ve Fogt-Wyrwas
ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 ¢caligmalarda bildirilmistir. Ayrica, bir ¢alismada kopek

digkilarinda morfolojik olarak tanis1 konan Toxocara sp. orneklerinin ITS-2
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bolgesine uyumlu primerler ile yapilan PCR’larinda % 68,5’inin T. canis ve %
31,5’inin T. cati oldugu saptanmistir (Fahrion ve ark., 2011).

Insanlarda toxocarosisi olusturan sendromlardan sadece VLM degil, OLM nin
de teshisi amaciyla molekiiler ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Ornek olarak bir
calismada, T. cati yumurtalar1 ile deneysel olarak enfekte edilmis Mongolian gerbil
ve Wistar ratlarda teshis amaciyla; orbital dokularimdan histolojik kesit alinmus,
orbital dokularin formalinle fikse edilmis ve parafine gémiilmiis bloklarindan ve
jeloz yapidaki vitreus sivisindan DNA ekstraksiyonu hazirlanmistir.  Ayrica
hayvanlarin vitreus sivisinda ve serumlarinda T. cati yoniinden seropozitiflik
bakilmistir. Gerbillerin orbital dokusunda enfeksiyon sonrasi 5. giinden itibaren
PCR’da pozitif sonuglar alinmig, ancak ratlarda PCR’da hi¢ pozitiflige

rastlanmamuistir (Zibaei ve ark., 2013).

Bu bilgiler 1s18inda, Diinya ve Tiirkiye’de genis yayilim gosteren zoonoz
karakterdeki toxocarosis sendromlari; hastalarin anamnez ve laboratuvar bulgular ile
biyopsi, goriintileme yontemleri ve serolojik testlerle desteklenerek teshis
edilmektedir. Ancak kullanilan bu yontemlerde kesin teshisin sinirli olmasi yeni
yontemlerin  kullanilmasina olanak vermis, bu konuda yapilan molekiiler
arastirmalarin  umut verici olmast tez calismamizi bu konuda tasarlamamizi

saglamistir.

Calismamizda BALB/c farelerde deneysel olarak T. canis ile VLM sendrom
olusturularak larvalarin dokulardaki gocii esnasinda (biyolojisine uygun olarak
saptanan giinlerde) sadece larvalara en ¢ok rastlanan karaciger dokusunda degil,;
bacak kaslari, akciger ve beyin dokusunda da molekiiler teshise gidilmesi
planlanmis; molekiiler teshisin sensitivitesi, spesifitesi ve dogruluk oranlari; yontem
ile teshis edilebilen en az miktar; konvansiyonel yontemle de (pepsin-HCI doku
digesyonu) larvalarin varligi ve tutundugu organlardaki sayilart hakkinda bilgi
verilmesi amaglanmis; ayrica “Farkli dokulardaki deney ve kontrol gruplari

degiskeni ile PCR sonucu degiskeni iligkilidir.”, “Deney gruplarinda farkli nekropsi
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giinlerine gore dokular arasinda larva goriilme diizeyleri aynidir.” ve “Deney
gruplarinda farkli dokular arasinda farkli nekropsi giinlerinde larva goriilme
diizeyleri aynidir.” hipotezlerinin istatistiksel olarak arastirilmasinin ¢alismay1 daha

degerli kilacag: diisiintilmiistiir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.2. Gereg

2.1.1. Orneklenen Hayvanlar

Bu calismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden (GUDAM) temin edilen 6-8 haftalik 36 adet
disi BALB/c fare kullanildi. Arastirma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 26.09.2011 giin ve B.30.2.GUN.0.05.06.00/179-17444 sayil karar
(kod no: G.U.ET-10.038) kapsaminda gerceklestirildi (Ek-1 ve EK-2).

2.1.2. Toxocara canis, Toxocara cati ve Toxascaris leonina Orneklerinin Elde

Edilmesi

Askarit 6rnekleri, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi klinikleri ve 6zel
veteriner kliniklerine muayene igin getirilen kedi ve kopeklerden elde edildi. Pyrantel
pamoate (Kontil® siispansiyon, 5 mgkg C.A.) tedavisi sonrasi atilip,
laboratuvarimiza teshis icin ulastirilan askaritlerden disi olanlar ayrilip, morfolojik
olarak tiir teshisleri yapildi. Saptanan T. canis’ler farelerin deneysel enfeksiyonunda
ve molekiiler teshis yonteminde pozitif kontrol olarak, T. cati ve T. leonina’lar ise

olusturulan molekiiler teshis yonteminin duyarliligini 6l¢mek amaciyla kullanildu.

2.1.3. Kedi, Kopek ve insan Orneklerinin Elde Edilmesi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali ve Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii laboratuvarlarindan temin edilen kedi, kopek ve
insana ait genomik DNA’lar, tasarlanan primerler yardimiyla hazirlanan PCR

reaksiyonunda olusabilecek capraz reaktivitelerin saptanmasi amaciyla kullanildi.
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2.1.4. Cahsmada Kullamlan Kitler

2.1.4.1. DNA Ekstraksiyon Kiti

Farelerin farkli dokularinda bulunan T. canis larvalarina ait DNA’nmn
izolasyonu amaciyla ticari olarak temin edilen DNA ekstraksiyon kiti (GeneJet™
Genomic DNA Purification Kit, #K0722, Thermo Scientific, Litvanya) kullanildu.

2.2.  Yontem

2.2.1. Toxocara canis Yumurtalarinin Toplanmasi1 ve Enfektif Doneme

Getirilmesi

Disi T. canis’ler bistiiri yardimiyla distile suyun igerisinde pargalanarak
uteruslart ¢ikarildi. Yumurtali distile su siispansiyonu 20 °C’de 2000 devir/dk’da 3
dakika santrifiij (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi

yumurtalarin tamaminin dibe ¢okmesi igin tiipler 10 dk da disarida bekletildi.

Siire sonunda {iistteki distile su alinabildigi kadar ortamdan uzaklastirildi. Tiipe
sodyum hipoklorit soliisyonu (% 1) eklenerek manyetik karistiricida 10 dk
karigtirildiktan sonra siispansiyon ¢ay siizgecinden siiziildii. Siispansiyon 6 adet 15
ml’lik (V uglu) falcon tiiplere alinarak 20 °C’de, 2000 devir/dk’da 3 dk santrifiij
edildi. Birinci santrifiij sonrasi 4 tiipe, ikinci santrifiij sonrasi iki tiipe diistiriildii. Her
defasinda tiiplerdeki % 1’lik sodyum hipoklorit atilarak yerine % 0,5’lik formalin
soliisyonu ilave edildi. Iki tiiple yapilan santrifiijden sonra tiiplerdeki % 0,5’lik
formalinli yumurtalar petri kutularina aktarilarak, 23 giin 26-27 °C’de inkubasyona
(EN500, Niive, Turkiye) birakildi. Her giin sivi kontrolii yapildi ve yumurtalar
havalandirildi. Yumurta gelisimi ve larva olusumu giinliik mikroskop kontrolleri ile

takip edildi.
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2.2.2. Deney Hayvanlarinda Visceral Larva Migrans Olusturulmasi

Yumurta inkubasyonun 23. giiniinde siispansiyon, % 0,9’luk izotonik NaCl
soltisyonu ile ticer kez 22 °C’de, 2000 devir/dk’da 2 dk santrifiij edilerek yikanmak
stiretiyle yumurtalar formalinden arindirildi. BALB/c farelerin bir seferde en fazla
0,2 ml sivi alabilmeleri nedeniyle enfeksiyon dozu 0,2 ml’de 1000 adet enfektif

donem larvali yumurta olacak sekilde ayarlandi (Ek-2).

Pozitif kontrol grubu (enfekte) farelere intragastrik gavaj yardimiyla 0,2 ml’de
1000 adet enfektif donem larvali yumurta verilerek enfeksiyon olusturuldu. Negatif
kontrol grubu (enfekte olmayan) farelere de intragastrik gavaj yardimiyla 0,2 ml %

0,9’Iuk izotonik NaCl soliisyonu verildi.

2.2.3. Nekropsi Zamanlari

Enfektif donem larvali yumurtalarin farelere verildigi giin enfeksiyonun O.
giinii kabul edildi. Enfeksiyonun 2., 4., 7. ve 14. giinlerinde 6’s1 enfekte (pozitif
kontrol grubu), 3’1 enfekte olmayan (negatif kontrol grubu) olmak iizere toplam 36
hayvan sakrifiye edildi. Nekropsi giinleri larvalarin organlara ulastiklari ve gog¢iin
tamamlandig1 gilinler dikkate alinarak saptandi. Nekropsiler, Berkin ve Algigir
(2007)’1n belirttigi yonteme gore yapildi.

Otanazi islemi, alfazine-alfamine anestezisi (alfazine: 5 mg/kg .M., alfamine:
45 mg/kg 1.M.) altinda her bir farenin kalbinden kan alinarak gergeklestirildi.

Hayvanlar bekletilmeden ayni giin i¢erisinde nekropsi yapildi.
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2.2.4. Cahsmada Kullanilan Organlarin Islenmesi-Larvalarin Sayim

Farelerin nekropsisinde karaciger, akciger, beyin, 6n bacak ve arka bacak
kaslar1 incelendi. Viicuttan ayrilip tartilan her organin agirligi kaydedildi. Daha sonra
organlar ikiye bolindi. Bir kismi pepsin enzimi yardimiyla digesyona tabi
tutulurken, diger kisitm DNA ekstraksiyonu i¢in kademeli olarak énce -20 °C’de,
sonra -80 °C’de dondurularak kullanilincaya kadar saklandi.

Digesyon islemi i¢in tartilip ayr1 ayr1 petri kutularina alinan organlar, tizerine
bir miktar pepsin-HCI soliisyonu [988 ml % 0,9’luk izotonik NaCl soliisyonu + 5 g
Pepsin (Merck, Almanya) + 7 ml HCI (Sigma-Aldrich, ABD) (Oge, 1993)] eklenerek
cift bistiiri ile olabildigince kiiglik pargalara ayrildi ve 37 °C’de 2-3 giin kadar
bekletildi. Siire sonunda petrilerdeki siispansiyon ¢ay silizgecinden gegirilerek 15
ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Tipler 2000 devir/dk’da 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda tstteki s1vi olabildigince alinip, yerine % 6’lik formalin soliisyonu

ilave edildi. Tipler inceleninceye kadar +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Her tiipe tek tek bakilarak, 1sitk mikroskobu altinda larva varligi-yoklugu

ve/veya sayilar tespit edildi.

Beyin dokusunda sindirim iglemi yapilmadi. Nekropsi giinlerinde dokudan
ezme preparat yapilarak 11k mikroskobu altinda dogrudan incelendi. Bulunan

larvalarin sayilari kaydedildi.

2.2.5. Molekiiler Teshis ve Karakterizasyon

Arastirma materyalini olusturan toplam 180 Ornegin tiimiinde, dokudaki
larvalarin tespiti amaciyla, T. canis’in mMtDNA ATP sentetaz alt iinite 6 (ATP

synthase subunit 6) gen bolgesinin karakterizasyonu molekiiler yontemler ile yapildi.
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2.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

2.2.5.1.1. BALDB/c Fare Dokusundan DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla organlar énce 1 ml PBS soliisyonu igerisinde
0,06 g organ olacak sekilde ultrasonik homojenizatorde (HD2070, Bandelin,
Almanya) 6n parcalanmaya tabi tutuldu. Takiben ticari DNA purifikasyon Kiti
(Thermo Scientific, Litvanya) tiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun sekilde
kullanild1. Ekstraksiyon sonrast DNA miktar1 nanodrop spektrofotometre (ND2000,
Thermo Scientific, ABD) ile 6l¢iildi (Ek-3).

2.2.5.1.2. Toxocara canis, Toxocara cati ve Toxascaris leonina’nin DNA

Ekstraksiyonu

Pozitif kontrol olarak kullanilmak amaciyla morfolojik olarak teshis edilmis
disi T. canis’ten ve tasarlanan primerlerin kontrolii amagl eriskin T. cati ve T.
leonina’lardan, DNA analizi Sambrook ve ark. (1989) tarafindan belirtildigi sekilde
gergeklestirildi. 325 pl 6rnek homojenati ve 325 pl soliisyon D (4,2 M guanidin
tiyosiyanat, 0,75 M sodyum sitrat dihidrat, 0,33 M N-Lauril sarcosin ve 360 ul 2-
merkaptoetanol) karisimi 1,5 ml’lik DNAse RNAse ari mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak 15 sn vortekslendi. Karisimin tizerine 325 pl alkali fenol (pH: 4); 325 ul
kloroform/izoamilalkol [Ch/IsoA (24:1)] eklendi. Homojen bir karisim elde edilene
kadar 15 sn vortekslendi. Daha sonra karisim 12000 devir/dk’da oda sicakliginda 10
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonucu {stteki fazdan 700 pl alinarak yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Uzerine esit hacimde (700 pl) -20 °C’de sogutulmus
saf izopropil alkol ve 1:10 karisim hacminde 3 M sodyum asetat (pH: 5,2) ilave
edilerek 30 sn vortekslendi.

Elde edilen karisim, niikleik asit presipitasyonu i¢in -80 °C’de en az 1 saat siire

ile bekletildi. Siire sonunda donmus olan karisimin oda 1sisinda ¢oziilmesi beklendi.
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Coziilen karistm 12000 devir/dk’da 10 dk santrifiij edildi. Ustteki siv1 dikkatlice
alinarak ortamdan uzaklastirildi. DNA pelleti 300 ul % 70 etanol (EtOH) ile yikandi.
12000 devir/dk’da yapilan santrifiij isleminden sonra EtOH ortamdan aspire edildi.
Aspirasyondan sonra pellet 37 °C’ye ayarli etiivde kurutuldu. Kurutulan pelletler 20
ul DNAse RNAse ari su (18 Mohm-cm, Applichem, Almanya) ile sulandirildi. Elde
edilen DNA miktar tayini i¢in nanodrop spektrofotometre ile 6lgiildiikten sonra PCR

reaksiyonunda kullanilmak tizere -20 °C’de dondurularak saklandi.

2.2.5.1.3. Deteksiyon Smmrmin Belirlenmesi Amaciyla Toxocara canis

Yumurtasinin DNA Ekstraksiyonu

PCR’1n ¢aligabildigi en alt diizeydeki larva/yumurta sayisini saptayabilmek i¢in
deteksiyon limitinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla, disi T. canis’ler bistiiri
yardimiyla distile su igerisinde parcalandi. Elde edilen yumurtali distile su
slispansiyonu konik mezurlara alinarak 30-40 dk bekletildi. Siire sonunda istteki
distile su alinabildigi kadar ortamdan uzaklastirild1 ve tekrar distile su ilave edilerek
ayni siire bekletildi. Toxocara canis’lerin organel pargalarinin ortamdan
uzaklastirilmas1 igin bu islem 3 kez tekrarlandi. Islem sonunda dipte toplanan
yumurta siispansiyonu petri kutularina aktarildi. 23 giin 26-27 °C’de inkubasyona
(EN500, Niive, Tirkiye) birakildi. Her giin sivi kontrolii yapildi ve yumurtalar

havalandirildi.

Inkubasyonun 23. giinii yumurtalar 2000 devir/dk’da 5 dk olmak {izere toplam
4 kez santrifiij edildi. Her defasinda tiiplerdeki distile su atilarak yerine phosphate
buffered saline (PBS) ilave edildi. Son santrifiijde ortamdaki fazla PBS de
uzaklastirildi.

Ana siispansiyonda 90 ul PBS olacak sekilde, 1,5 ml’lik 10 adet DNAse
RNAse ari mikrosantrifiij tiip igerisine sirasiyla; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 adet

larvali ve/veya morula asamasindaki yumurta eklendi. Ornekler énce -20 °C’de



38

donduruldu. Ardindan oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Ekstraksiyon igin ticari DNA
purifikasyon kiti (Thermo Scientific, Litvanya) kullanildi. Kitin ilk basamagi 6 saat
uzatildi. Ancak diger basamaklar, iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun sekilde
yapildi. Ekstraksiyon sonrast DNA miktar tayini i¢in nanodrop spektrofotometre
(ND2000, Thermo Scientific, ABD) kullanildi (Ek-4). Elde edilen Ornekler
iclerindeki yumurta sayisina gore etiketlendirilerek PCR reaksiyonunda kullanilmak

uzere -20 °C’de dondurularak saklanda.

2.2.5.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Ekstraksiyonu takiben orneklerin timii mtDNA ATP sentetaz alt tinite 6
bolgesine spesifik primerler kullanilarak PCR islemine tabi tutuldu. Arastirmada
kullanilan dizinler ¢alisma kapsaminda tasarlandi (Cizelge 2.1). Bu primerler ile
siirlanarak cogaltilan mtDNA ATP sentetaz alt tinite 6 bolgesi Cizelge 2.2°de

verildi.

Cizelge 2.1. PCR’da kullanilan primer dizinleri ve elde edilen iiriin biiytikligu.

Uriin

Primer adi Primer dizini 5°—3’ Lokasyon biiyiikliigii Kaynak

(bp) (bp)
T.canis ATP GTTTGTTGTTTTGGGGGCTA 190-209
F1 217 Orjinal
T. canis ATP  CCAAAGGACGAGAAACCTCA 387-406
R1
F: Forward R: Reverse
Cizelge 2.2. PCR’da ¢ogaltilan bdlgenin dizini.
GTTTGTTGTTT TGGGGGCTAT TTTACTTATT CTTTTTGTCC
TTGTGGTATG GTAGAGTTTA CTTTTGTTTA TGCTGTTGTG
GCCTGGATGA GAACTTTTTT ATCTTTCATT TCTAGTGAGA
AGTTTTCTGT TTATATTTCT AAGCCTGGCG ATAGATTTTT
GAAGACTTTT AGGATGTTAT TGGTTGAGAT TGTTAGTGAG

GTTTCTCGTC CTTTGG
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Yapilan optimizasyon caligmalart sonucunda yapilan karisimlarin igerikleri
Cizelge 2.3’de, uygulanan 1s1 dongiileri de Cizelge 2.4°de verildi. Tiim bu islemler

i¢in termal ¢evirici cihaz (T1 Biometra, Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan PCR karisim bilegenleri ve miktarlari.

PCR Karisima

Bilesen Miktar (ul)
DNA 10
10xTampon 3
MgCl2 (25 mM) 2,4
dNTP (10 mM) 0,8
Primer F (10 pmol/pl) 0,5
Primer R (10 pmol/pl) 0,5
DNAse, RNAse ari H,0 (18 Mohm-cm) 12,5
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3
Toplam reaksiyon hacmi 30

Cizelge 2.4. PCR karisimina uygulanan 1s1 dongiileri.

Basamak ad1

Birincil denatiirasyon 94 °C 5 dk .

Yapisma 50°C 1 dk

Uzama 72°C 1 dk "‘ x 34 dongii
Denatiirasyon 94 °C 30 sn .

Son uzama 72 °C 10 dk

30 ul’lik karigimlar; 94 °C’de 5 dk denatiirasyon basamagindan sonra, 50 °C’de
1dk, 72 °C’de 1 dk, 94 °C’de 30 sn’lik 34 dongii, 50 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 10 dk

son uzama basamagindan olusan 1s1 dongiilerine maruz birakildi.

2.2.5.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Goriintiilenmesi

Amplifikasyon iriinlerinin goriintiilenmesi i¢in % 3 yogunlukta olacak sekilde
1,5 gr agaroz (Prona, Ispanya) iizerine 50 ml 0,5XTAE (Tris-Asetik Asit-EDTA)
elektroforez tampon soliisyonu ilave edildi ve karisim mikrodalga firinda 1sitilarak
¢oziindii. Agarozun 50-55 °C’ye sogumasi beklendikten sonra iizerine 0,8 pg/ml
etidyum bromid (Sigma-Aldrich, ABD) ilave edildi. Hazirlanan % 3’liik agaroz,

taragl yerlestirilmis jel tasiyicisina dokiildii. Agarozun donmasi igin 25-30 dk
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beklendi. Donan agaroz jelden taraklar ¢ikarilarak, jel tankina yerlestirildi. Daha

sonra jelin iistii tamamen ortiilene kadar 0,5xTAE ilave edildi.

PCR iiriinleri, 6xLoading dye (Fermentas, Litvanya) ile bir kisim boya ve bes
kistm PCR iiriinii olacak sekilde karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Uriin
biiytiklikklerinin belirlenebilmesi i¢in 10-300 bp’lik DNA merdiveni (Fermentas,
Litvanya) (1 kisim depo marker + 1 kisim yiikleme boyasi + 4 kissm DNAse RNAse
ari su), orneklerin en disindaki kuyucuklara 1 pl olacak sekilde yiiklendi.

Jele 8 volt/cm akimi uygulanarak 50 dk siire ile triinler yiiriitildi. Siire
sonunda agaroz jel CCD kamera baglantili UV transilluminatore (Vilber Lourmat,
Fransa) nakledildi ve jel goriintileme sisteminde (Kodak Gel Logic 100, ABD)

goriintlilendi.

2.2.5.4. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Analizi

PCR iiriinii agaroz jelde yiriitiildiikten sonra, goriintiilenen bantlarin
spesifikligini kontrol etmek amaciyla PCR fiiriinii Bbs-1 (New England Bio Labs®
Inc., Ingiltere) (5000 units/ml) restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesime tabi
tutuldu. Bu enzim elde edilen PCR iriiniini 1 pozisyonundan (360. bp) kesti
(Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. PCR iiriiniiniin Bbs- restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi sonucu olusan iki
fragment.

aGTTTGTTGTTT TGGGGGCTAT TTTACTTATT CTTTTTGTCC
TTGTGGTATG GTAGAGTTTA CTTTTGTTTA TGCTGTTGTG
GCCTGGATGA GAACTTTTTT ATCTTTCATT TCTAGTGAGA
AGTTTTCTGT TTATATTTCT AAGCCTGGCG ATAGATTTTT

GAAGACTTT

P . Bbs-I restriksiyon endoniikleaz enzim tanima bolgesi 2 1. fragment (170 bp)
Bl 2. fragment (47 bp)
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Bu amagla 5 pul DNA iiriinii (amplikonu), 2 pl DNAse RNAse ari su, 2 pl Bbs-I
enzimi ve 1 pl Buffer-2 (toplam 10 pl) karigtirilarak 37 °C’de 55 dakika bekletildi.
Stire sonunda % 3’liik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak kesim islemi

gorlntiilendi.

2.2.5.5. istatistiksel Analizler

Pepsin enzimi ile organ sindirimi ve PCR yontemlerine ait tanimlayict
istatistikler (ortalama, standart sapma, ortanca, en biiyiik deger, en kiiciik deger)

verilmigtir.

Doku tiirtine gore PCR sonuclarinin (negatif/pozitif) karsilastirilmasinda
Mann-Whitney U testi, dokular arasinda larva sayilari arasindaki farklilik ve farkli
nekropsi giinlerinde ayni dokunun bagimsiz giinlerindeki larva sayilarmin degisimi
Kruskal-Wallis testi, tim gruplarin farkli dokularindaki PCR sonucu ile larva
goriilme sikliklar1 arasindaki farklilk Ki-kare testi ile incelendi. Analizlerde
sonuclara gore P<0,01 ve P<0,001 degerleri anlamli kabul edildi. Testin giicii;

spesifite, sensitivite ve dogruluk oranlari ile tanimlanda.
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3. BULGULAR

3.1. Parazitolojik Sonuglar

Olusturulan Visceral Larva Migrans modelinde 4 nekropsi giiniinde 36
BALB/c fare sakrifiye edilmis, organlar ikiser par¢aya ayrilmistir. Organlarin bir
pargast pepsin-HCI ile digesyona tabi tutulmustur. Sonuglar Cizelge 3.1-3.4 ve Sekil
3.1 ve 3.2°de islenmistir.

Sekil 3.1. Farelerde VLM olusturulmast amaciyla toplanan ve enfektif doneme getirilen T.
canis 6rnekleri A: T. canis erigkinleri B: Disi T. canis’in uterusundan ¢ikarilan yumurtalar
C: T. canis yumurtasi gelisimi (etiiv 5. giin) D: T. canis yumurtasi gelisimi (etiiv 21. giin).
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100um

Sekil 3.2. Fare dokularinda teshis edilen T. canis larvalar1 A: Beyin dokusu ezme
preperatinda T. canis larvasi (nekropsi 4. giin) B: Pepsin-HCI digesyonu sonucu karaciger
dokusundaki T. canis larvast (nekropsi 14. giin).

Caligsmada, pozitif kontrol gruplarinda goriilen larvalarin giinlere gore varlig

ve/veya miktar1 parazitin biyolojisiyle uyum igerisinde bulunmustur.

Nekropsi 2. giinde, tim pozitif kontrol grubu farelerin karaciger ve akciger
dokularinda T. canis larvalarina rastlanirken; beyin, 6n ve arka bacak kaslarinda bu

larvalara rastlanmamistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Nekropsi 2. giin pepsin-HCI ile digesyona tabi tutulan doku miktar1 ve toplanan
larva sayilari.

Ornek Dokular
adi Karaciger  Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
A B A B A B A B A B
D1 037 97 007 3 017 - 0,40 - 0,63 -
D2 052 271 005 6 014 - 0,28 - 0,56 -
D3 069 152 0,12 8 014 - 0,55 - 0,66 -
D4 0,46 193 006 6 016 - 0,50 - 0,73 -
D5 044 97 008 1 013 - 0,25 - 0,50 -
D6 0,47 350 0,04 13 0,18 - 0,55 - 0,74 -
K1 0,41 - 002 - 010 - 0,60 - 0,12 (kemiksiz) -
K2 036. - 005 - 012 - 0,24 - 0,62 -
K3 0,35 - 003 - 006 - 0,58 - 0,70 -

A: Eritilen miktar (g) B: Bulunan larva sayisi
D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu

Nekropsi 4. giinde karaciger, akciger ve beyin dokularinda pozitif kontrol

gruplarinin tamaminda T. canis larvasi bulunurken, 6n bacak kasinda 1 (D6), arka
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bacak kasinda ise 3 (D2, D4, D6) pozitif kontrol grubu 6rnegi negatif bulunmustur
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Nekropsi 4. giin pepsin-HCI ile digesyona tabi tutulan doku miktar1 ve toplanan
larva sayilart.

Ornek Dokular
adi Karaciger  Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
A B A B A B A B A B
D1 046 65 025 121 022 33 045 10 0,78 2
D2 059 83 036 137 015 47 0,53 2 0,75 -
D3 0,35 40 023 164 0,11 47 054 3 0,66 1
D4 047 75 015 168 015 34 0,52 1 0,65 -
D5 023 55 028 128 0,12 67 0,47 12 0,60 2
D6 051 75 024 99 013 38 0,60 - 1,15 -
K1 033 - 001 - 0,08 - 0,45 - 0,54 -
K2 041 - 002 - 0,15 - 0,45 - 0,82
K3 031 - 001 - 005 - 0,42 - 0,66 -

A: Eritilen miktar (g) B: Bulunan larva sayisi
D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu

Nekropsi 7. ve 14. giinlerinde sadece arka bacak kasi dokularindaki birer (D6-
D6) pozitif kontrol grubu 6rnegi negatif bulunmustur. Diger dokulardaki (karaciger,
akciger, beyin ve 0n bacak kasi) tiim pozitif kontrol gruplarinda T. canis larvalarina

rastlanmistir (Cizelge 3.3 ve 3.4).

Cizelge 3.3. Nekropsi 7. giin pepsin-HCI ile digesyona tabi tutulan doku miktar1 ve toplanan
larva sayilari.

Dokular

Ornek Karaciger Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
adi A B A B A B A B A B
D1 040 12 0416 16 0,06 22 0,40 38 0,49 10
D2 027 10 0417 37 014 72 040 32 0,59 14
D3 018 27 020 48 0,09 75 0,19 38 0,53 16
D4 015 46 018 70 0,08 85 0,35 30 0,57 4
D5 0,24 7 011 24 0,07 19 042 13 0,64 6
D6 034 11 032 31 014 5 030 7 0,83 -
K1 0,50 - 010 - 011 - 0,38 - 0,79 -
K2 0,32 - 006 - 014 - 0,34 - 0,50 -
K3 0,42 - 004 - 012 - 0,23 - 0,53 -

A: Eritilen miktar (g) B: Bulunan larva sayisi
D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu
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14. giin pepsin-HCI ile digesyona tabi tutulan doku miktar1 ve

Ornek
adi

D1
D2
D3
D4
D5
D6
K1
K2
K3

Dokular

Karaciger  Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi

A B A B A B A B A B
0,45 8 008 2 012 1 0,51 4 0,64 9
0,47 3 010 6 014 35 0,49 13 0,77 14
0,39 7 014 8 011 52 0,43 23 0,45 16
059 15 016 11 0,10 44 0,42 18 0,65 20
0,58 5 015 11 014 70 0,64 14 0,68 5
0,51 2 005 2 012 48 0,49 6 0,91 -
0,45 - 008 - 009 - 0,44 - 0,67 -
0,43 - 004 - 006 - 0,42 - 0,61 -
0,30 - 0,10 0,06 - 0,26 - 0,69 -

A: Eritilen miktar (g) B: Bulunan larva sayisi
D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu

Negatif kontrol

grubu farelerin herhangi

rastlanmamustir (Cizelge 3.1-3.4).

3.2. PCR Sonugclan

bir

dokusunda hig

larvaya

Toxocara canis igin tasarlanan primerler kedi, kopek ve insan genomu ile

reaksiyona sokulmus, sonuglar Sekil 3.3’de verilmistir. Yapilan degerlendirmede

tasarlanan primerler ile kopek, kedi ve insan genomunda istenilen bolgede herhangi

bir amplikon elde edilmedi. Ayrica T. cati ve T. leonina ile yapilan PCR’da her iki

parazitle de pozitiflige rastlanmadi.

217 bp

Sekil 3.3. Primerlerin kopek, kedi ve insan gDNA'sindaki reaksiyonu.

M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol 2: Negatif kontrol 3: Képek DNA’s1 4:
Kedi DNA’s1 5: Insan DNA’s1 6: Pozitif kontrol
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Morulali ve/veya larvali T. canis yumurtalarinin PCR’da teshis edilebilen en az
miktar1 (deteksiyon sinir1) saptanmis olup, 2 yumurtadan itibaren pozitif sonuglar

alimmustir (Sekil 3.4).

M 123 456 7 89101112 13 M

Sekil 3.4. T. canis yumurtalarinin deteksiyon sinir1 PCR sonuglari agaroz jel goriintiileri.

M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol 2: Negatif kontrol 3: 1 yumurta 4: 2
yumurta 5: 3 yumurta 6: 4 yumurta 7: 5 yumurta 8: 6 yumurta 9: 7 yumurta 10: 8 yumurta
11: 9 yumurta 12: 10 yumurta 13: Pozitif kontrol

Doku ornekleri -80 °C’den 6nce -20 °C’de sonra +4 °C’de kademeli olarak
¢ozdiiriilmiis, DNA izolasyonu sonrasinda, PCR’lar1 yapilan doku orneklerine ait
DNA izolasyonu sonrasi niikleik asit miktarlar1 Ek-3’de verilmistir. Enfeksiyon
sonrasi 2., 4., 7. ve 14. giinlerde yapilan 6rneklemelere iliskin PCR sonuglar1 Cizelge
3.5-3.8 ve Sekil 3.5-3.7°de verilmistir.

Nekropsi 2. giin: Karaciger dokusunda tiim pozitif kontrol grubu 6rnekleri
pozitif bulunmustur. Akciger dokusunda, D4 ve D5 ornekleri digindaki 4 ornek
pozitif saptanmistir. On bacak kasinda, D1 ornegi pozitifken aym dokuda diger
ornekler ise negatiftir. Beyin dokusu ve arka bacak kasindaki tiim deneme gruplari

negatif kaydedilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Nekropsi 2. giin PCR sonuglari.

) Dokular
Ornek Karaciger Akciger Beyin  On bacak kasi Arka bacak kasi
adi

D1
D2
D3
D4
D5

+ + + + +
+ + +

1

1

1
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Cizelge 3.5 Devam.
D6 + + - - -

K1 - - - - -
K2 - - - - -
K3 - - - - -

D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu +: mtDNA ATP
sentetaz alt tinite 6 bolgesi pozitif -: mtDNA ATP sentetaz alt tinite 6 bolgesi negatif

M1 2 3 4 5 6 7M

300 bp

217 bp <— 200 bp

50 bp

Sekil 3.5. Nekropsi 2. giin D2 grubu PCR sonuglar1 agaroz jel goriintiileri.
M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol 2: Negatif kontrol 3: Karaciger 4:
Akciger 5: Beyin 6: On bacak kas1 7: Arka bacak kasi

Nekropsi 4. giin: Karaciger, akciger, beyin ve arka bacak kaslarindaki tiim
poztif kontrol grubu drnekleri pozitif bulunmustur. On bacak kas1 drneklerinde D4
negatif, diger 6rnekler ise pozitif olarak teshis edilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Nekropsi 4. giin PCR sonuglari.

) Dokular
Ornek Karaciger Akciger  Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
adi

D1 + + + + +
D2 + + + + +
D3 + + + + +
D4 + + + - +
D5 + + + + +
D6 + + + + +
K1 - - - - -
K2 - - - - -
K3 - - - -

D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu +: mtDNA ATP
sentetaz alt {inite 6 bolgesi pozitif -: mtDNA ATP sentetaz alt tinite 6 bolgesi negatif
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300 bp

217 bp 200 by

50 bp

Sekil 3.6. Nekropsi 4. giin K1 grubu PCR sonuglari agaroz jel gortintiileri.
M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol 2: Negatif kontrol 3: Karaciger 4:
Akciger 5: Beyin 6: On bacak kas1 7: Arka bacak kas1 8: Pozitif kontrol

Nekropsi 7. giin: Akciger, beyin, 6n bacak ve arka bacak kaslar1 pozitif kontrol
grubu orneklerinin hepsi pozitif bulunmustur. Karaciger dokusunda ise, D1 6rnegi

disindaki diger 6rnekler pozitif saptanmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Nekropsi 7. giin PCR sonuglart.

Dokular

Ornek Karaciger ~ Akciger  Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
adi

D1 - + + + +
D2 + + + + +
D3 + + + + +
D4 + + + + +
D5 + + + + +
D6 + + + + +
K1 - - - - -
K2 - - - - -
K3 - - - - -

D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu +: mtDNA ATP
sentetaz alt linite 6 bolgesi pozitif 6rnekler -: mtDNA ATP sentetaz alt iinite 6 bolgesi
negatif 6rnekler

Nekropsi 14. giin: Beyin, 6n bacak ve arka bacak kasi pozitif kontrol
gruplarinda 6rneklerin hepsinde pozitif bantlar goriilmiistiir. Karaciger dokusunda
D2, D3, ve D5 ornekleri negatif, diger drnekler pozitif olarak kaydedilmistir. Akciger
dokusunda ise sadece D2 Grnegi negatif saptanmistir (Cizelge 3.8). Tiim nekropsi

giinlerinde negatif kontrol grubundaki 6rnekler negatif saptanmistir.
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Cizelge 3.8. Nekropsi 14. giin PCR sonuglari.

Dokular
Ornek  Karaciger  Akciger  Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
adi
D1 + + + + +
D2 - - + + +
D3 - + + + +
D4 + + + + +
D5 - + + + +
D6 + + + + +
K1 i i i ; -
K2 i i i i i
K3 : : : : :

D: VLM olusturulmus pozitif kontrol grubu K: Negatif kontrol grubu +: mtDNA ATP
sentetaz alt iinite 6 bolgesi pozitif ornekleri -: mtDNA ATP sentetaz alt iinite 6 bdlgesi
negatif 6rnekleri

M 1 2 3 4 5 6 7 8§ M

300 bp

217 bp 200 bp

50 bp

Sekil 3.7. Nekropsi 14. giin D4 grubu PCR sonuglar1 agaroz jel goriintiileri.
M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol 2: Negatif kontrol 3: Karaciger 4:
Akciger 5: Beyin 6: On bacak kas1 7: Arka bacak kas1 8: Pozitif kontrol

3.3. RFLP Sonuglar

PCR sonrasi pozitif bulunan amplikonlarin spesifikligini tespit etmek amaciyla;
Bbs-1 enzimi ile kesim yapilmis, enzim amplikonu bir yerinden kesmis, 170 bp ve 47
bp olmak iizere iki iiriin olusturmustur. Uriinler % 3’liik agaroz jelde (Sekil 3.8)
goriintiilenmistir. Uriinlerin tamaminda beklenen biiyiikliiklerde ve 2 adet DNA

fragmani elde edilmistir.
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300 bp
217 b 200 b
170 by P
47 bp 50 bp

Sekil 3.8. Nekropsi 14. giin D4 grubu Bbs-I enzim kesimi agaroz jel goriintiileri.

M: DNA merdiveni (10-300 bp) 1: Pozitif kontrol kesilmemis PCR {irtinii 2: Pozitif kontrol
enzim kesimi 3: Karaciger dokusu enzim kesimi 4: Akciger dokusu enzim kesimi 5: Beyin
dokusu enzim kesimi 6: On bacak kas1 enzim kesimi 7: Negatif kontrol

3.4. Istatistik Degerlendirme

Negatif kontrol gruplarindaki fare dokularinda larva bulunmamistir. Pozitif
kontrol gruplarinda ise, karaciger ve akciger dokusunda nekropsi giinlerinin hepsinde
larvalara rastlanmistir. Karacigerde; gram dokuda ortalama larva sayisi; 2. giinde
398,00, 4. giinde 157,00, 7. giinde 97,50 iken 14. giinde 13,33 olarak saptanmustir.
Akcigerde ise, gram dokuda ortalama larva sayis1 2. giinde 111,33; 4. giinde 594,67;
7. glinde 210,33 iken 14. glinde 54,00 bulunmustur. Beyin, 6n bacak ve arka bacak
kas dokularinda nekropsi 2. giinde larvalara rastlanmazken; beyin ve 6n bacak kasi
dokularinda, gram dokuda ortalama larva sayis1 sirastyla en yiiksek 574,67 ve 85,83
ile nekropsi 7. giinde, arka bacak kasinda ise 17,67 ile nekropsi 14. giinde
rastlanmustir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Negatif ve pozitif kontrol gruplarinda farkli dokularda ve farkli nekropsi

glinlerinde saptanan larva sayilarinin (adet/gram) tanimlayici istatistikleri.

Larva sayisi (adet/gram)

Grup  Doku Nekropsi Ortalama Standart Ortanca En En
giinii sapma biiyiik  kiiciik

deger  deger

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Karaciger 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Akciger 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Negatif 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kontrol Beyin 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Grubu 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

On bacak 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Kas1 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Arka 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

bacak 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

kasi 14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2 398,00 208,75 341,00 74500 220,00

Karaciger 4 157,00 42,88 144,00 239,00 114,00

7 97,50 113,00 3450 307,00 29,00

14 13,33 8,24 13,50 2500 4,00

2 111,33 111,50 83,50 32500 13,00

Akciger 4 594,67 282,78 470,50 1120,00 381,00

7 210,33 107,65 218,00 389,00 97,00

14 54,00 18,26 58,50 73,00 25,00

N 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Pozitif  geyin 4 327,83 14568 302,50 558,00 150,00
Kontrol 7 574,67 308,13 457,00 1063,00 271,00
Grubu 14 345,17 187,11 420,00 500,00 8,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

On bacak 4 10,00 11,10 5,00 26,00 0,00

Kas1 7 85,83 63,41 83,00 200,00 23,00

14 27,50 17,56 24,50 53,00 8,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Arka 4 1,33 1,51 1,00 3,00 0,00

bacak 7 15,00 11,45 14,50 30,00 0,00

Kkasi 14 17,67 13,81 16,00 36,00 0,00
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Biitiin gruplarda yapilan PCR uygulamalarinin sonuglarinda bagimsiz
orneklerde Mann-Whitney U testi yapilmistir. Bakist yapilan tiim dokulardaki PCR
pozitif ya da negatif kontrol gruplarinda larva miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Negatif ve pozitif kontrol gruplarinda farkli dokularda saptanan PCR
sonuglarinin larva sayilari (adet/gram) ile ilgili istatistikleri.

Larva sayisi (adet/gram)

Doku PCR Ortalama Standart Ortanca En En P degeri

sonucu sapma biiyiik kiiciik
deger deger

Karaciger Negatif 3,94 8,54 0,00 30,00 0,00 *
Pozitif 196,60 188,25 148,50 745,00 4,00

AKciger Negatif 11,53 29,00 0,00 100,00 0,00 *
Pozitif 269,00 270,86 218,00  1120,00 25,00

Beyin Negatif 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 *
Pozitif 415,89 240,55 400,00 1063,00 8,00

On bacak Negatif 0,11 0,47 0,00 2,00 0,00 *

kasi Pozitif 41,00 49,32 24,50 200,00 0,00

Arka Negatif 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 *

bacak Pozitif 11,33 12,23 7,00 36,00 0,00

kasi

*: P<0,001

“Farkli dokularda negatif kontrol ve pozitif kontrol grubu degiskeni ile PCR
sonucu degiskeni iliskili degildir” hipotezi reddedilmektedir (p<0,001) (Cizelge
3.112).



Cizelge 3.11. Dokulara ait Ki-kare testi sonuglari.

PCR sonucu
Doku Grup Negatif Pozitif  Toplam
. N 12 0 12
Karaciger  coatifkontrol o =50 0,0 100,0
. N 4 20 24
Pozitif kontrol % 167 833 100,0
Toplam N 16 20 36
% 44,4 55,6 100,0
. N 12 0 12
Akciger Negatif kontrol o " 10,0 0,0 100,0
. N 3 21 24
Pozitif kontrol % 125 875 100,0
Toplam N 15 21 36
% 41,7 58,3 100,0
. N 12 0 12
Beyin Negatif kontrol . 1509 0,0 100,0
. N 6 18 24
Pozitif kontrol % 250 75.0 100,0
Toplam N 18 18 36
% 50,0 50,0 100,0
. N 12 0 12
On bacak kasi  vegatifkontrol o " 1654 0,0 100,0
. N 6 18 24
Pozitif kontrol % 250 75.0 100,0
Toplam N 18 18 36
% 50,0 50,0 100,0
. N 12 0 12
Arka bacak kasi | cgatitkontrol o 50 0,0 100,0
. N 6 18 24
Pozitif kontrol % 250 75.0 100,0
Toplam N 18 18 36
% 50,0 50,0 100,0
Ki-kare testi
Deser Serbestlik P degeri
8 derecesi (2-yonlii)
Ki-kare karaciger 22,500 1 0,000
Ki-kare akciger 25,200 1 0,000
Ki-kare beyin 18,000 1 0,000
Ki-kare on bacak kasi 18,000 1 0,000
Ki-kare arka bacak kasi 18,000 1 0,000
Gegerli gozlem sayisi 36

N: Ornek sayisi
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Karaciger dokusunda yapilan PCR sonucunda bu dokudaki testin sensitivitesi
% 83,33, dogruluk oran1 % 88,88; akciger dokusunda sensitivite % 87,50, dogruluk
orant ise % 91,66 oraninda bulunmustur. Beyin, 6n bacak ve arka bacak kasi
dokularindaki PCR sonuglarinda bu dokulardaki testlerin sensitivitesi % 75 ve
dogruluk oranlart % 83,33 olarak saptanmistir. Tiim dokularda testin spesifitesi
%100,0’diir. (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Dokulara gére PCR sonuglarinin sensitivite, spesifite ve dogruluk orani analizi.

Doku Sensitivite (%) Spesifite (%) Dogruluk oram (%)
Karaciger 83,33 100,0 88,88
AKkciger 87,50 100,0 91,66
Beyin 75,00 100,0 83,33
On bacak kasi 75,00 100,0 83,33
Arka bacak kasi 75,00 100,0 83,33

Akciger dokusundaki sensitivite ve dogruluk orani, diger dokular ile

karsilastirildiginda daha yiiksek saptanmistir (Cizelge 3.12).

“Pozitif kontrol gruplarinda farkli nekropsi gilinlerine gore dokular arasinda
larva goriilme diizeyleri aynidir” hipotezi bagimsiz orneklerde Kruskal-Wallis testi
ile reddedilmistir (p<0,01) (Farkli nekropsi giinlerinde, farkli dokuda saptanan larva
sayilar1 birbirinden farklidir). Nekropsi 2. giinde karaciger-beyin, karaciger-6n bacak
kas1 ve karaciger-arka bacak kasinda larva sayilari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli (p<0,001) bulunmus, karaciger dokusu en fazla miktardaki larvay: tagirken
beyin, 6n bacak ve arka bacak kaslarinda larvalara rastlanmamistir. Nekropsi 4.
giinde; beyin-arka bacak kasi, akciger-arka bacak kasi, akciger-on bacak kasi
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Karacigerdeki
larva miktar1 azalirken akcigerde artisa, beyinde de larva goriilmeye baslanmistir.
Nekropsi 7. giinde; arka bacak kasi-akciger, arka bacak kasi-beyin, 6n bacak kasi-
beyin dokular1 larva sayilarinda anlamli fark vardir (p<0,001). En fazla larva
miktarina beyin dokusunda rastlanilmistir. Nekropsi 14. giinde karaciger-beyin
dokusu arasinda larva sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p<0,01) (Sekil 3.9).



55

Nekropsi 2. giin Nekropsi 4. glin
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
800,00 1.200,00
s 5 1.000,00]
3 600,00 3
2 2 800,00
H :
400,00 600,00
H ° H T
= £ 400,00 T
= 200,00 = R
200,00
= —
0,00 T T_ T T T 0,00 T T T n T T
Karaciger Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi Karaciger Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
Doku Tiiris Doku Tiirii
Nekropsi 7. giin Nekropsi 14. giin
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
1.200,004 500,00 -

1.000,00 400,001

800,00

300,00

600,00
200,00

400,00 T
2 — 100,00

200,00 ° ?

0,00 — 0,00 === L =

T T T T T N T -
Karaciger Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi Karaciger Akciger Beyin On bacak kasi Arka bacak kasi
Doku Tiirii Doku Turii

Larva Sayisi (adet/gr)
Larva Sayisi (adetigr)

Sekil 3.9. Pozitif kontrol gruplarinda dokulardaki larva sayilarina gore giinler arasi fark
(Kruskal-Wallis testi) sonuglari.

“Pozitif kontrol gruplarinda farkli dokular arasinda farkli nekropsi giinlerinde
larva goriilme diizeyleri aynidir” hipotezi bagimsiz orneklerde Kruskal-Wallis testi
ile reddedilmistir (p<0,001). Hasta hayvanlarda karaciger dokusunda larva
sayilarinda giinler arasindaki farklilik, ilk iki giinde benzerlik gosterirken, sonraki
giinlerde anlamli derecede azalma goriilmiistiir (p<0,001). Akciger dokusunda; 2 ile
4. giin aras1 anlaml1 derecede artig gosterirken, 4.-14. giin arasinda da anlamli sekilde
azalma gorilmistiir. Beyinde larva sayisinda gilinlere bagli olarak giderek artan
sekilde bir farklilik saptanmistir. On ve arka bacak kaslarindaki larvalar birbirine
paralel sekilde goziikmiis, nekropsi 7. ve 14. giinlerde ikinci giine gore artis
gostermistir (Sekil 3.10).
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Karaciger

Akciger
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
800,00 1.200,00
5 S 1.000,00-]
B 600,00 3
3 & 500,00
] ]
& 400,00 2 600,00
0 'd
s s
L] * £ 40000 ——
= 200,00 - o
= 200,00
0,00 T T T T 0,00 % T T T
2,000 4,000 7,000 14,000 2,000 4,000 7,000 14,000
Otopsi Giinii Otopsi Giinti
Beyin On bacak kas1
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Independent-Samples Kruskal-Wallls Test
1200004 200,00 °
g g
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2,000 4,000 7,000 14,000 2000 4000 7800 14,000
Otopsi Giinii Otopsi Giinii
Arka bacak kas1
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40,00
5
T 30,00 T
-
£
H
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s
5
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|
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Otopsi Giinii

Sekil 3.10. Dokularda farkli nekropsi giinlerinde saptanan larva sayilarinin Kruskal-Wallis
testi ile analizi.
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4. TARTISMA

Calismada, enfektif donem T. canis yumurtalar1 ile 24 adet disi BALB/c farede
VLM olusturulmus, enfeksiyon sonrasi 2., 4., 7. ve 14. giinlerde nekropsiler
yapilmistir. Farelerin karaciger, akciger, beyin, 6n bacak ve arka bacak kas
dokularinda larva tespiti; calismanin giivenilirligi bakimindan konvansiyonel
yontemle (pepsin-HCI ile doku digesyonu) desteklenmis, parazitin bu dokularda

molekiiler olarak teshis edilmesi hedeflenmistir.

BALB/c fareler, T. canis enfeksiyonu igin olduk¢a duyarli hayvanlardir.
BALB/c, C3H, C57B1, DBA ve NMRI farelerinin toxocarosis enfeksiyonunda en
diisiik morbidite ve mortalite degerlerini BALB/c fareler vermistir. Ayrica, bazi
caligmalarda da BALB/c farelerin toxocarosis igin en iyi hayvan modeli oldugu
belirtilmistir (Akao, 2006 ve Strube ve ark., 2013). Sendromun konak tarafindan iyi
tolere edilmesi, larvalarin konak dokusunda iyi tutunmasit gibi nedenler

dogrultusunda tez ¢calismamizda BALB/c fareler kullanilmistir.

Yapilan arastirmalarda, farelerde T. canis ile VLM gesitli sayilarda (6-5000
arasinda) enfektif donem larvali yumurta ile olusturulmustur (Abo-Shehada ve
Herbert, 1984/85; Bisseru, 1969; Burren, 1968; Burren, 1971; Ollero ve ark., 2008;
Oshima, 1961; Sinha, 1966; Sprent, 1955 ve Sprent, 1958). Calismamizda
kaynaklara gore farelerin 2000 enfektif donem larvali yumurta ile enfekte edilmesi
Ongoriilmiig, ancak yapilan 6n caligmalarda BALB/c farelerin bu sayida enfektif
donem larvali T. canis yumurtasiyla olusturulan enfeksiyonu sonrasi, 2-3 giin
igerisinde toplu oOliimler goriilmiis ve alinan nekropsi raporuna gore Oliimiin
olusturulan enfeksiyondan kaynaklandig: bildirilmistir (Ek-2). Enfeksiyon dozu 1000
enfektif donem larvali yumurtaya disiiriilmiis ve giinlere gore nekropsiler

tamamlanmaistir.

Nekropsi glinleri parazitin biyolojisi goz Oniine alinarak saptanmistir.

Karaciger dokusunda ilk 24 saat icerisinde (Bisseru, 1969 ve Burren, 1968), akciger
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dokusunda ilk ii¢ gilin icinde ve en yiiksek oranda ise 6. giinde (Burren, 1968 ve
Sinha, 1966), beyin dokusunda ise 2-3. giinden itibaren larvalar goriilmiis (Bisseru,
1969; Burren, 1968; Burren, 1971; Sinha, 1966; Sprent, 1958 ve Ollero ve ark.,
2008), ayrica larvalarin 7. giinde goriilmeye baslandigini bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (Abo-Shehada ve Herbert, 1984/85 ve  Oshimo, 1961). Kas
dokularinda 1-2. giinlerde (Burren, 1968; Sprent, 1958; Abo-Shehada ve Herbert,
1984/85), ayrica 3-7. giinlerde de goriilmeye baslandig: bildirilmistir (Abo-Shehada
ve Herbert, 1984/85 ve Oshimo, 1961). Calismamiz sonucu nekropside giinlere gore
organ ve dokularda goriilen larvalar yukaridaki arastirmalarla orantili bulunmus,
karaciger ve akciger dokusundaki larvalar 2. giinde goriillmeye baglanmis, takiben
tim nekropsi giinlerinde goriilmiistiir. Ancak parazitin biyolojisi geregi ortalama
larva sayilar1 giinlere gore giderek azalmistir. Beyin dokusunda larvalar 4. giinden
itibaren goriilmeye baslamis, en yliksek ortalama deger 7. giinde yapilan nekropside
kaydedilmistir. Larvalar bacak kaslarinda 4. giin nekropsisinden itibaren goriilmeye
baslanmis, en yiiksek ortalama deger 6n bacak kasi i¢in 7. glinde saptanmistir. Arka
bacak kaslarinda ise ortalama larva sayis1 giinlere gore giderek artan bir korelasyon
olusturmustur. On bacak ve arka bacak kaslar1 arasinda ortalama larva sayilar
arasinda farklillkk goriilmiis, ©6n bacak kaslarinda daha fazla sayida larva

gozlemlenmistir.

Dokulardaki larvalarin agiga c¢ikmasi i¢in kullanilan enzimlerin de sonuglar
tizerinde etkisi oldugu disiiniilmekte, Sprent (1952) bir ¢alismasinda farelerde T.
canis yumurtasi ile olusturdugu enfeksiyonda doku digesyonunu, enfeksiyon sonrasi
8. gline kadar tripsinle, sonraki giinlerde ise pepsin ile yapmistir. Enfeksiyon sonrasi
8. giinden itibaren larvalarin dokuda kapsiile oldugunu, kapsiile larvalarda tripsin
enziminin digesyonda ise yaramadigini (larvalarin yeterli sayida saptanamadigini),
pepsin ile de larvalarin rahatlikla goriildiigiinii kaydetmistir. Bu tez calismasinda
olusturulan enfeksiyonda nekropsi giinleri enfeksiyon sonrasi 2., 4., 7. ve 14. giinler
secilmis ve konvansiyonel teshis i¢in dokular pepsin enzimi ile digesyona tabi
tutulmustur. Toxocara canis larvalar1 beyin dokusunda kapsiile olmamakta ve doku
igerisinde hareket etmektedir (Burren, 1968; Roberts ve Janovy, 2006 ve Sprent,
1955). Larvalarin bu ozellikleri dolayisiyla beyin dokusundaki orneklere ezme
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preperat teknigi uygulanmistir. Yapilan degerlendirmelerde kullanilan bu tekniklerin

beklenen performansta sonug verdigi gozlenmis, larvalar rahatlikla sayilmistir.

Molekiiler tani yontemleri son yillarda birgok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin en 6nemli olumsuzluklarinin basinda, érnekten elde
edilen DNA ya da RNA konsantrasyonuna bagli olarak karsilasilan hatali
negatiflikler gelmektedir. Jacobs ve ark., (1997) yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri
orneklerin DNA konsantrasyonunu Olgerek, teshis edilebilen en diisiik T. canis
DNA’sinin Tcan-NC2 primer seti i¢in 0,1-0,5 ng/ul oldugunu kaydederken, Li ve
ark. (2007) T. canis olarak teshis edilen her spesifik PCR asamasinda en kiigiik DNA
miktarinin 0,14 ng oldugu bildirmis, bu miktarin bir nematod larvasindan daha az
oldugunu (larvanin boyutuna goére degismekle beraber yaklasik olarak bir larva 200-
1500 ng’dir) belirtmistir. Ayrica, Borecka ve ark. (2008) ilgili literatiire atfen
enfeksiyon sonrasi 3., 5., 7. ve 14. giinlerde karaciger dokusunda sirasiyla 0,8; 0,4;
0,09 ve 0,09 larvanin oldugunu kabul ederek, yontemle birden az larvanin PCR ile
teshis edilebildigi kanisina varmistir. Bu noktadan hareketle ¢calismamizda tasarlanan
PCR yonteminin sensitivitesi sorgulanmis, yukarida belirtilen aragtirmalarda hep
istatistiki degerler goz oniine alinarak yontemin sensitivitesi saptanmaya calisilmistir.
Ancak bu ¢alismada morula ve/veya enfektif donem larvali yumurtalar ardisik olarak
10 yumurtaya kadar porsiyonlanarak, PCR’lar1 yapilmistir. Jel goriintiilemede 2
yumurta ve daha fazla sayidaki yumurta 6rneklerinde istenen pozisyonda pozitif
bantlar goriilmiistiir. Saptanan pozitif 6rneklerdeki DNA titreleri 5,1 ile 11,2 ng/pl
arasinda 6l¢iilmustiir (Ek-4).

Calismamizda kullanilan primerler ATP sentetaz alt {inite 6 gen bolgesinden
tasarlanmigtir. Wickramasinghe ve ark., (2009) tarafindan yapilan bir ¢caligmada iki
mitokondrial gen bolgesi; ATP sentetaz alt {inite 6 (ATP synthase subunit 6-ATPase
6) ve small subunit ribozomal RNA (12S rDNA) ve iki niiklear ribozomal gen;
internal transcribed spacers 2 (ITS-2) ve large ribosomal subunit (28S) bolgesi
amplifiye edilmistir. Biiyiik bir gen bolgesi yerine farkli bolgelerdeki bu genomlar
sayesinde genetik cesitlilik karsilastirilmigtir. ATP sentetaz alt iinite 6 geni

sekanslarda T. canis, T. vitulorum ve A. suum G/T bakimindan zengin bulunmustur.
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Calisgmada ATP sentetaz alt {inite 6’nin bu cinsteki tiirleri ayirt edebilecegi, iyi
korunmus bolge oldugu ve molekiiler filogenetik ¢aligsmalar i¢in de kullanigh oldugu

bildirilmigtir.

Tez ¢alismamiz i¢in tasarlanan primer seti benzer molekiiler calismalarda
(Jacobs ve ark., 1997 ve Li ve ark., 2007) oldugu gibi kedi, kopek ve insan
genomunda olabilecek reaktiviteleri (hatali pozitifleri) dnlemek amaciyla kontrol
edilmistir. Ancak her ii¢ 6rnegin DNA’sin1 amplifiye etmemistir. Ayni sekilde

calismanin negatif kontrol grubu farelerinde de PCR sonuglari negatif bulunmustur.

Arastirmalarda, kullanilan primer setleri kendilerine uyumlu olan askaritler
disinda diger askarit tiirleri ile reaksiyona alinmis, diger askarit tiirleriyle uyumlu
sonuglar alinmamustir (Jacobs ve ark., 1997 ve Li ve ark., 2007). Ornek olarak;
Ingiltere, Hollanda, Avusturalya, Malezya ve Cin’den elde edilen 107 adet kedi ve
kopek askariti morfolojik olarak teshis edilmis, molekiiler teshis i¢in de ITS-1, ITS-2
ve 5,8S bolgelerine uygun farkli primer setleri kullanilmistir. Primerlerin
spesifitelerini 6lgmek amaciyla, primerlere 6zel askarit disinda diger askaritlerle (T.
cati, T. canis, T. malaysiensis ve Toxascaris leonina gibi) kontrol edilmistir (Li ve
ark., 2007). Baska bir ¢alismada ise insan dokusunda rastlanabilecek ti¢ askariti (T.
canis, T. cati ve T. leonina) molekiiler olarak ayirt edebilmek igin ITS-2 bolgesine
uyumlu primerler kullanilmis, her spesifik primer setleri diger parazit 6rneklerinde
negatif sonug vermistir (Jacobs ve ark., 1997). Bu tez ¢alismasinda da tasarladigimiz
primerlerin uygunlugu, diger carnivor askaritlerinden T. cati ve T. leonina ile
karsilastirilmig, bu askaritlerle pozitiflige rastlanmamistir. Negatif sonuglar T.

canis’in bu primer setiyle spesifik teshisinin yapilacagini diisiindiirmektedir.

Insan dokusunda rastlanabilecek T. canis, T. cati ve T. leonina’yr molekiiler
olarak ayirt edebilmek i¢in olusturulan bir ¢alismada, ITS-2 bdlgesine uyumlu her
spesifik primer diger parazit drneklerinde negatif sonu¢ vermis, elde edilen pozitif
PCR iirtinleri; Alu I, Hae III, Hinf I ya da Rsa I restriksiyon endoniikleaz enzimleri

ile kesime tabi tutulmustur. Hinf | enzimi, Toxocara sp. ile T. leonina’y: ayirt etmek
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icin kullanilmistir. Rsa I enzimi ise, T. cati ile T. canis’i teshis etmis, T. canis’i 2
(250 ve 290 bp), T. cati’yi de 3 fragmente ayirmustir (110-160-280 bp) (Jacobs ve
ark., 1997). Bu ¢alismada da T. canis pozitif sonuglari gogaltilan bolgeye uygun olan

Bbs I enzimi ile kesilmis, kesim sonucu 2 fragment (47 ve 170 bp) olusmustur.

Calismada kullanilan yontemler karsilagtirildiginda; nekropsi 2., 7. ve 14 .
giinlerde karacigerde 4, akcigerde 3 ornekte pepsin-HCI doku digesyonu ile larva
goriilmiis, yapilan PCR’larinda negatif sonuglar alinmistir. Ayrica nekropsi 4.
giinlinde 6n bacakta 1 6rnekte PCR negatitken, digesyon sonucu larva bulunmustur.
Molekiiler teshis i¢in bu dokudan alinan ekstraksiyon Orneginde parazite ait bir
parcanin bulunmadigr diisiiniilmektedir. Nekropsi 2. giinde 6n bacakta 1 Ornekte
PCR sonucu pozitifken, digesyonunda larvaya rastlanmamistir. Ayn1 giin diger 6n
bacak kas orneklerinde ise her iki yontemde de sonuglar negatif bulunmustur.
Nekropsi 2. giinde karsilagilan bu durum (larvanin goriilmesi gereken dokuda
zamanindan Once molekiiler olarak saptanmasi) dokuda larvaya ait bir DNA pargast
oldugunu goéstermektedir. Bazi arastirmacilarin da (Burren, 1968; Sprent, 1958 ve
Abo-Shehada ve Herbert, 1984/85) enfeksiyonun 1.-2. giinlerinde larvalarin kas
dokusunda gorildiiginii  kaydetmesi ile sonuglarin bu tir ¢ikabilecegi
distintilmektedir. 4., 7. ve 14. giinlerdeki nekropsilerde arka bacak kaslarinda 5
ornekte PCR sonucu pozitif bulunurken, digesyonda larvalara rastlanmamuistir.
Digesyonu yapilan doku pargasinda larva goriilmezken, PCR’da pozitif sonug
alinmasi; PCR’mn dokudaki T. canis’in teshisinde uygulanabilmesi agisindan uygun
bir yontem oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica ¢alismada digesyonu yapilan diger
orneklerde ve beyindeki ezme preperat oOrneklerinde her iki yontemde
(konvansiyonel ve molekiiler) pozitif korelasyon olmast PCR’in VLM teshisi igin

uygun bir yontem oldugunu diisiindiirmektedir.

Bazi VLM hastalarimin anamnezlerinde ¢ig karaciger tiketimi dikkati
¢ekmekte, bu aliskanlik sendromun bulasma yollarindan birisini olusturmaktadir. Bu
bulasma yolunu arastirmak amaciyla, yavru ve eriskin kopeklerle komsu olan 5
hindinin karacigerinde molekiiler olarak parazitlerin teshis edilmesi planlanmis, 4

hindinin karacigerindeki lezyonlarda nematod larvalarina mikroskobik olarak
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rastlanirken, bu larvalarin T. canis oldugu PCR ile tespit edilmistir (Ishiwata ve ark.,
2004). Kullanilan digesyon yontemleri ile larvalarin goriildiigii ancak ugras ve zaman
kayb1 oldugu, ayrica tam olmayan bir larva parg¢asinin yontem ile goriillemeyecegi
bildirilmistir. Bu diisiincelerle yola ¢ikilarak PCR pozitif olup, dokuda larvalarin

goriilmedigi 6rneklerde bu durumun da olabilecegi diisiiniilmektedir.

PCR sonuglarin1 konvansiyonel bir testle karsilastiran bir ¢aligmada Pinelli ve
ark. (2013), T. canis yumurtas: ile enfekte 1-2 ve 5-6 haftalik BALB/c farelerde
enfeksiyon sonrasi 60. giinde, bronchoalveolar lavaj (BAL) yaparak akcigerdeki
larvalarin varhigin1 realtime PCR ile teshis etmis, akciger dokusundaki larvalar
konvansiyonel olarak Baermann Wetzell yontemiyle sayilmistir. DNA izolasyonu ise
BAL’dan alinan hiicre pelletlerinden yapilmistir. 5-6 haftalik farelerin 2’si Nemo-
PCR, 4’ti BAL ve bunlardan ikisinde de hem BAL hem PCR ile pozitif sonug
almmugtir. 1-2 haftalik farelerin 4’iinde Nemo-PCR, 2’sinde BAL ile larvalar
saptanmis, sadece 1 ornekte hem PCR hem BAL’da pozitif sonug tespit edilmistir.
Larvalar farelerin 3’iinde BAL ile teshis edilemese de PCR’da pozitif sonug
alimmistir. Baz1 6rneklerde her iki yontemle de sonuglar ayniyken, bazi 6rneklerde
farklilik goriilmektedir. PCR yontemi ile T. canis larvalarinin karaciger dokusundaki
teshisini amaglanan baska bir g¢alismada, enfekte edilen 12 mongolian gerbil
enfeksiyon sonrasi 3., 5., 7. ve 14. giinlerde sakrifiye edilmis, yontemle tiim deney
gruplar1 pozitif bulunmustur (Borecka ve ark., 2008). Benzer giinlerde yaptigimiz
nekropsilerde 4 farenin karacigerinde konvansiyonel yontemle larvalarin bulunmast,
ancak PCR ile pozitif sonu¢ alinamamas: dokuda larvaya ait herhangi bir parca
bulunmamasindan kaynaklandigir distiniilmekte, ayrica ¢alismalarda kullanilan
ekstraksiyon Kitlerinin farkililigindan m1 ya da manuplasyon mi kaynaklandigi da

bilinememektedir.

Molekiiler yontemlerle askaritler yumurta diizeyinde de (T. canis ve T. cati)
teshis edilmektedir (Borecka, 2004 ve Fogt-Wyrwas ve ark., 2007). Morfolojik
olarak T. cati yumurtas1 oldugu teshis edilen toprak orneklerinin hepsi PCR ile
dogrulanmistir. Bir drnekte ise mikroskobide hem T. cati hem de T. canis yumurtasi

bulunmus, PCR ile sonuglar teyit edilmistir (Fogt-Wyrwas ve ark., 2007). Ayrica
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kopek diskilarinda T. canis ve T. cati’nin gorildiigiinii 6rnekleyen baska bir
caligmada, ITS-2 bolgesine uyumlu primer setleri (T. canis i¢cin Tcan/NC2 ve T. cati
i¢in Tcat/NC2) kullanilarak saptanan 35 Toxocara sp. érneginin 24’{iniin (% 68,5) T.
canis, 11’inin ise (% 31,5) T. cati oldugu teshis edilmistir. Elde edilen 11
amplikondan 3’i sekansa gonderilerek, sonuglar konfirme edilmistir (Fahrion ve
ark., 2011). Arastirma sonuglarina gore digki muayeneleri sonucu teshisin, Toxocara
sp. olarak koyulmas1 gerektigi ve molekiiler teknikler ile daha dogru sonuca (kesin
tiir ayrimina) varilacagl diisiiniilmektedir. Ayrica toprak oOrneklerindeki askarit
yumurtalarmin T. canis ve T. cati olarak ayirt edilmesi, insanlarda olusabilecek
enfeksiyonun yaygmligini ve kimden kaynaklandigini 6l¢mektedir. Calismamizda
deteksiyon smirmin saptanmasi amaciyla morulali ve/veya larvali T. canis
yumurtalartyla PCR’da pozitif sonuglar alinmasi, tasarladigimiz primerlerle
olusturdugumuz reaksiyonda digkida bulunan Toxocara sp. yumurtalarinin da T.
canis mi? oldugunu teshis edebilecektir. Ayrica insanlara bulagsma kaynagi olan
toprak ve yikanmamis ¢ig sebze-meyve orneklerinde de teshis edilen Toxocara sp.

yumurtalarini T. canis olarak identifiye edebilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada 6-8 haftalik 36 adet disi BALB/c fare kulanilmis, enfeksiyon sonrasi
2., 4., 7. ve 14. giinlerde, enfektif donem larva tasiyan T. canis yumurtalar: ile
enfekte edilen 6’sar pozitif kontrol grubu ve 3’er negatif kontrol grubu farenin
nekropsileri yapilmistir. Caligma kapsaminda farelerin karaciger, akciger, beyin, 6n
bacak ve arka bacak kaslarindaki larvalarinin tespiti; calismanin glivenilirligi
bakimindan konvansiyonel yontemle (pepsin-HCI doku digesyonu) saptanmis ve
enfeksiyonun molekiiler olarak teshis edilmesi hedeflenmistir. Molekiiler tanida, T.
canis’in mtDNA ATP sentetaz alt iinite 6 gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Calisma igin
tasarlanan primerlerin reaktivitesi; kedi ve kopeklerin diger askaritleriyle (T. cati ve
T. leonina), ayrica kopek, kedi ve insan genomu ile de kontrol edilmistir. Calismada
PCR’m pozitif sonug verdigi en alt diizeydeki larvali ve/veya morulali yumurta sayisi
2 olarak belirlenmistir. PCR sonrast olusan amplikon (217 bp) Bbs-I enzimi ile
kesime tabi tutulmus, 47 ve 170 bp olacak sekilde iki fragment olusmustur. PCR’1n
spesifite, sensitivite ve dogruluk oranlari larvalarin dokulardaki yerlesimine bagh
olarak hesaplanmistir. Tim dokularda testin spesifitesi % 100 bulunurken, karaciger
dokusunda sensitivite % 83,3 ve dogruluk orami % 88,8; akciger dokusunda
sensitivite % 87,5 ve dogruluk oran1 % 91,6 olarak kaydedilmistir. Beyin, 6n bacak
ve arka bacak kas dokularinda ise PCR sensitivitesi % 75 ve dogruluk oran1 % 83,3

olarak hesaplanmustir.

Enfeksiyon sonrasi 2. giin nekropside; konvansiyonel yontemde, tiim pozitif
kontrol gruplarinin karaciger ve akciger dokularinda larvaya rastlanirken, bu
dokulara ait PCR sonuglarinda karaciger dokusunda tiim drnekler, akciger dokusunda
ise 4 ornek pozitif bulunmustur. Beyin, 6n ve arka bacak kaslarmin digesyonunda
larvaya rastlanmamis, ancak PCR’larinda sadece bir 6n bacak kas oOrneginde

amplikon olustugu gézlenmistir.

Enfeksiyon sonrast 4. giin nekropsisinde; karaciger, akciger ve beyin
dokularinda tiim pozitif kontrol gruplarinda konvansiyonel olarak larvalar teshis

edilirken, PCR’lar1 da pozitif saptanmistir. Pepsin-HCI digesyonu ile arka bacak
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kasinda 3 oOrnek negatif bulunurken, bu Orneklerin PCR sonuglar1 pozitif
bulunmustur. PCR’da 1 6n bacak kas ornegi negatifken, ayni dokunun pepsin-HCI

digesyonunda larvalar gortilmiistiir.

Enfeksiyon sonrasi 7. giindeki nekropside, pepsin-HCI digesyonu sonucu
pozitif kontrollerde sadece 1 arka bacak kas dokusu Ornegi negatifken, diger
dokularda (karaciger, akciger, beyin ve on bacak kasi) tim Orneklerde T. canis
larvalarma rastlanmistir. Larva goriilmeyen 6rnek PCR’da pozitif sonug vermistir.
Ancak digesyonda larva goriilmesine ragmen PCR ile negatif sonug¢ veren bir

karaciger 6rnegi de kaydedilmistir.

Enfeksiyon sonrast 14. giin nekropside, pepsin-HCI ile pozitif kontrol
grubunda sadece 1 arka bacak kas 6rneginde larva bulunmazken, diger dokularda
(karaciger, akciger, beyin ve 6n bacak kasi) tim 6rneklerde T. canis larvalarina
rastlanmistir. Orneklerin PCR’lar1 sonucu karaciger dokusunda 3 ornek, akciger
dokusunda ise 5 ornek pozitif bulunmustur. Pozitif kontrol gruplarinin hepsinde

beyin, 6n bacak ve arka bacak kaslarinda PCR ile pozitif sonuglar alinmistir.

Enfekte edilmeyen negatif kontrol gruplari tiim nekropsi gilinlerinde her iki

yontemle de negatif bulunmustur.

Bu c¢alismada uygulanan alternatif teshis yontemi, sadece BALB/c fare
dokularinda kullanilabilmis, VLM siipheli insan dokularinda da denenmesi gerektigi,
ve biyopsi sonrasi sadece histopatolojik bakisi yapilan dokularda bu yontem ile VLM
varhigi T. canis’in tiir bazinda saptanabilecegi diisiiniilmektedir. Calisma, konusu ve

igerigi bakimindan daha ileri ¢alismalara basamak olusturabilir niteliktedir.

Ayrica veteriner hekimlikte; disi kopekler yavruyken aldiklari T. canis
enfeksiyonunu, gebe kaldiklarinda dogacak yavrularina parazitin biyolojisi geregi
prenatal yolla pespese ii¢ laktasyon boyunca aktarmaktadir. Kopekler her batinda

ortalama 5 yavru dogurmakta ve dogan her enfektif disi kopek kendi gebeliklerinde
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de T. canis’i dogacak yavrularina tasimaktadir. Parazitin yayginligi acisindan
handikap olan bu durumu 6nlemek amaciyla gesitli tedavi protokolleri benimsenmis,
gebelikten itibaren yapilan antelmentik uygulamalar1 ile enfeksiyonun oOnledigi
diistiniilmiistiir. Ancak gebelik esnasinda alinabilecek yavru kesesi sivisinda PCR ile
T. canis larvalarinin teshis edilebilmesi ile her ne kadar kullanilan antelmentigin
teratojenik olmadigi diistiniilse de kesin olamayan bu kaninin, ayrica fazladan
antelmentik uygulamalarinin oniine gegebilecegi ve bu tez ¢alismasinin bu konuda

yeni arastirmalarin yapilabilmesi i¢in bir basamak olabilecegi diistiniilmektedir.



67

OZET

Toxocara canis ile Deneysel Enfekte Farelerde Visceral Larva Migrans’in PCR ile
Teshisi

Calismada 6-8 haftalik 36 adet disi BALB/c fare kullanildi. Enfekte edilen (pozitif
kontrol) grup farelere 1000 adet enfektif donem larvali yumurta verilirken, enfekte olmayan
(negatif kontrol) grup farelere % 0,9’luk izotonik NaCl soliisyonu verildi. Nekropsi giinleri,
larvalarin organlara ulagtiklar ve gogiin tamamlandigi giinler dikkate alinarak enfeksiyonun
2.,4.,7. ve 14. giinleri olarak secildi. Calismada farelerin karaciger, akciger, beyin, 6n bacak
ve arka bacak kaslar1 kullanildi. Larvalarin tespiti i¢in 6rneklerin bir kismi pepsin enzimi
yardimiyla organ sindirilmesine tabi tutulurken, kalan kistmdaki organlar Toxocara canis’in
mitokondrial DNA ATP sentetaz alt iinite 6 gen bdlgesini ¢ogaltmak siiretiyle molekiiler
yontemler kullanildi. Arastirmada kullanilan dizinler calisma kapsaminda tasarlandi.
Tasarlanan primerlerin kontrolii amagli erigkin Toxocara cati ve Toxascaris leonina ve
kopek, kedi, insan genomu ile reaksiyona sokuldu ancak, herhangi bir amplifikasyon elde
edilmedi. PCR’1n ¢aligabildigi en alt diizeydeki larva/yumurta sayisi ise 2 olarak saptandi.
PCR sonrasi pozitif bulunan amplikonlarin spesifikligini tespit etmek amaciyla Bbs-I enzimi
ile kesim yapildi. Enzim, amplikonu bir yerinden kesti (170 bp ve 47 bp iki {irlin olustu).

Polymerase Chain Reaction ile nekropsi 2. giin karaciger dokusunda tiim enfekte grup
ornekleri pozitif bulunurken, akciger dokusunda 4 6rnek pozitif, 6n bacak kasinda ise sadece
1 ornek pozitif saptandi. Nekropsi 4. giinde karaciger, akciger, beyin ve arka bacak
kaslarindaki tiim enfekte gruplar pozitif, 6n bacak kas 6rneklerinden sadece biri negatifti. 7.
giin nekropsisinde; akciger, beyin, 6n bacak ve arka bacak kaslar1 enfekte gruplari pozitif
bulunurken, karaciger dokusunda sedece 1 6rnek negatif saptandi. Nekropsi 14. giin, enfekte
gruplarin karaciger dokusunda 3 6rnek pozitif bulunurken, akciger dokusunda ise 5 6rnek
pozitif kaydedildi. Beyin, 6n bacak ve arka bacak kasi enfekte gruplarmin hepsinde pozitif
bantlar goriildii. Tiim nekropsi glinlerinin kontrol gruplari ise negatif saptandi.

Doku tiirine gore PCR sonuglarimin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi,
dokular arasinda larva sayilart arasindaki farklilik ve farkli nekropsi giinlerinde aym
dokunun bagimsiz giinlerindeki larva sayilarinin degisimi Kruskal-Wallis testi, tiim gruplarin
farkli dokularindaki PCR sonucu ile larva gériilme sikliklari arasindaki farklilik Ki-kare testi
ile incelendi.

Anahtar Sozciikler: BALB/c Fare, PCR-RFLP, Toxocara canis, Visceral Larva Migrans
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SUMMARY

PCR Detection of Visceral Larvae Migrans in Mice Experimentally Infected with
Toxocara canis

Thirty six, 6-8 weeks old female BALB/c mice were used in the study. Infection was
performanced by oral administration of 1000 embryonated eggs per mouse, the uninfected
mice received oral administration of isotonic sodium chloride saline solution 0,9 %. Infected
and uninfected group were euthanized post infection 2.,4.,7. and 14. days. Toxocara canis
larvae were recovered from liver, lungs, brain and muscles of front and hind limbs with
pepsin-HCI digestion method and PCR. A new set of primer was design to mtDNA of
ATPase synthase subunit 6. The primer sets were checked with Toxocara cati, Toxascaris
leonina and dog, cat, human gDNA and no product was amplified. The detection limit of
DNA detectable for each specific PCR assay were 2 embryonated eggs. Purified ATPase 6
PCR products were digested with Bbs-I restriction endonuclease enzyme (170 bp and 47 bp).

Using Polymerase Chain Reaction; second day post infection, liver of all groups were
positive at necropsy. In 4 of them lungs were positive and only in one mouse muscles of
front limbs were positive. In the necropsies of fourth day post infection, liver, lungs, brain
and muscles of hind limbs were positive in all groups; muscles of front limbs were negative
in only one mouse. In necropsies done seven days after infection; lungs, brain and muscles of
front and hind limbs were found positive in all infected groups, but liver was negative in
only one case. In necropsies done 14 days after infection, while liver was found negative in
only one mouse; lungs were positive in 5 mice. Brain and muscles of front and hind limbs
were positive in all infected groups. All uninfected groups were negative.

PCR and pepsin-HCI techniques results were analysed with Mann-Whitney U,
Kruskal-Wallis and Chi-square tests.

Keywords: BALB/c, PCR-RFLP, Toxocara canis, Visceral Larvae Migrans
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NEKROPSi BULGULARI

Nekropsileri yapilan her {i¢ farenin de bulgulari hemen hemen ayni olup: akcigerler
siskin, kanamali ve olduk¢a koyu renkteydi. Bagirsaklarin bazi kisimlari koyu yesilimsi
renkteydi. Karaciger siskin. kenarlart kiitlesmisti ve kesitinde hafif kan sizintisina rastland.

HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Nekropsileri yapilan her ti¢ farenin de bulgulari hemen hemen ayni olup;

Akcigerler: Alveol, brons, bronsiyollerin liimenleri eritrositlerle tamamen doluydu.
(Doku zor tammlanabilir haldeydi.)

Bagirsaklar: Lamina epiteliyalisin epitel hiicrelerinin yer yer dokiilmiis oldugu ve
kimi bezlerde nekroz sekillendigi (D1 kodlu farede bu nekroze kisimlarda oval-yuvarlak
olusuma rastlanilmustir, parazit?) bu nekrozun Tunika seroza’ya kadar ilerledigi dikkati ¢ekti.
Nekroz olan kisimlara yakin peritonda yag hiicreleri arasinda nétrofil 16kosit, lenfosit ve
plazma hiicrelerine rastlandi.

Karaciger: V.sentralis ve sinuzoidlerin eritrositler ile dolu oldugu. baz alanlarda da
Kanamanimn varh@ dikkati ¢ekti. Kimi hepatositlerin pembe homojen renkte boyandigi ve
¢ekirdeklerini kaybettigi goriildii.

PATOLOJIK TANI

-Akcigerlerde siddetli kanama
-Enteritis subakuta ve peritonitis
- Karacigerde pasit hiperemi, kanama ve kimi alanlarda koagulasyon nekrozu
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Ek-3. Fare dokularindaki ekstraksiyon sonucu 6lgiilen niikleik asit konsantrasyonlar1 (ng/ul)
ve 260/280 dalga boyu dl¢limleri.

Ornek no Niikleik asit 260/280 Ornek no Niikleik asit 260/280
konsantrasyonu konsantrasyonu
(ng/pl) (ng/pl)
Nekropsi 2. Giin Nekropsi 4. giin
D1 Karaciger 31,88 1,86 D1 Karaciger 32,1 1,85
D1 Akciger 53,42 1,81 D1 Akciger 154,9 1,83
D1 Beyin 10,08 2,46 D1 beyin 11 1,7
D1 On bacak 48,89 2,49 D1 On bacak 7 1,72
D1 Arka bacak 10,48 2,34 D1 Arka bacak 2,1 1,27
D2 Karaciger 35,72 2,66 D2 Karaciger 20,8 1,8
D2 Akciger 32,29 2,26 D2 Akciger 50,5 1,83
D2 Beyin 9,55 3,07 D2 Beyin 5,8 2,04
D2 On bacak 28,06 1,76 D2 On bacak 23,3 1,73
D2 Arka bacak 12,99 2,10 D2 Arka bacak 1,1 1,7
D3 Karaciger 19,04 2,50 D3 Karaciger 23,8 1,89
D3 Akciger 28,95 2,41 D3 Akciger 351,8 1,81
D3 Beyin 15,75 2,31 D3 Beyin 7.4 1,76
D3 On bacak 24,59 1,65 D3 On bacak 3 1,97
D3 Arka bacak 19,05 1,52 D3 Arka bacak 4 1,83
D4 Karaciger 32,83 1,95 D4 Karaciger 13,3 1,88
D4 Akciger 69,32 1,76 D4 Akciger 61,2 1,84
D4 Beyin 18,60 1,78 D4 Beyin 10,5 1,66
D4 On bacak 20,40 1,70 D4 On bacak 51 2,03
D4 Arka bacak 33,30 2,14 D4 Arka bacak 3,5 1,43
D5 Karaciger 42,85 1,73 D5 Karaciger 14,4 1,84
D5 Akciger 79,98 1,76 D5 Akciger 35,7 1,91
D5 Beyin 35,23 1,81 D5 Beyin 8,2 1,67
D5 On bacak 23,35 2,05 D5 On bacak 3,8 1,55
D5 Arka bacak 20,27 1,67 D5 Arka bacak 6,5 1,57
D6 Karaciger 54,65 1,40 D6 Karaciger 145 1,86
D6 Akciger 58,63 1,99 D6 Akciger 12,8 1,89
D6 Beyin 21,25 1,92 D6 Beyin 11,2 1,87
D6 On bacak 124,50 2,39 D6 On bacak 13,8 1,84
D6 Arka bacak 16,95 1,47 D6 Arka bacak 17,5 1,78
K1 Karaciger 51,20 1,88
K1 Akciger 45,23 2,11
K1 Beyin 9,95 1,59
K1 On bacak 5,77 1,43
K1 Arka bacak 9,14 1,25
K2 Karaciger 18,31 1,71
K2 Akciger 61,34 1,92
K2 Beyin 36,07 1,52
K2 On bacak 25,51 1,46
K2 Arka bacak 10,96 1,98
K3 Karaciger 59,44 1,88
K3 Akciger 107,02 1,97
K3 Beyin 36,19 1,48
K3 On bacak 37,33 2,27
K3 Arka bacak 9,50 1,49
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Ornek no Niikleik asit 260/280 Ornek no Niikleik asit 260/280
konsantrasyonu konsantrasyonu
(ng/pl) (ng/pl)
Nekropsi 7. Giin Nekropsi 14. giin
K1 Karaciger 31,2 1,81 D1 Karaciger 27,2 1,81
K1 Akciger 74,1 1,86 D1 Akciger 78,8 1,86
K1 Beyin 24 1,84 D1 beyin 14,8 1,76
K1 On bacak 12,1 1,84 D1 On bacak 21,8 1,76
K1 Arka bacak 15,6 1,89 D1 Arka bacak 13,5 1,65
K2 Karaciger 25,2 1,87 D2 Karaciger 38 1,82
K2 Akciger 44,4 1,88 D2 Akciger 57,2 1,79
K2 Beyin 17 1,83 D2 Beyin 17,6 1,83
K2 On bacak 27,1 1,79 D2 On bacak 31,6 1,81
K2 Arka bacak 17,6 1,76 D2 Arka bacak 15,3 1,71
K3 Karaciger 46,6 1,83 D3 Karaciger 40,8 1,81
K3 Akciger 69,4 1,86 D3 Akciger 83 1,84
K3 Beyin 18,8 1,74 D3 Beyin 13 1,24
K3 On bacak 20,1 1,71 D3 On bacak 21,7 1,77
K3 Arka bacak 18,4 1,72 D3 Arka bacak 16,7 1,82
D4 Karaciger 36,5 1,85
D4 Akciger 91,2 1,83
D4 Beyin 15,2 1,83
D4 On bacak 16,6 1,83
D4 Arka bacak 36 1,84
D5 Karaciger 36,1 1,80
D5 Akciger 93,2 1,81
D5 Beyin 15,4 1,70
D5 On bacak 17,7 1,71
D5 Arka bacak 17,8 1,76
D6 Karaciger 41,3 1,81
D6 Akciger 85 1,86
D6 Beyin 13,4 1,74
D6 On bacak 19,2 1,74
D6 Arka bacak 10,9 1,77
K1 Karaciger 28,3 1,83
K1 Akciger 365,1 1,82
K1 Beyin 12,9 1,72
K1 On bacak 8,3 1,62
K1 Arka bacak 12,3 1,57
K2 Karaciger 21,9 1,68
K2 Akciger 86,2 1,82
K2 Beyin 12,5 1,79
K2 On bacak 8,6 1,52
K2 Arka bacak 4,4 1,63
K3 Karaciger 16 1,81
K3 Akciger 45 1,79
K3 Beyin 11,7 1,73
K3 On bacak 6,5 1,70
K3 Arka bacak 9,5 1,65
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Ek-4. Hazirlanan larva/morulali yumurtalarin  ekstraksiyonu sonrasi niikleik asit
konsantrasyonlari (ng/pl) ve 260/280 dalga boyu dlgtimleri.

Ornek no Niikleik asit 260/280
konsantrasyonu
(ng/pl)
Yum 1 6,9 1,82
Yum 2 6,6 1,94
Yum 3 8,8 1,76
Yum 4 9,2 1,68
Yum 5 9,3 1,76
Yum 6 5,1 1,58
Yum 7 11,2 1,66
Yum 8 5,6 1,92
Yum 9 5,1 2,06
Yum 10 7,8 1,85
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