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OZET

Bu calisma, Haziran 2007-Agustos 2009 tarihleri arasinda Aydin ve izmir ydresinde
150 kopekte filarial enfeksiyonlarin yayilisini  belirlemek ve Dirofilaria tiirlerinde
Wolbachia’nin varligini ortaya koymak amaci ile yapilmistir. Bu amagla alinan kan 6rnekleri
natif, modifiye knott, membran filtrasyon ve PCR ydntemleri ile Dirofilaria tiirleri agisindan
incelenmis; ayrica asit fosfataz boyama yapilmistir. Pozitif oldugu belirlenen 6rneklerde ticari
kit kullanilarak kalplerinde erigkin parazitin varligr arastirilmis ve  kalbinde eriskin
Dirofilaria immitis belirlenen 3 kopekte nekropsi yapilarak eriskin parazitleri alinmistir. Kan
ornegi alman kopeklerin bulundugu bolge, kan alma tarihi ve zamani, yasi, cinsiyeti,
sahipli/sahipsiz, iceride/digarida barinma, varsa klinik belirtileri protokol numarasi verilerek

kayit edilmistir.

Aydin bolgesinde kopekleri Dirofilaria’nin prevalanst %12.3 olarak belirlenmis,
[zmir’den alinan 6rneklerde Dirofilaria tespit edilememistir. En yiiksek enfeksiyon oranmin
%80 ile Aydin’in Germencik ilgesinde oldugu, Merkez, Kosk ve Umurlu’da enfeksiyon
oraninin %6,66 oldugu belirlenmistir. Perifer kanda mikrofiler varliginin belirlenmesinde en
etkili yontemin molekiiler tekniklerden PCR oldugu, mikroskobik incelemeler arasinda ise
modifiye knott ve mebran filtrasyon tekniklerinin natif yonteme oranla daha etkili oldugu

tespit edilmistir.

Dirofilaria immitis mikrofilerlerinin natif yontemde yavas ve yilanvari hareket edip
mikroskop sahasi digina ¢ikmadigi, modifiye knott ve membran filtrasyon yontemlerinde
kilifsiz, 6n kisminin konik bi¢imde sivrilerek sonlanip kuyruklarinin diiz oldugu saptanmustir.
Asit fosfataz boyamada mikrofilerlerin EP ve AP boélgelerinde nokta tarzinda boya aldigi ve
ortalama uzunluklarinin 254,1 pm, 6n nihayeti-EP uzunlugu 79,2 pm, EP-AP uzunlugu 119,8
pum ve AP-arka nihayeti 55,1 pm, kalinliklart 4,1 um o6l¢iilmiistiir. Bu bolgelerin viicut
uzunluguna oraninin sirastyla % 30,7 ve % 79,2 oldugu belirlenmis ve nekropsi sonrasi
kalpten alinan 12 erigkin disinin yapilan uzunluk (en ve boy olarak) dl¢iimlerinde ortalama
uzunluklar1 284 mm, kalinliklart 1,21 mm ve 30 erigkin erkegin ortalama uzunluklar1 178 mm

ve kalinliklar1 0,78 mm olarak belirlenmistir.

Nekropsi sonucunda elde edilen erigskin Dirofilaria immitis’ler Wolbachia acisindan

PCR ile incelenmis ve biitiin 6rneklerde Wolbachia varligi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dirofilaria, Kopek, Mikrofiler, Wolbachia, PCR
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1.GIRIS

1.1. DIROFILARIA

1.1.1.Simiflandirma ve Tarihce

Kopeklerde bulunan Dirofilaria etkenlerinin sistematikteki yeri asagida verilmigtir
(Watts ve ark 1999, Anderson 2000, Rommel ve ark 2000).
Sinif: Nematoda
Sinif alt1: Secernentea
Familya tistii: Filarioidea
Familya: Onchocercidae
Familya alt1 : Dirofilarinae
Cins :  Dirofilaria
Tir:  Dirofilaria immitis
Dirofilaria repens
Dirofilaria tenius
Dirofilaria striata
Dirofilaria conjuctivae
Dirofilaria ursi
Dirofilaria subdermata
Dirofilaria corynodes
Dirofilaria spectans
Dirofilaria roemeri

Dirofilaria acutiuscula



Dirofilaria immitis ilk olarak 1856 yilinda Filedelfiya’da fizik¢i ve doga bilimci
olan Joseph Leidy tarafindan Alabama’dan gelen bir kdpekte tanimlanmis ve Filaria
immitis olarak isimlendirilmistir. 1911 yilinda Fransiz parazitologlar Railliet ve Henry‘nin
Dirofilaria cinsini olusturmasiyla Dirofilaria immitis (Leidy,1856) olarak isimlendirilmis
ve taksonomideki yerini almistir. Dirofilaria repens, ilk olarak 1911 yilinda Railliet ve
Henry tarafindan bulunmustur (Jackson 1989, Anderson 2000, Genchi ve ark 2007).

Tiirkiye’de ilk kez Doganay ve ark. (1951) Ankara’da yurtdis1 kokenli bir kdpekte
Dirofilaria immitis mikrofilerlerine rastlamislardir. Pamukcu ve Ertiirk (1962) 1933-1960
yillar1 arasinda Ankara’da yaptiklart 169 kopek nekropsisinde, yabanci menseli bir
kopekte D. immitis eriskinlerini tesbit edilmistir. Yerli irk kopeklerde D. immitis ilk
olarak Elaz1g yoresinde bulunmustur. Dirofilaria repens Tiirkiye’de ilk olarak 1970
yilinda Istanbul’da birbirinden bagimsiz bir kdpek ve bir insanda bildirilmistir
(Merdivenci 1970b, Merdivenci ve i¢li 1970, Berkin ve Algigir 1986, Sarnig ve Alkan
1986).

1.1.2.Morfoloji

1.1.2.1. Dirofilaria immitis (Leidy, 1856)

Dirofilaria immitis’in erigkinleri uzun, ince ve beyaz renkte olup kii¢lik yuvarlak bir
agiza sahiptir. Agiz organeli, 6 kiiclik median papil ve 2 lateral papille ¢evrelenmistir.
Eriskin disiler 250-310 mm uzunlugunda ve 1-1,3 mm genisligindedir. Arka uclar
yuvarlak bir sekilde sonlanir. Eriskin erkekler ise 120-200 mm uzunlugunda ve 0,7-0,9
mm genisliginde olup arka uglar spiral seklinde kivrim yaparak sonlanir (Sekil 1.1.1).
Kuyrukta, kiiciik kaudal kanat ile 5 ¢ift perianal, 6 ¢ift postanal papil yer alir. Spikiiliimler
esit olmayip sag spikiiliim 175-229 um, sol spikiiliim 300-375 um’dir. Disilerde vulvanin
on uca uzaklig1 2,7 mm, aniisiin arka uca uzaklig1 ise 175 pm’dir (Genchi ve ark 2007).
Kanda goriilen mikrofilerleri 290-330 pm uzunlugunda ve 5-7 um genisliginde, kilifsiz,
diiz bir viicut ile kuyruga sahip olup 6n kismi gittikce incelerek sonlanmaktadir (Sekil

1.1.2) (Barriga 1982, Genchi ve ark 2007, Rommel ve ark 2000).



Sekil 1.1.1. Eriskin disi (1) ve erkek (2) Dirofilaria immitis (Orijinal)

Sekil 1.1.2. Dirofilaria immitis mikrofileri (Orijinal)



1.1.2.2. Dirofilaria repens (Railliet ve Henry, 1911)

Dirofilaria repens eriskinleri beyaz sar1 renkte, uzun, ince olup 6n ve arka uglari
incelerek konik bicimde sonlanir. Kiitikiila diiz ve parlaktir. On ugcta kiiciik bir agiz
boslugu yer alir. Erigkin disileri 100-170 mm uzunlukta ve 4,6-6,5 mm genisliginde olup
vulva 6nden 1150-2710 um, aniis arkadan 70-119 um uzaktadir. Erkekler 50—70 mm uzun
ve 370-450 um genis olup arka ucta kaudal kanatta sagda 2-6, solda 4-5 preanal papil ile
2-6 postanal papil tasirlar. Spikiiliimler esit olmayip sag 180-210 um, sol 460-590 um’dir.
Mikrofilerleri 300-360 mm uzunlugunda ve 6-8 pum genisligindedir (Sekil 1.1.3) (Genchi
ve ark 2007, Tasan 1983, Yildirim 1998).

Sekil 1.1.3. Eriskin Dirofilaria repens (Orjinal)

1.1.3. Biyoloji

Filarial nematodlar ara konakli bir gelisim gostermektedir. Son konagin perifer kan
dolasim1 veya doku lenf araliklarinda bulunan mikrofilerler (1. donem larvalar) basta bazi
sinek ve sivrisinek tiirleri olmak tizere ¢esitli artropodlar tarafindan kan emme sirasinda

kanla birlikte alinirlar. Ara konakta enfektif doneme ulagan larvalar viicut bosluguna



gecip, proboscise yerlesmektedir. Bir sonraki kan emme esnasinda enfektif 3. donem

larvalar son konaga gecerek gelisimlerini tamamlamaktadir (Soulsby 1982).

Dirofilaria immitis’in biyolojisinde Aedes, Anopheles, Culex, Mansonia ve
Psorophora cinslerine bagli 60’1n iizerinde sivrisinek tiirii vektdr gérevini gérmektedir.
Olgun parazitler karnivorlarda, kalbin sag ventrikulusu ile pulmoner arterlere yerlesirken
mikrofilerleri perifer kan, i¢ organlar ve serebrospinal sivida bulunur (Bowman 1999,
Firat ve ark 2005, Cakiroglu ve Meral 2007, Genchi ve ark 2007, Yal¢in ve ark 2007).
Eriskin disi parazitte gelisen yumurtalar ince bir zarla cevrilidirler. Daha sonra ebriyonun
gelisip uzamasi ile bu zar kilif halini alir. Mikrofilerler yumurtay: terk ederken kilif
kaybolur ve periferal kana gecen mikrofiller kilifsiz goriiliirler. Disi sivrisinekler kan
emerken mikrofilerleri alirlar. Mikrofilerler uygun sicaklikta (26°C’de) orta bagirsak
kisminmi terk edip malphighi kanallarina go¢ ederler. Yaklasik 4. giine dogru larvalar
hareketsizlesir, kalinlasir ve boylar kisalarak sosis formunu alirlar (Sekil 1.1.4). Sonra
10. giinde malphighi kanallarinda gomlek degistirir ve 2. donem larvalar gelisir. Bu
asamada larvalar yeniden uzayarak sindirim ve genital kanallar1 gelisir. Enfestasyondan
13 giin sonra ikinci gdmlek degistirme meydana gelir ve 3. donem larvalar olusur. Bu
donemdeki larvalar 1 mm uzunlugundadir. Bu 3. donem larvalar, sivrisinegin
mikrofilerleri alimindan yaklasik 15 giin sonra malphighi kanallarim1 parcalarlar ve
hemosel yoluyla sivrisinegin bas ve agiz kismina go¢ ederek labriuma yerlesirler (Grieve
ve ark 1983, Yildirnm 1998, Bowman 1999, Cakiroglu ve Meral 2007, Genchi ve ark
2007).



Enfeksivondan 6 2iin sonry, sivrisinegin
Mulpizghi kanallarinda gelismekte olan 1.1

Sekil 1.1.4. Sivrisinekte malphighi kanalinda Dirofilaria immitis larvast (L;) (Johnstone,
2000)

Kopekler enfekte sivrisineklerin kan emmesi sirasinda 3. donem larvalar1 alirlar.
Son konagin kas dokusuna gegen 3. donem larvalar aktif gogle derialti bag dokusuna
girer. Daha sonra iist karin bolgesi ve gogiis boslugundaki kaslara go¢ ederek 4. donem
larva halini alirlar. Dordiincii donem larvalar enfeksiyondan 70-80 giin sonra tekrar
gomlek degistirerek 5. donem larva (4-20 giin) veya geng olgun olurlar. Bunlar
enfeksiyondan yaklagik 70-100 giin sonra kalbe ulasirlar ve 100-150 inci giine kadar
goclerini tamamlayip sekstiel olgunluga erisirler. Sekstiel olgunluga ulasan erkek ve disi
Dirofilaria etkenleri c¢iftlesirler ve sivrisinek tarafindan ilk etkenin konaga
nakledilmesinden 190-240 giin sonra mikrofilerler kanda goriilmeye baslar (Sekil 1.1.5)
(Cizelge 1.1.1) (Grieve ve ark 1983, Yildirim 1998, Bowman 1999, Hise ve ark 2004,
Genchi ve ark 2007).
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Sekil 1.1.5. Dirofilaria immitis’in biyolojik siklusu (Orijinal)




Cizelge 1.1.1. Dirofilaria immitis’in kopek ve arakonak sivrisinekte gelisimi
(Genchi ve ark 2007)

Sivrisinekdeki Kopekdeki

gun sayist gun sayist Evre Uzunluk(mm)  Konak Lokalizasyon
Mikrofiler 0,030 Kopek Kan
1 Mikrofiler 0,030 Sivrisinek Orta bagirsak
5 Sosis formu 0,015 Sivrisinek Malpgihi tubul
hiicreleri
10 L2 0,05 Sivrisinek Malpighi tubul
liimeni
15 L3 1 Sivrisinek Hortum
1-15 L3 1,5 Kopek Subkutan6z doku
3-80 L4 3-7 Kopek Subkutandz/Kas doku
70-150 L4-L5 4-13 Kopek Subkutandz/Kas doku
100-160 L5 4-20 Kopek Karin/Gogiis boslugu
150-270 Gebe digi- 25-30 Kopek Pulmoner arter/Sag
Erkek kalp

Dirofilaria repens’in biyolojisi D. immitis’e benzer, arakonak gorevini Anopheles,

Aedes, Armigeres, Mansonia ve Culex cinslerine bagl sivrisinekler ile Tabanidae ailesine

bagli Haematopoda variegata’nin istlendigi kaydedilmektedir. Son konak tarafindan

alian enfektif 3. donem larvalar gelisimini tamamlay1p derialt1 dokulara yerleserek olgun

D. repens haline gelmektedir. Prepatent siire 25-34 haftadir (Cizelge 1.1.2) (Grieve ve
ark 1983, Yildirim 1998, Bowman 1999, Anderson 2000, Genchi ve ark 2007).



Cizelge 1.1.2. Dirofilaria repens’in kopek ve arakonak sivrisinekte gelisimi

(Genchi 2007)

Sivrisinekdeki  Kopekdeki

.. .. Evre Uzunluk(mm) Konak Lokalizasyon
giin giin
Mikrofiler 0,035 Kopek Kan
1 Mikrofiler 0,035 Sivrisinek Orta bagirsak
2-7 Sosis 0,015 Sivrisinek Malpgihi tubul
formu hiicreleri
6-9 L2 0,05 Sivrisinek ~ Malpighi tubul liimeni
10-20 L3 1 Sivrisinek Hortum
1-15 L3 1 Kopek Subkutan6z doku
3-70 L4 Bilinmiyor Kopek Bilinmiyor
70-150 L4-L5 Bilinmiyor Kopek Bilinmiyor
180-240 Gebe 10-17 Kopek Subkutan6z doku
Disi-Erkek Perimuskiiler doku

1.1.4. Epizootiyoloji

Dirofilaria immitis basta kopek olmak iizere kedi, tilki, kurt, dingo, kaplan, panda,

sempanze, orangutan, fok baliklari, su samuru, tavsan, geyik, at ve insanda kalbin sag

ventrikulusu, pulmoner arter, sag atrium ve vena cava’ya, ender olarak Camera oculi

anterior ve periton bosluguna yerlesmektedir (Sekil 1.1.6). Mikrofilerleri ise perifer

kanda goriiliir. Dirofilaria repens kopek, kedi, genet kedisi, aslan, tilki sporadik olarak da

insanlarin deri alt1 bag dokusuna yerlesen bir parazittir (Sekil 1.1.7) (Genchi ve ark 2007,

Lee ve ark 2007).



Sekil 1.1.7. Konjuktivadan ¢ikarilan bir Dirofilaria repens (http://kutyavari.blog.hu/)
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Filarial parazitlerin epidemiyolojisinde iklim ve ¢evre kosullar1 (sicaklik, nem),
konak ve arakonak popiilasyonu, konak bagisiklig1 ile parazitin konaktaki yasam siiresi
onemlidir. Dirofilaria immitis enfeksiyonunda, olgun parazitlerin iireme periyodunun 2-7
yila, yasam siirelerinin 7 yila kadar siirebildigi kaydedilmektedir. Perifer kandaki
mikrofilerlerin ise 2-7,5 yil canliliklarini siirdiirebildigi belirtilmekte ve transplasental
gecis sonucunda neonatal yavrularda mikrofilerlerin goriilebilecegi kaydedilmektedir. Son
konaga giren larvalarin yaklasik %30-50’sinin olgun doneme ulasabildigi bildirilmektedir.
Dirofilaria immitis enfeksiyonlarinda mikrofilareminin giinlik ve sezonluk periyotlar
gosterdigi (Barriga 1982), subperiodik olarak karakterize edildigi, mikrofilerlerin her
zaman goriilebilmesine karsin perifer kandaki en yliksek diizeyin aksam ve gece saatlerine
(nokturnal) rastlandig1 kaydedilmistir. Ayrica perifer kandaki mikrofilerlerin, kismen
cevre sicakligma baglh olarak, sicak aylarda belirgin bir artis gosterdigi belirtilmistir

(Tinar 2006).

Vektor gorevi goren sivrisinekler tath ve tuzlu su, biiylik veya kiiglik su birikintileri,
bataklik alanlar gibi farkli akuatik ortamlarda gelisebilmekte ve bu bolgeler enfeksiyon
icin risk tasimaktadir. Dirofilaria immitis ve diger filarial tiirler {izerinde yapilan
calismalarda, arakonaktaki gelisim icin 24-32°C’nin ideal oldugu, 21°C’nin altindaki
sicakliklarin gelismeyi geciktirdigi, 16°C’nin altindaki sicakliklarin ise parazitler icin
olimciil oldugu bildirilmektedir (Anderson 2000). Kdpeklerin enfeksiyona duyarl
olmasi, yeterli sayida sivrisinek yogunlugu ve uygun sicakliktaki patent enfeksiyon
alanlarinin bulunmasi yeni enfeksiyon odaklarinin olusmasi icin yeterlidir. Filaria
tiirlerine kars1 konak bagisikligi olusmamakta ancak bazen D.immitis enfeksiyonlarinda,
immun kokenli reaksiyonlar sebebiyle mikrofilerlerin ortadan  kalkabildigi

kaydedilmektedir (Barriga 1982).

Dirofilaria tiirleri diinya genelinde yaygin olarak bulunmaktadir. Tiirkiye’de
Dirofilaria tirleri iizerine yapilan calismalar oldukca sinirhidir. Dirofilaria tiirlerine
vektorlik yaptigi bilinen Anopheles, Aedes, Culex ve Mansonia cinsine bagl sivrisinek
tirleri, kene tiirlerinden Rhipicephalus sanguineus ile pire tirlerinden Ctenocephalides
felis, C.canis ve Pulex irritans’m (Barriga 1982; Grove 1982; Anderson 2000)
Tiirkiye’deki varligi bilinmekle birlikte (Merdivenci 1970a; Ozcel ve Daldal 1997) bu
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artropodlarin  filarialarin ~ biyolojisindeki ~ vektorliiklerine  yonelik  bir  ¢aligma
bulunmamaktadir. Tiirkiye’de yapilan baz1 ¢alismalarda Dirofilaria immitis in yayginligi

asagida verilmistir (Cizelge 1.1.3).

Cizelge 1.1.3. Tiirkiye’de yapilan bazi calismalarda Dirofilaria immitis’in yayginligi

Yer Yayginhk (%) Kaynak

Ankara 0,6-9,3 Pamuk¢u ve Ertiirk, 1961; Zeybek 1989; Zeybek ve ark 1992,

Yildirim 1998

Afyon 3,6-5 Doganay 1983; Kozan ve ark 2007
Elaz1g 5-9,1 Tasan, 1984; Balik¢1 ve Sevgili 2005
Eskisehir 1,4-30 Sarnig ve Alkan 1986; Kozan ve ark. 2007
Bursa 0,2-2,98 Tinar ve ark, 1989; Coskun ve ark; 1992, Yalgin ve ark 2007
Kayseri 9,6-12 Sahin ve ark 1993; Yal¢in ve ark 2007
Sivas 6 Atas ve ark 1997

Istanbul 1,52 Oncel ve Vural 2003

Aydin 13,9 Voyvoda ve ark 2004

Sanlurfa 5,5-10,5 Sahin ve ark 2004

Van 17.8 Goz ve ark 2007

Samsun 0 Cakiroglu ve Meral 2007

Kirikkale 27,46 Yildiz ve ark 2008

Hatay 26 Yaman ve ark 2009
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1.1.5. Patogenez ve Klinik Bulgular

Kopeklerde Dirofilaria sp.’nin olusturdugu patojenite, parazitin tiiri, sayisi,

lokalizasyon yeri, hayvanin genel durumu gibi faktorlere baglidir.

Dirofilaria immitis, kopeklerde meydana getirdigi enfeksiyon bakimindan diger
filarial etkenlere gore daha patojendir. Kalp ve pulmoner arterlerde lokalize olarak kanla
beslenen D.immitis’in olgunlar1 pulmoner sirkiilasyonu, kalp, karaciger ve bobrekleri
etkileyen cesitli sistematik bozukluklara sebep olmaktadir (Yildirim 1998, Bowman
1999).

Dirofilaria immitis’in neden oldugu pulmoner arterlerdeki genisleme, emboli ve
diizensiz gorlinlim; pulmoner hipertansiyon, sag ventrikiiler dilatasyon ve hipertrofiye
(cor pulmonale) yol acgarak sag ventrikiiler yetmezlige neden olmaktadir. Ayrica parazite
kars1 ortaya cikan yangi hiicrelerinin artisi ile yiiksek antikor diizeyinin pulmoner
kapillardaki mikrofilerleri yikimlamasi sonucu akcigerlerde non-enfeksiy6z pndymoni
(“pulmoner eozinofilik granulomatosis™) tablosu sekillenebilmektedir. Parazitlerin
kendiliginden veya tedavi sonrasi Oliimii, pulmoner thromboembolisme sebep olarak

akciger parankimasinda periarteriel graniilomlar olusabilmektedir (Bowman 1999).

Dirofilariasis’in patolojisindeki en 6nemli faktdrlerden birisi de sag ventrikulusa
yerlesen parazitlerin sayisidir. Fazla sayida parazit ventrikulus hacminin 6nemli bir
boliimiinii isgal ederek buradan akcigerlere pompalanan kan miktarinin azalmasina neden
olurlar. 100’den fazla sayida parazit oldugu taktirde kalbin sag bolimiiniin tamamen
parazitle dolmasina ile olugan ‘Caval Sendrom’ olarak bilinen tablo en agir seyreden form
olup kopeklerin Sliimiine neden olmaktadir (Yildirim 1998, Anon 1999, Bowman 1999,
Simon ve ark 2007).

Enfekte kopekler tedavi edilmedigi takdirde immun sistem kronik olarak uyarilir.
Yiiksek diizeyde bulunan antikorlar gz, bobrek, kan damarlari ve eklemlerin hassas
membranlarinda presipite olarak bir ¢ok bozukluga sebebiyet verebilir. Bu alanlara

yerlesen antikorlar bdlgeye yangi hiicrelerinin gelmesine sebep olarak biiyiik bir doku
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hasar1 ve agri tablosunun ortaya ¢ikmasina neden olur (Yildirim 1998, Anon 1999, Simon

ve ark 2007).

Mikrofillerin kandaki yogunlugunun artmasi ¢esitli damarlarda tikanmalara neden
olur. Parazitin mikrofillerine karsi gelisen asir1 duyarlilik neticesinde enfekte hayvanda
kasint1, papiillii ve {ilserli dermatit gibi ¢esitli deri hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden

oldugu belirtilmistir (Anon 1999, Bowman 1999, Simon ve ark 2007).

Dirofilaria immitis enfeksiyonu kalpteki parazit sayisina bagli olarak daha cok
subklinik olarak seyretmektedir. Klinik belirtilerin kalpteki parazit sayisi 25’in iizerine
ciktiginda daha belirgin oldugu kaydedilmektedir. Kalpte bulunan etkenlerden dolay1
ortaya ¢ikan kalp yetmezligi, hasta hayvanlarda egzersiz intolerans ile birlikte gogiis ve
periton boslugunda sivi toplanmasi, kronik 6kstiriik, solunum gii¢liigli, anormal akciger ve
kalp sesleri ve aritmi gibi belirtilere neden olmaktadir. Caval sendromda genellikle
zayiflama, anoreksi, dispne, miikoz membranlarda solgunluk ve sarilik, hepatomegali,
sencop, tasipne, tasikardi, ekstremitelerde 6dem ve sok ile birlikte bilirubinemi,
bilirubinuri ve hastalik i¢in daha spesifik olan hemoglobinuri ortaya ¢ikmaktadir

(Yildirim 1998, Bowman 1999).

Zaman zaman olgun parazitler genis damarlar ve kalbin disinda diger doku ve
organlara giderek ektopik enfeksiyon tablosunun olugmasina neden olabilir. Parazitlerin
goze gitmesi sonucunda konjuktival akinti, fotofobi ve keratit gibi semptomlar ortaya
cikar. Santral sinir sistemine gd¢ durumunda parazitler genellikle serebral arterlere veya
lateral ventrikuluslara yerlesir. Semptomlar degisiklik gostermekle birlikte konviilzyon,
korlik, ataksi, salyada artig, bitkinlik ve koma gozlenir. Sistemik arterlere ektopik

yerlesim en ¢ok arka bacaklarda goriiliir (Johnstone 2000).
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Dirofilaria immitis ile enfekte kopeklerin %10-67’sinde perifer kanda mikrofiler
gorilmemekte ve bu duruma gizli enfeksiyon adi verilmekte ve su seklide
aciklanmaktadir;

1-  Biitiin erigkin parazitler ayni cinsiyette olabilir.

2-  Parazitler heniiz gelisme doneminde olabilir.

3-  Kopek mikrofilarial etkili bir ilagla sagaltilmis olabilir.

4-  Yiiksek diizeyde olusan antikorlar mikrofilerleri ortadan kaldirmis ve aym

zamanda erigkin disileri steril hale getirmis olabilir.

Bunun tersi bir durumda séz konusudur. Kalpte eriskin parazitler olmadigi halde,
kanda mikrofilerler goriilebilir. Bu durum da sdyle agiklanmaktadir;

1- Mikrofilerler anneden yavruya transplasental olarak gecmis olabilirler.

2- 1lag uygulamas: eriskin parazitleri etkilemistir. Fakat mikrofilerler 2-4 yil kadar
canli kalabilirler.

3- Kan nakli ile mikrofilerleri almig olabilir.

Kopeklerde derialti  bagdokusuna yerlesen Dirofilaria repens ¢ogunlukla
asemptomatik seyretmekle (Rommel ve ark 2000) birlikte bazen kasmtili ve agrili
ekzematdz lezyonlar ile nodiillere sebep olabilbildigi bildirilmektedir (Yildirim 1998,
Bowman 1999, Rommel ve ark 2000, Simon ve ark 2007).

1.1.6. Teshis Yontemleri

Kopeklerdeki filarial nematodlarin teshisinde klinik, parazitolojik, molekiiler (PCR),
immunoserolojik yontemler ile radyoloji, anjiyografi ve ultrasonografi gibi diger bazi tani

yontemlerinden yararlanilmaktadir.

Klinik olarak dirofilariasisden siiphe edilen hayvanlarda teshis i¢in; direk kan
muayene yontemi (Natif), siirme preperat yontemi, saponin konsantrasyon yontemi,
mikrohemotokrit-kapillar sedimentasyon yoOntemi, modifiye knott teknigi, membran

filtrasyon teknigi, asit fosfataz histokimyasal boyama yontemi, IFAT (indirekt Fleuresan
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Antikor Testi), ELISA (Enzyme-linked Immuno-Assay) ve PCR (Polymerase Chain
Reaction) gibi metotlar kullanilir (Ozcel ve Altintas 1997, Yildirim 1998).

1.1.6.1. Direk Kan Muayene Yontemi

Lam lamel arasina alinan 1-2 damla kan o6rnegi mikroskop altinda incelenerek,
kanda mikrofiler aranmaktadir. Eritrosit yogunlugu nedeniyle mikrofilerlerin goriilmesi
zor oldugu igin, eritrositleri pargalamak amaciyla, incelenecek kan 6rnegine bir damla
%?2 saponin veya %0,04 Amonyum hidroksit ilave edilir (Kelly 1973, Ozcel ve Altintas
1997).

1.1.6.2. Siirme Preparat Yontemi

Lam iizerine alinan bir damla kan Orneginden slirme preparat hazirlanarak ya
hareketli mikrofilerler yoniinden ya da havada kurutulduktan sonra tespit edilerek ¢esitli
boya yontemleri ile boyanip, morfolojik &zellikleri bakimindan incelenir (Ozcel ve

Altintag 1997).

1.1.6.3. Saponin Konsantrasyon Yontemi

Iki ml antikoagulantli kan 6rnegi, 1 ml %2 saponin ile 5 ml’lik enjektdrde
homojenize edildikten sonra 4500 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Ust siv1 atildiktan sonra
cokeltiden alman Ornekler lam-lamel arasinda mikroskopta mikrofilerler yoniinden

incelenmektedir (Kelly 1973).

1.1.6.4. Mikrohematokrit-Kapillar Sedimentasyon Y ontemi

Mikrohematokrit  kapillar  tiiplerine  alinan antikoagulantli kan  Ornegi
mikrohematokrit santrifiijiine yerlestirilerek 8500 rpm’de 4-5 dk santrifiij edilir. Plazma
ile kan hiicreleri arasinda meydana gelen sar1 renkteki tabaka plazma kismi ile birlikte
mikroskop altinda mikrofilerler yoniinden incelenir. Bir damla formalinli metilen mavisi

(5 ml metilen mavisi soliisyonu, 15 ml distile su, 5 ml %10 formalin) ilave edilerek
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mikrofilerlerin morfolojik 6zellikleri incelenir (Kelly 1973, Ozcel ve Altintas 1997,
Genchi ve ark 2007).

1.1.6.5. Modifiye Knott Teknigi

Bir ml antikoagulantli kan 6rnegi, 9 ml %2’lik formalin (2 ml konsantre [%37]
formaldehit, 100 ml distile su) ile 10 ml ye tamamlandiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk
santriflij edilerek, siipernatant atilir (10 ml karisim icin yaklagik 1/4 sediment yeterlidir)
ve sediment esit hacimde %0,1’lik metilen mavisi ile karistirilir. Sedimentten alinan
ornekler lam-lamel arasinda mikroskop altinda mikrofiler olgiileri ile diger morfolojik

ozellikleri yoniinden incelenir (Kelly 1973, Genchi ve ark 2007)

1.1.6.6. Membran Filtrasyon Teknigi

Bir ml antikoagulantli kan 6rnegi 9 ml eritici soliisyon (8gr Na,COs, 1000 ml distile
su, 5 ml Triton X-100; %2 formalin; fizyolojik tuzlu su ile homojenize edilmis Teepol) ile
10 ml’lik enjektorde karistirildiktan sonra i¢inde 25 mm ¢apinda 3, 5 veya 8um por
genisliginde plastik, seliilloz veya polikarbonat filtreden gecirilir. Ayni enjektor vasitasiyla
2-3 kez distile su gecirildikten sonra 2-3 defa da hava enjekte edilerek filtre lizerinde sivi
kalmamas1 saglanir (Sekil 1.1.8) (Kelly 1973, Genchi ve ark 2007). Tutucudan ¢ikartilan
filtreler lam-lamel arasinda mikroskopta incelenir. Mikrofilerlerin daha rahat goriilmesi
icin filtre lizerine bir damla %0,01 metilen mavisi ilave edilir ya da mikrofilerin yapisini
incelemek icin filtreler havada kurutulur, tespit edilir ve daha sonra amaca yonelik olarak

boyanir (Kelly 1973, Ozcel ve Altintas 1997,Genchi ve ark 2007).

1.1.6.7. Asit Fosfataz Histokimyasal Boyama Yontemi

Son zamanlarda mikrofilerlerin ayrici teshisinde yaygin olarak kullanilan ve oldukga
basarili olan asit fosfataz histokimyasal boyama tekniginde, kirmizi-kahverengi azo
boyasinin tiirlere gore farkli bant veya nokta tarzinda, mikrofilerlerin ¢esitli somatik doku
ve hiicrelerinde presipite oldugu kaydedilmektedir. Bu amagla siirme preparat veya

membran filtreleri, ya hazir kit ile (LEUCOGNOST-SP®, MERCK,1.16304) ya da
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naphtol AS-TR-phosphate boya soliisyonu hazirlanarak boyanmaktadir (Yildirim 1998).
Oda sicakliginda 2-3 saat histokimyasal boya soliisyonu igerisinde inkiibasyona birakilan
preparatlar distile su ile yikandiktan sonra %]1°lik metilen yesili veya Mayer’s hemalum
ile boyanir (Whitlock ve ark 1978, Yildirim 1998). Tekrar su ile yikanan preparatlar
havada kurutulduktan sonra iizerine lamel kapatilarak mikroskopta, mikrofilerlerdeki asit
fosfataz aktivitesi yoniinden incelenir. Kan 6rneklerinin aliminda antikoagulant madde
olarak kullanilan EDTA’da, enzim aktivitesinin olusmasi i¢in gerekli magnezyum
baglandigindan heparin sitrat, heparin oxalate veya sodyum sitratin se¢iminin daha uygun
oldugu kaydedilmektedir (Whitlock ve ark 1978, Peribanez ve ark 2001, Genchi ve ark
2007,).
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Enjektorun takildigi kisim

Sekil 1.1.8. Membran filtrasyon tertibati (Nolan 2002).

Asit fosfataz aktivitesinin D. immitis mikrofilerlerinde bosaltim deligi (EP) ve anal
delikte (AP) kirmizi-kahverenginde, nokta tarzinda goriildigii bildirilirken (Sekil 1.1.9)
D. repens mikrofilerlerinde yalnizca anal delikte (AP) sekillenip yiiziik (halka) tarzinda
goriildiigii saptanmustir (Sekil 1.1.10) (Whitlock ve ark 1978, Ozcel ve Altintas 1997,
Yildirim 1998).
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Sekil 1.1.10. Dirofilaria repens mikrofilerinde asit fosfataz aktivitesi (Yildirim 1998).
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Kanda mikrofiler goriilen kopeklerde kalpte eriskin parazit olup olmadigi serolojik

yada radyolojik yontemleri ile ortaya konulmalidir (Toparlak ve Tiizer 2004).

1.1.6.8. Serolojik Teshis Yontemleri

Antikor testlerinden ELISA’nin yiiksek duyarlilikta oldugu ancak bagirsakta
yerlesen nematodlar ile 6zellikler Toxocara canis ile Dirofilaria immitis arasinda ¢apraz
reaksiyon vermesinin diisiik spesifiteye neden oldugu kaydedilmektedir (Song ve ark
2002). Mevcut antijen testlerinin yalnmizca disi ilireme organlarindan kaynaklanan
antijenlere karsi antikorlar1 saptadigi, gelismemis veya sayilarinin az oldugu durumlar
(<3) ile yalnizca erkek parazitlerin mevcut oldugu durumlarda etkili sonu¢ alinamadigi
kaydedilmektedir (Yildirnm 1998, Toparlak ve Tiizer 2004). Giiniimiizde bu amagcla
antijen testi olarak ELISA, diger testlere nazaran tercih edilmektedir. Bu amagla
kullanilan ticari kitlerin duyarhiliklar1 ile ilgili calismanin sonuclarn ¢izelge ?.?°de

belirtilmistir (Courtney ve Zeng 2001).

Cizelge 1.1.4. Ticari olarak kullanilan test kitlerinin birbirleri ile karsilastirilmast

(Courtney ve Zeng 2001).
Ticari Kit (Uretici Firma) Duyarlilik
(%)
DiroCHEK"™ (Synbiotics, Inc., san Diego, CA) 94
PetChek®™ (IDEXX Laboratories, Inc. Westbrook, ME) 94
Snap™ (IDEXX Laboratories, Inc.) 96
Witness (Sy nbiotics Compartion, San Diego,CA) 94
SoloStep (Heska Comparation, Ft.Collins, CO) 96
AbboScreen (Abbott LAboraties, Abbott Park, IL) 96

1.1.6.9. Molekiiler Teshis Yontemleri

PCR (Polymerase Chain Reaktion) kandaki mikrofilerlerin tiir ayriminin
yapilmasinda diger biitiin metotlardan daha giivenilirdir. Ayrica anormal morfolojiye
sahip olan mikrofilerlerin tiir teshisinin yapilmasini saglamaktadir (Genchi ve ark 2007,
Rishniw ve ark 2006). Ancak, kalpte eriskin parazitin olup, kanda mikrofilerlerin
olmadig1 durumlarda PCR ile dirofilariasis’in teshisi imkansizdir (Genchi ve ark 2007).
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1.2. WOLBACHIA
1.2.1. Simiflandirma ve Tarihge

Wolbachia sp., ik kez 1924 yilinda Hertig ve Wolbach tarafindan Culex pipiens’in
(Diptera:Culicidae) tireme dokularinda saptanmistir. Bunun ilk tanimlanmasi ayni sinek
tiirinde 1936 yilinda Wolbachia pipiens olarak Hertig tarafindan yapilmistir (Hertig ve
Wolbach 1924, Mergot ve Poinsot 2009).

Wolbachia, Rickettsiaceae familyasina ait, gram negatif bir alfaprotoeobakteridir
(Sekil 1.2.1) (Breitschwerdt 2007). Giiniimiize kadar bu cinse ait 3 tiir bildirilmistir.
Bunlar Wolbachia melophagi Noller tarafindan Melophagius ovinus’ta, W. persica Suitor
and Weiss tarafindan Argus arboreus ta ve W. pipiens Hertig tarafindan Culex pipiens’te

tespit edilmistir (Bandi ve ark 2001, Zimmer 2001, Hong ve ark 2002).

Anaplasma phagocytophilum (AY055469) AN
—I 0.02

Anaplasma platys (AF303476)

Anaplasma bovis (AB211163)

Neorickettsia sennetsu (M73225)
I: Neorickettsia risticii (AF037211)

Neorickettsia helminthoeca (U12457)

Wolbachia sp. (AF088187)

Sekil 1.2.1. Wolbachia’nin siniflandirmadaki yeri (Breitschwerdt 2007)
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Kokoid veya basilliform seklinde olan bu bakteriler, ¢ift membranli, ribozomal
graniilii ve ortalama 0,8-1,5 pm uzunlugunda olan Wolbachia diinya genelinde ¢ok
yaygindir. Yapilan arastirmalarda 63 artropod tiiriinden (Aracnida 2, Insecta 61) 48’inde
(%76), 20 filarial nematod tiiriiniin 18’inde (%90) Wolbachia tespit edilmistir. Biitiin
artrodlarin %20’sinde Wolbachia oldugu disiiniilmektedir (Sinkins ve O’Neill 2000,
Bandi ve ark 2001, Hise ve ark 2004, Kozek 2005, Hilgenboecker ve ark 2008,).

Wolbachia, ftsZ, groEL, gltA ve dnaAgen sekansina bagli olarak A’dan H’ye kadar
alt1 gruba ayrilmistir. Wolbachia nin A ve B irklar1 artropodlarin biiyiik bir kismini, C ve
D ki nematodlari, E 1rki springtailleri (yay kurugu bocegi), F ki bazi artropod ve
nematodlari, G k1 oriimcekleri ve H 1rki da termitleri enfekte etmektedir (Lo ve ark
2007, Mergot ve Poinsot 2009) Dipetalonema gracile, Dirofilaria repens (flarial
nematod) ve Ctenocephalides felis heniiz bu smiflandirmada bir alt gruba
yerlestirilememistir. Flarial nematodlardan Wuchereria.bancrofti, Brugia malayi ve
Litomosoides sigmodontis D alt grubunda, Onchocerca ve Dirofilaria C alt grubunda yer

almaktadir (Sekill.2.2) (Hise ve ark 2004, Lo ve ark 2007, Mergot ve Poinsot 2009).

Artropod ve

Filarial Mematod Dipetalonema gracile

Artropod

A

Ciriimeek

e
Artropod

Flarial
D Mematodlar

E

H

, , Cltenocephalides fells
= I
pringtai Termitler

Flarial Mematodlar

0.1

Sekil 1.2.2. Wolbachia’nin , fisZ, groEL, gltA ve dnaAgen sekansina bagli olarak tiirlere
gore dagilimi. (Lo ve ark 2007)
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1.2.2. Cogalma ve Bulasma

Wolbachia, ikiye boliinerek cogalir (Sekil 1.2.3) ve yasam siklusu Clamidya’larin
yasam siklusu ile benzerlik gostermektedir. Cogalmalari, sirasiyla kiigiik form, yogun

form ve basillar form olmak {izere 3 degisik morfolojik evreden olusur. Kii¢iik form ve

yogun formdaki gelisim donemleri filarialarin lateral kordlarinda yogun olarak

goriilmektedir (Kozek 2005).

Sekil 1.2.3. ikiye boliinerek ¢ogalan bir Wolbachia’nin elektron mikroskobik goriintiisii.
Skala bar=0,5 um) (Kozek 2005).

Bulasma artropodlarda vertikal ve horizontal olarak gerceklesirken, enfekte olan
nematodlarda Wolbachia sadece vertikal olarak oosit, gelismekte olan yumurtalar ve
mikrofilerlerine gegmektedir. Konakgilarinin iireme sistemleri i¢inde yasayan bakteri, bir
jenerasyondan digerine, disi yumurta sitoplazmasi yoluyla taginmaktadir. Nadiren
horizontal tagindiginin kanitinin olmasina ragmen Wolbachia bakterileri, oncelikli olarak

anadan yavruya vertikal olarak tasinmakta ve konukc¢u iliremesine miidahale ederek
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konake1 iiremesini birkag¢ yolla degistirmektedirler (Cizelge 1.2.1) (Bandi ve ark 1998,
Stevens ve ark 200, Kozek 2005).

Cizelge 1.2.1.Wolbachia’nin farkli konaklardaki karakterizasyonu (Pfarr ve Hoerauf

2006)
Konak Symbiosis Tasmmasi Etkileri Lokalizasyonu
Artropodlar Cogunlukla Vertikal ve CI, MK, Ovaryumlar,
parazit, bazi Horizotal Partenogenesis, testisler,
durumlarda Feminizasyon , embriyo,viiciit
mutualizm oogenesis bosluklar1
Embriyogenesis, Ovaryumlar,
Nematodlar Mutualizm Vertikal larval gelisim ve embriyolar ve
eriskinin hayatini hipoderma

devam ettirebilmesi

Yapilan ¢alismalar, Wolbachia’nin artropodlarda konaga bir faydasi olmadigi, konak
iireme sistemini etkileyerek degisik fenotipleri tesvik ettigi gosterilmistir. Nematodlarda
bunun aksine Wolbachia-konak arasinda mutualistik bir iliski vardir (Hoerauf ve ark

2000, Sinkins ve O’Neill 2000, Pfarr ve Hoerauf 2006).

1.2.3. Konak iizerine etkileri

Wolbachia konaklarinin iiremesi lizerine etki eder. Konaklarinda stoplazmik
uyumsuzluk, partenogenesis, erkek oOldiiriiciilik ve feminizasyona neden olan bir
endosimbiyonttur (Zhou ve ark 1998, Doran ve Moore 2001, Werren ve Bartos 2001,
Hise ve ark 2004, Kozek 2005, Praff ve Hoerauf 2006, Lo ve ark 2007)

1.2.3.1. Feminizasyon

Bu bakteriler, cinsiyet belirlenmesini bozmakta ve genetik erkekler, fonksiyonel
fenotipik disilere doniismektedir (Werren 1997, Doran ve Moore 2001). Crustacelerde,
cinsiyet farkliligi androjen bezler tarafindan tretilen erkeklik hormonlar1 ile kontrol
edilmektedir. Eger androjen bezleri farklilasmasi varsa, hormon, erkek gelisimini tesvik
etmektedir. Androjen bez farklilagmasi yoksa, disi gelismesi ger¢eklesmektedir.

Wolbachia, konak¢inun feminizasyonunu tesvik eden bezlerin gelisimini baskilayarak
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erkekleri disilere doniistiirmektedir. Bazi Wolbachia irklari, androjen bezler ve androjen
hormon iizerinde etkili olarak feminizasyona neden olurken, bazi irklar sadece androjen
bez gelisimini engelleyerek etkili olmaktadirlar. Wolbachia, konak¢t hormonlarini disi
gibi degistirerek yumurta iirettirmektedir (Werren 1997, Bandi ve ark 2001, Charlat ve
ark 2003, Gotoh ve ark 2003).

1.2.3.2. Partenogenezis (PI)

Partenogenezisi tesvik eden Wolbachia 1rklar, parazitik hymenopterlerde yaygin bir
sekilde bulunur. Bunlar Trichogramma, Aphytis, Encarsia, Leptopilina, ve Muscidifurax
cinsleri olarak belirtilmigtir (Werren 1997, Huignes ve ark 2000, Topake¢r ve Gégmen
2003). Fakat son yillarda akarlarda ve thripslerde de bulundugu belirtilmistir (Mercot ve
Poinsot 2009). Wolbachia, ¢iftlesmeye gerek olmadan, sadece disilerin dogmasina izin
verecek sekilde, konak¢iya miidahale etmekte ve dollenmemis yumurtalardan disilerin
gelisimi (thelytokie), ergin disiler tarafindan tasinan mikroorganizmalarin varligi ile
artmaktadir. Haplodiploid bocek konakgilarinda, cinsiyet belirleme ploidiye bagli olmakta
ve dollenmis yumurtalar diploid disi iiretirken, déllenmemis yumurtalar haploid erkek
uretmektedir. Wolbachia, g¢ekirdekte kromozom duplikasyonu sayesinde, dollenmemis
yumurtalardan disilerin gelisimine izin vermektedir. Bdylece partenogenetik disilerin
iretilmesini  tesvik etmektedir. Bu partenogenik disiler, seksiiel erkeklerle
ciftlestiklerinde, diploid disiler meydana gelmektedir (Werren 1997, Doran ve Moore
2001, Topak¢t ve Gogmen 2003). Wolbachia’nin gamet duplikasyonuna nasil neden
oldugunun belirlenmesi ise detaylt molekiiler ve sitogenetik ¢alismalar1 gerektirmektedir

(Huignes ve ark 2000, Bandi ve ark 2001, Charlet ve ark 2003).

1.2.3.3. Erkek Oldiiriiciiliik (MK)

Bugiine kadar erkek Oldiiriici Wolbachia, Coleoptera (Adalia bipunctata),
Lepidoptera (Acraaea encedon) ve Diptera olmak iizere li¢ soyda bulunmustur (Doran ve
Moore 2001, Mercot ve Poinsot 2009). Wolbachia, enfekte ettigi disi yumurtalar1 enfekte
olarak gelisimine devam ederken, erkek yumurtalar1 6ldiirmektedir (Mergot ve Poinsot

2009). Erkek embriyo Oldiiriicii bakteriler, yumurtadan ¢ikan bireylerin heniiz a¢ilmayan
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kardes yumurtalarla beslendigi tiirlerde, ya da agilan yumurtadan ¢ikan kardesler arasinda,
besin acisindan rekabet olan boceklerde etkili ve yaygindir. Bunlarda disi konakgilar
yumurtadan ¢iktig1 zaman erkeklerle besin agisindan rekabete girmemektedirler. Cilinkii
disiler, erkekleri olusturacak yumurtalarla beslenirler. Bu durumda erkek konakgilarin
olimii, disi olan kardeslerinin hayatta kalma oranini artirmakta ve Wolbachia ile enfekte
disilerin hayatta kalma sansi1 da artmaktadir (Bandi ve ark 2001, Doran ve Moore 2001,
Zimmer 2001, Charlat ve ark 2003)

1.2.3.4. Stoplazmik Uyumsuzluk (CI)

1950’11 yillarda Culex spp’de tiir i¢i ¢aprazlamalarda uyumsuzluk oldugu veya c¢ok
az nesil iiretebildikleri, ya da hi¢ tliretemedikleri kesfedilmistir. Bu durum, daha sonra
sitoplazmik uyumsuzluk olarak isimlendirilmistir (Werren 1997). 11k kez 1920°li yillarda
Culex spp’de saptanan Wolbachia ile bu durum arasinda bir iligski oldugu, 1970’11 yillarda
belirlenebilmistir. Bu ¢aligmalarda, sitoplazmik uyumsuzluk ile, antibiyotik tedavisi
yapilarak elimine edilen Wolbachia arasinda baglanti oldugu saptanmistir (Genchi ve

ark.2007).
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Spermatoyoon Maternal chromosome(s)
Qvocyte
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.

Paternal chromosome(s)

Sekil 1.2.4. Sitoplazmik uyumsuzlugun sematize gosterimi (icerisinde nokta olan
spermatozoonlar Wolbachia enfekte, ® ve w farkh tiirlerde Wolbachia
etkenleri) 1) Wolbachia ile enfekte olan erkegin spermatozoonu ile enfekte
olmayan disinin yumurtasi birlestiginde (b) disiden meternal kromozomlari
kendini eslerken, erkekden gelen maternal kromozomlar dublike olamaz (c)
ve erken embriyonik Olim meydana gelir. 2) Enfekte olmayan erkek
spermatozoonu ve enfekte olan disi yumurtasi birlestiginde normal gelisim
devam eder. 3) Erkek veya disi ayn1 Wolbachia tiirl ile enfekte ise normal
gelisim devam eder. 4) Erkek ve disi farkli Wolbachia tiirleri ile enfekte ise
maternal kromozomlar dublike olamaz ve erken embriyonik Olim
gergeklesir (Mergot ve Poinsot 2009).

Wolbachia’nin konakg¢1 {remesi iizerine olan en yaygin etkisi sitoplazmik
uyumsuzluk olup, bu konuda yapilmis olan ¢alismalar ¢ok daha fazladir. Drosophila’y1 da
iceren bazi tlirlerde, sitoplazmik uyumsuzluga rastlanmaktadir. Sitoplazmik uyumsuzluk,
enfekte erkek ve enfekte olmayan disiler arasinda goriilen bir embriyo (dollenmis
yumurta) Olimidir. Embriyo Oliimiiniin nedeni sperm ve yumurta arasindaki
uyumsuzluktan kaynaklanmaktadir. Sitoplazmik uyumsuzlugun tek yonlii ve iki yonli

olmak iizere iki formu vardir. Tek yonlii uyumsuzluk, Wolbachia ile enfekte spermin,
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enfekte olmayan yumurtayr dollemesiyle olmaktadir. Karsit bir c¢aprazlanmada,
Wolbachia ile enfekte disi ile enfekte olmayan erkek ciftlesmesi ise uyumludur. Diger bir
deyisle, enfekte disiler, enfekte olmayan yaris disinda olmakta ve Wolbachia tasityanlarin
oran1 popiilasyonda artmaktadir. ki yonlii uyumsuzluk ise, erkek ve disi farkli Wolbachia
irklart  bulundurdugunda olmaktadir (Sekil 1.2.4). Biyokimyasal esaslart tam
anlasilamamasina ragmen enfekte erkeklerin Wolbachia igermeyen olgun sperm
iirettikleri, bakterinin kendini sperme baglayamamasina ragmen bilinmeyen bir
mekanizma ile bir toksin drettigi ve bu toksinin konuk¢u spermini degistirdigi
bilinmektedir. Sperm sadece ayni Wolbachia irkin1 igeren yumurtalar1 dollemektedir.
Boylece enfekte olmayan disilerle olan lireme azalmaktadir. Tersine Wolbachia tasiyan
disi ile enfekte, ya da enfekte olmayan erkekler ciftlesirlerse, yasayabilir yumurtalar
iiretilmektedir. Ciinkii diside yasayan Wolbachia, spermlerin tam yasayabilmesi i¢in her
nasilsa eski haline getiren bir antidot iiretmektedir. CI’nin etkinliginin belirlenmesinde
bakteriyel 1rk, konak¢i genotipi ve bakteriyel yogunluk olmak tiizere birkag faktor
bulunmaktadir. Bazi durumlarda bir grupta birden fazla fenotip goriilebilmektedir.
Ornegin, Lepidoptera’da CI, F ve MK, Tetranychidlerde CI ve PI gozlenir. CI, ilk kez
kirmizi  Oriimceklerde (Acarina:Tetranychidae)  Koch’de tarafindan belirlenmistir.
(Werren1997, Bandi ve ark 2001, Doran ve Moore 2001, Zimmer2001, Hong ve ark
2002, Charlat ve ark 2003).
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1.2.4. Dirofilaria - Wolbachia iliskisi

Wolbachia, elektron mikroskobu gelistirildikten sonra 1967°de Kozek tarafindan
Dirofilaria immitis mikrofilerlerinin viicut merkezlerinde belirlenmistir. 1970°de Harada
ve ark. ile 1975°de Lee tarafindan alisilmamis bir bigcimde Dirofilaria immitis oositlerinin
miktokondrilerinde tespit edilmistir. 1975°de Vincent ve ark. ilk olarak Brugia
pahangi’nin viicut duvarinda tespit etmistir. Daha sonra 1975’de McLaren ve ark.
Dirofilaria immitis dahil bir ¢ok filaria tiirlinde Wolbachia’nin oldugunu bildirmistir
(Kozek 2005).

sl.: ’ .::ll.-.-: L :

Sekil 1.2.5.  Dirofilaria  immitis’in  lateral  kortundaki  Wolbachia’larin
immunohistokimyasal boyama ile kirmizi renkte goriilmektedir
(Hoerauf ve ark 2000)

Wolbachia; Dirofilaria immitis’in, erkek ve disilerin hipodermal lateral kordundaki
intrasitoplazmik vakuollerde (Sekil 1.2.6), disilerin lireme organlarinda, vektordeki biitiin
gelisim donemlerinde, oositlerde ve mikrofilerlerde immunhistokimyasal (Sekil 1.2.5)

olarak tespit edilmistir. Fakat erkeklerin iireme sisteminde tespit edilememistir. Ayrica

30



uterusta serbest olarak, dejenere yumurtalarda ve yumurta fragmentlerinde Wolbachia’nin
degisik gelisim donemleri goriilmiistiir. Disilerde bulunanlarinda biiylik bir ¢ogunlugu
iireme organlarina yerlesmektedir (Stevens ve ark 2001, Kramer ve ark 2003, Casiraghi

ve ark 2004, Hise ve ark 2004, Kozek 2005, Mergot ve Poinsot 2009,).

Sekil 1.2.6. Dirofilaria immitis’in lateral kordundaki Wolbachia’lar. Skala bar=0,5 pm
(Kozek 2005)

Wolbachia ve filarial nematodlar arasindaki etkilesim hakkinda az bilgi olmasina
ragmen, filarial hastaliklarin immunopatogenezisinde Onerilmis bir yeri oldugu
diisiiniilmektedir (Taylor ve ark 2001, Simon ve ark 2003, Hise ve ark 2004, Kramer ve
ark 2005a, Kramer ve ark 2005b). Ciinkii anti-wolbachial ilaclar filarial nematodlarda
embriyogenesisin bloklanmasi, disilerin sterilizasyonu, larval gelisimde defektler ve
eriskin nematodlarin 6lmesine neden olmaktadir (Praff ve Hoerauf 2006). Bu da

aralarinda mutualistik bir iligkinin kanit1 olarak gdsterilmektedir.
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Yapilan ¢aligmalarda; tetrasiklin, azitromisin ve rifampisin grubu antibiyotikler anti-
wolbachial etkili iken, penisilin ve gentamisin grubu antibiyotiklerin boyle bir etkisi

olmadigi gosterilmistir (Hise ve ark 2004).

Bu calisma; Tirkiye’de Wolbachia ve Dirofilaria iliskisi konusunda calisma
yapilmamis olmasi nedeni ile Aydin ve Izmir illerinde Dirofilaria tiirlerinin yayginhiginimn
arastirilmasi ve Dirofilaria tirlerinde Wolbachia’nin varligini ortaya konumak amaci ile

yapilmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Aydin ve Izmir yoresindeki kdpeklerde Dirofilaria immitis ve
Dirofilaria repens etkenlerinin yaygmligini saptamak ve filarial etkenlerde Wolbachia sp.
varligini aragtirmak amaci ile Agustos 2007 - Agustos 2009 tarihleri arasinda merkez,
cevre ilce ve koylerdeki toplam 150 kopekten toplanan kan oOrnekleri kullanilarak
yapilmistir. Arastirma siliresince kan oOrnegi aliman kopeklerin yerlesim yeri,
sahipli/sahipsiz olmalari, icerde/disarida barindirilmalar1 (Cizelge 2.1), yas ve cinsiyeti
(Cizelge 2.2) kaydedilmistir. Ayrica kan alma tarihi ve zamani ile kopeklerin genel
durumu ve varsa klinik belirtileri kaydedilmistir. Incelenen kdpeklerin Vena cephalica
antebrachium’un dan serum (10 ml) ve heparinli (5 ml) tiiplere (vacutainer) kan alinmis
ve incelenmek lizere laboratuara getirilerek, ayni giin veya +4°C bekletilip ertesi glin natif,
modifiye knott, membran filtrasyon yontemleri ile incelenmistir. Kalan kanlar 1,5 ml’lik
ependorflara bdliinerek DNA ekstraksiyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
Kopeklerden serum o6rnekleri i¢in toplanan kan 1800 devirde 10 dk. santrifiij edildikten
sonra elde edilen serum 1,5ml’lik ependorflara koyulmus ve -20°C’de muhafaza

edilmislerdir.
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Cizelge 2.1. Aydin ve Izmir’de incelenen kopeklerin yerlesim yerlerine, sahipli / sahipsiz
olma, icerde/ disarida barindirilma durumlarina gére dagilimi

Bakisi yapilan kopek sayisi
Yerlesim yeri

Evde Disarida Sahipli Sahipsiz Toplam
Aydin / Merkez 3 53 14 42 56
Aydin / Bozdogan - 2 2 - 2
Aydin / Cine - 1 1 - 1
Aydin / Didim 1 - 1 - 1
Aydm / Germencik - 19 18 1 19
Aydin / Incirliova - 1 1 - 1
Aydin / Karpuzlu - 29 29 - 29
Aydin / Kosk - 2 2 - 2
Aydin / Soke - 4 - 4 4
Aydm / Umurlu - 2 2 - 2
Aydin / Yenipazar - 1 1 - 1
Aydm / Kusadast 2 2 4 - 4
[zmir / Merkez 2 1 3 - 3
Izmir / Selguk 1 - 1 - 1
[zmir / Belevi - 24 24 - 24
Toplam 9 141 103 47 150
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Cizelge 2.2. Aydin ve Izmir’de incelenen kdpeklerin yerlesim yerine, yas ve cinsiyetine
gore dagilimi

Bakisi yapilan kopek sayisi
Yerlesim yeri

Yas (y1l) Cinsiyet Toplam
0,5-3 4-6 >7 Disi Erkek

Aydin / Merkez 21 26 9 23 33 56
Aydm / Bozdogan 1 1 - 1 1 2
Aydin / Cine - 1 - 1 - 1
Aydin / Didim - 1 - - 1 1
Aydin / Germencik 13 5 1 4 15 19
Aydin / Incirliova - 1 - - 1 1
Aydin / Karpuzlu 24 4 1 4 25 29
Aydin / Kosk 1 - 1 1 1 2
Aydm / Soke - 4 - 2 2 4
Aydin / Umurlu - 1 1 1 1 2
Aydm / Yenipazar 1 - - - 1 1
Aydin / Kusadast 2 - 2 3 1 4
[zmir / Merkez 1 - 2 1 2 3
Izmir / Selguk - 1 - - 1 1
[zmir / Belevi 17 2 5 - 24 24
TOPLAM 81 47 22 41 109 150
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2.1. Direkt Kan Muayene Yontemi (Natif)

Heparinli kan 6rneginden alinan birka¢ damla kan once direkt daha sonra eritici
soliisyon (% 2 Formaldehid) ile karistirilarak lam-lamel arasinda mikroskopta mikrofiler

yoniinden incelenmistir.

2.2. Modifiye Knott Yontemi

Bir ml heparinli kan 6rnegi %2’lik formalin 9 ml (%37’°lik konsantre formaldehit 2
ml, distile su 100 ml) ile karistirilip 1500 devirde 5 dakika santrifiij edilmis tstteki sivi
dokiilerek ¢okeltiye %0,1°lik metilen mavisi ilave edilmistir. Cokeltiden alinan birkag
damla, lam-lamel arasinda mikroskopta incelenerek mikrofilerlerin varligi yoniinden

incelenmistir.

2.3. Membran Filtrasyon Yontemi

Bir ml heparinli kan 6rnegi 9 ml eritici soliisyon (8gr Na,CO3, 1000 ml distile su, 5
ml Triton X-100) ile karistiritlmistir, 25 mm ¢apinda 8 um por genisligindeki polikarbonat
membran filtre (Millipore™ Membrane Filters, Irlanda), filtre tutucuya (Sartorius,
Almanya) yerlestirildikten sonra bir enjektor vasitasiyla karisim filtreden gecirilmistir.
Ayni enjektorlerden 2-3 kez distile su ve 2-3 kezde hava gecirilerek lizerinde sivi
kalmamasi saglanmistir. Filtre tutucudan (Sartorius GmbH, Géttingen, Almanya)

cikartilan filtreler, lam {izerine alinip mikrofiler yoniinden incelenmistir (Sekil 2.1).

2.4. Asit Fosfataz Boyama Y ontemi

Perifer kanda saptanan mikrofilerlerin histokimyasal ayrimi i¢in kan 6rneklerinden

hazirlanan siirme kan preperatlari ile polikarbonat membran filtrelere asit fosfataz boyama
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yapilmig, mikrofilerlerde reaksiyonun olustugu bolgelere bakilarak mikrofilerlerin tiir

teshisi yapilmistir. Bu amagla Leucognost-SP (Merck,1.16304) test kiti kullanilmistir.

Sekli 2.1. Membran filtrasyon yontemi 1- 0,8 pm por genisligindeki filtrenin, filtre

tutucuya yerlestirilmesi, 2- Lize edici soliisyon (%2’lik formaldehit) ile
muamele edilmis kanin enjektor araciligi ile filtreden gecirilmesi, 3- Filtrenin
lam iizerine alinmasi, filtre lizerine %0,1’lik metilen mavi damlatilmas: ve
lamel ile kapatilmasi, 4- Filtre iizerinde bulunan mikrofilerlerin mikroskop
altindaki goriiniimdi.

Leucognost-SP Test Kiti

Reagent 1: Naphthol-AS-OL-phosphoric acid
Reagent 2: sodyum acetate

Reagent 3a: Pararosaniline-HCI soliisyonu
Reagent 3b: Nitrite soliisyonu, % 4

Reagent 4: di-sodyum tartrate

Asit fosfataz boyasini hazirlamak i¢in 60 ml distile su igerisine 2 ml reagent 1 ve

0,8 g reagent 2 eklenmistir. Daha sonra 1.5 ml’lik ependorf igerisinde 4 damla reagent 3

ve 5 damla reagent 4 karistirilmig ve 1 dakika beklendikten sonra ilk karisima eklenmistir.

Hazirlanan boya soliisyonu 4,45 um por genisligindeki (Whatman ,Puradisc™ 25 AS)

filtreden gecirilmistir.

Heparinli kan orneklerinden hazirlanan siirme preparatlar ve yukarida anlatilan

sekilde hazirlanan polikarbonat membran filtresi absoliit asetonda 1 dakika tespit
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edildikten sonra oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra taze hazirlanmis boya
soliisyonu ile bu preparatlar karanlik ortamda 2-3 saat boyanmis ve distile su ile 10 sn
yikanmistir. Mayer’s hemalum soliisyonu ile 15-20 dakika boyanan preparatlar cesme
suyu altinda 2 dakika yikanmis ve oda sicakliginda kurutularak ve mikroskopta altinda
incelenmistir.

Asit fosfataz teknigi ile boyanan siirme preperatlarda mikroskop altinda incelenerek
(Olympus BX61) Analysis programi kullanilarak mikrofilerleri uzunluklari, 6n nihayeti-
EP uzunlugu, EP-AP uzunlugu ve AP-arka nihayeti aras1 mesafeler ol¢lilmiistiir (Sekil

2.2).

Sekli 2.2. Asit fosfataz yodntemi ile boyanmis mikrofilerin mikroskobik gériiniimii 1-On
nihayeti, 2-EP (Bosaltim deligi), 3-AP (Anal Delik), 4-Arka nihayeti X40
(Orijinal)

2.5. Nekropsi

Toplanan kan 6rnekleri yukarida anlatilan mikroskobik ve/veya Canine Hearthworm
serolojik kiti (Heska™ Solo Step™ CH Batch Test Kit) kullanilarak yapilan bakida
pozitif sonu¢ veren kopekler nekropsi yontemi ile kalp ve akcigerlerinde bulunan eriskin
Diroflaria sp. tiirleri yoniinden incelenmis ve bulunan eriskin parazitler toplanarak bir
kezlik Fosfat tampon solusyonu (1xPBS; 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO,, 24 g
KH,PO,4, 450 ml distile su, pH: 7,4) igerisine konularak laboratuara getirilmis erkek ve
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disi olanlar ayrilmistir. Daha sonra biitiin eriskin Dirofilaria immitis’lerin en ve boylari
Olclilmiis ve ileride yapilacak testlerde kullanilmak amaciyla -20 derecede muhafaza
edilmistir. Bu amagcla pozitif kdpekler sahiplerinin rizasi alinarak Lystenon (Fako Actavis
flaglart A.S. Doz: 10 ml/hayvan) kullanilarak etik kurulda belirtilen sekilde otenazi
yapilmistir. Nekropsi islemi Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji

Anabilim Dalinda yapilmistir.

2.6. DNA ekstraksiyonu

DNA, her bir heparinli kan orneginin 300 pl’sinden Wizard Genomic DNA
Purifikasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA) kullanilarak, protokole uygun
olarak hazirlanmistir. Kisaca; her bir kan 6rnegi steril 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere 300 pl
konulmus ve tizerine 900 ul Cell lysis soliisyonu eklenip 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince tiipler 2-3 kez alt iist edilmistir. 10
dakika sonunda ornekler 14000 devirde 5 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda
dipteki ¢okeltiye dokunulmadan st kisimdaki atilmistir. Yukaridaki iglemler iki kez
tekrar edilmistir. Elde edilen ¢okiintii 3-4 kez s1v1 azotta dondurulup iyice ezildikten sonra
-20°C’ki Cell lysis soliisyonundan 300 pl eklenerek tekrar ezilmistir. Daha sonra 65°C 15-
20 dakika inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda iizerine 3 pul RNAse eklenerek
20 dakika 37°C inkiibasyona birakilmistir. 20 dakika sonunda 200 pl protein presipitasyon
soliisyonu eklendikten sonra 10-20 saniye vorteks islemine tabi tutulmus ve 5 dakika buz
icerisinde bekletilmistir. 14000 devirde 5 dakika santrifiij edilmis ve santriflij sonunda
dipte kalan koyu kahverengi protein peletine dokunulmadan {istteki sivi kisim 1,5 ml’lik
vida kapakli tiipler icerisinde almarak iizerine 600’er pl’lik Isopropanol eklenmistir.
Tiipler Isopropanol icerisinde yiizen beyaz kii¢iik DNA bulutu gériiliinceye kadar hafifce
sallanmis ve sonra 14000 devirde 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda dipteki
DNA rahatsiz edilmeden isopropanol dokiilmiis ve DNA iizerine 600 pl %70’lik etanol
konularak tiipler hafifce alt {ist edilmistir. DNA peletinin etanolle yikanmasi saglandiktan
sonra 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildikten sonra etanol dikkatli bir sekilde dipteki
DNA peletine dokunulmadan pipetle ¢ekilerek atilmistir. Tiipler temiz kurutma kagidi
tizerine ters cevrilerek 10-15 dakika kurumasi beklenmistir. Daha sonra tiiplere 70 pl

DNA Rehidrasyon soliisyonu eklenerek 65°C 1 saat inkiibasyona birakilmig ve
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inkiibasyon sonunda rehabilitasyon soliisyonu igerisindeki DNA kullanim asamasina

kadar +4 derecede saklanmustir.

Nekropsi sonucunda elde edilen eriskin Dirofilaria immitis’ler 5-6 esit parcaya
boliinerek her bir parca i¢in yukarida anlatilan DNA ekstraksiyon islemi yapilmistir. Elde
edilen DNA’lar daha sonra yapilacak olan Wolbachia soy PCR’ma kadar +4°C’de

muhafaza edilmistir.

2.7. PCR (Polimerase Chain Reaction)

Dirofilaria immitis, D.repens ve Wolbachia tirlerinin molekiiler bir yontem olan
PCR ile teshisinde kullanilan primer c¢iftleri, bunlarin ¢ogalttigt gen bdlgeleri ve
cogaltilan iirlinlerin uzunluklar1 Cizelge 2.3 de belirtilmistir.

PCR yontemi ile D.immitis’ in teshisi amaciyla bu tiire ait ribozomal DNA’ nin 302
bp’ lik ITS2 (internal transcribed spacer 2) bolgesi (Genbank no; AF217800) D.imm-Fla
(5’-CAT CAG GTG ATG ATG TGA TGA T-3’) ileri ve D.imm-R1 (5’-TTG ATT GGA
TTT TAA CGT ATC ATT T-3’) geri yonlii primerleri kullanilarak ¢ogaltmistir (Rishniw
ve ark. 2006). PCR reaksiyonu 25 pl son hacimde; 16,5 ul ¢ifte distile su, 2,5 pl PCR
buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9.0 ; 15 mM MgCl,; 500 mM KCL;0.1% gelatin; 1%
Triton X-100) (Fermentas), 0,25 U Taq Bead Hot Start DNA Polymeraz (Promega
TaqBead™ Hot Start Polymerase, Amerika), 2,5 mM MgCl, (Fermentas), 200 uM her
bir dATP, dCTP, dGTP ile 100 uM DTTP ve dUTP, 25 pmol ileri ve geri yonlii primerler
(Roche Diagnostic GmbH, Roche Applied Science, Almanya) ve 2 ul hedef DNA 6rnegi
olacak sekilde hazirlanmistir. PCR Techne TC — 512 marka thermal sikluslu makinede;
94°C’de 2 dakika baslangic denetrasyon asamasi ve bunu takip eden 32 siklusluk
(94°C’de 30 saniye denetiirasyon, 55°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzatma
asamalar1) cogaltma donemi ile 72°C’de 7 dakikalik final uzatma asamasindan
olugmaktadir. Reaksiyon sonunda PCR tiipleri +4 derecede tutulmustur. Elde edilen PCR
driinleri 10 pg/mL etidyum bromid igeren %?2’lik agaroz jelde bir saat boyunca 100
voltluk sabit akimda elektroforeze tabi tutulmustur. Bunu takiben jel ultraviole 151k altinda

(UV transluminator) incelenmistir.
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Dirofilaria repens’ in PCR yontemi ile teshisi amaciyla 5S rRNA’ nin 348 bp’ lik
(Genbank no; AJ242966, AJ242967) bolgesini ¢ogaltan D.rep-F1 (5’-TGT TTC GGC
CTA GTG TTT CGA CCA-3’) ileri ve D.rep-R1 (5’-ACG AGA TGT CGT GCT TTC
AAC GTG-3’) geri yonlii primerleri kullanilmigtir  (Rishniw ve ark. 2006). PCR
reaksiyonu 25 pl son hacimde; 16,5 pl cifte distile su, 2,5 ul PCR buffer (100 mM Tris-
HCL, pH 9.0 ; 15 mM MgCly; 500 mM KCI;0.1% gelatin; 1% Triton X-100) (Fermentas),
0,25 U Taq Bead Hot Start DNA Polymeraz (Promega TagBead™ Hot Start Polymerase,
Amerika), 2,5 mM MgCl, (Fermentas), 200 uM her bir dATP, dCTP, dGTP ile 100 uM
DTTP ve dUTP, 25 pmol ileri ve geri yonlii primerler (Roche Diagnostic GmbH, Roche
Applied Science, Almanya) ve 2 ul hedef DNA o6rnegi olacak sekilde hazirlanmstir.
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Cizelge 2.3. PCR ile teshisinde kullanilan primer ¢iftleri, bunlarin ¢ogalttig1 gen bolgeleri ve ¢ogaltilan iirtinlerin uzunluklar

Primer ismi Dizilim * Tiir Cogaltilan Primer Cogaltilan Genbank
Hedef gen uzunlugu bolgenin numarasi
bolgesi (bp) uzunlugu
(bp)

D.imm—-Fla CATCAGGTGATGATGTGATGAT" D.immitis ITS2 22 302 AF217800
D.imm-Rla TTGATTGGATTTTAACGTATCATTT" D.immitis ITS2 25
D.rep—Fl1 TGTTTCGGCCTAGTGTTTCGACCA ¢ D.repens 5S rRNA 24 AJ242966
D.rep — F1 ACGAGATGTCGTGCTTTCAACGTG ¢ D.repens 5S rRNA 24 348 AJ242967
ftsZf1 GTTGTCGCAAATACCGATGC * Wolbachia sp. ftsZ 20
ftsZrl CTTAAGTAAGCTGGTATATC ¢ Wolbachia sp. ftsZ 20 1043 — 1055

(*); primer dizilimleri 5°—3” yoniinde verilimstir.
(®); kullanilan primer ¢ifti Rishniw (2006) tarafindan bildirildigi sekildedir.
(); kullanilan primer ¢ifti Favia (2000) ve Mar (2002) tarafindan bildirildigi sekildedir.
(“); kullamilan primer ¢ifti Werren (1995) tarafindan bildirildigi sekildedir.
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PCR Techne TC — 512 marka thermal sikluslu makinada; 94°C’de 2 dakika
baslangi¢ denetrasyon asamasi ve bunu takip eden 32 siklusluk (94°C’de 30 saniye
denetiirasyon, 55°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 30 saniye uzatma asamalari)
cogaltma donemi ile 72°C’de 7 dakikalik final uzatma asamasindan olusmaktadir.
Reaksiyon sonunda tiipler +4 derecede tutulmustur. Elde edilen PCR iirtinleri 10 pg/mL
etidyum bromid iceren %?2’lik agaroz jelde bir saat boyunca 100 voltluk sabit akimda
elektroforeze tabi tutulmustur. Bunu takiben jel ultraviole 1sikaltinda (UV transluminator)
incelenmistir.

Wolbachia tiirlerinin PCR yoOntemi ile belirlenmesi amaciyla Wolbachia fisZ
geninin Wolbachia izolatlar1 arasinda farklilik gosteren 1043 — 1055 bp uzunlugundaki
kisimlarini 6zgiil olarak c¢ogaltan ftsZfl (5°- GTT GTC GCA AAT ACC GAT GC-3°)
ileri ve ftsZrl (5’- CTT AAG TAA GCT GGT ATA TC-3’) geri yonlii primerleri
kullanilmistir (Werren ve ark. 1995). PCR reaksiyonu 25 pl son hacimde; 17 pl cifte
distile su, 2,5 pl PCR buffer (100 mM Tris-HCL, pH 9.0 ; 15 mM MgCl,; 500 mM
KCI;0.1% gelatin; 1% Triton X-100) (Fermentas), 0,25 U Taq Bead Hot Start DNA
Polymeraz (Promega TaqBead™ Hot Start Polymerase, Amerika), 2,5 mM MgCl,
(Fermentas), 250 uM her bir dATP, dCTP, dGTP ile 100 uM DTTP ve dUTP, 25 pmol
ileri ve geri yonlii primerler (Roche Diagnostic GmbH, Roche Applied Science, Almanya)
ve 2 ul hedef DNA 6rnegi olacak sekilde hazirlanmistir. PCR Techne TC — 512 marka
thermal skluslu makineda; 95°C’de 1dk. baslangi¢c denetrasyon asamasi ve bunu takip
eden 35 siklusluk (94°C’de 1 dakika denetiirasyon, 53°C’de 1 dakika baglanma, 65°C’de 1
dakika uzatma asamalar1) ¢ogaltma donemi ile 65°C’de 10 dakikalik final uzatma
asamasindan olusmaktadir. Reaksiyon sonunda tiipler +4 derecede tutulmustur. Elde
edilen PCR firlinleri 10 pg/mL etidyum bromid igeren %?2’lik agaroz jelde bir saat
boyunca 100 voltluk sabit akimda elektroforeze tabi tutulmustur. Bunu takiben jel

ultraviole 151k altinda (UV transluminator) incelenmistir.

2.8. Sekans Analizi

PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan ilgili hedef DNA bdlgelerinin dizilimlerinin
belirlenmesi amaciyla eppendorf tiip igerisine konulan PCR iiriinleri Macrogen

(Macrogen Inc., Giiney Kore) firmasina dizilim analizleri i¢in gonderilmistir. Daha sonra

dizilim sonuglart PCR ile c¢ogaltilan gen bolgelerinin NCBI veri tabaninda
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kayithh olan dizilimler karsilastirilarak benzerlikleri
arastirilmustir.

Ayrica Wolbachia fitsZ genini ¢ogaltmada kullanilan primer ¢iftleri kullanilarak
yapilan PCR sonucunda ii¢ Wolbachia pozitif sonu¢ veren Germencik (H3; HS156 — M,
H1; HS156 — M) ve mensei bilinmeyen (H2; kopek 27) ti¢c Wolbachia izolatinin sekans
analizleri yapilarak elde edilen dizilim sonug¢larinin Clustal 2.0 bilgisayar programi

kullanilarak birbirleri arasinda karsilastirmalart yapilmistir.

44



3. BULGULAR

Kopeklerdeki Dirofilaria etkenlerinin teshisi amaci ile toplanan 150 adet kan 6rnegini
direkt kan muayenesi (4 adet), modifiye knott yontemi (7 adet), membran filtrasyon yontemi
(6 adet) ve PCR (15 adet) ile ayr1 ayr1 incelenmesi sonucunda toplam 15’inde Dirofilaria sp.
etkeni belirlenmis. Diger filarial etkenlere rastlanmamustir. Dirofilaria sp. pozitif bulunan
orneklerin tamami asit fosfataz boyama teknigi ile boyanmis ve hepsi Dirofilaria immitis
olarak belirlenmistir. Bu 15 Ornegin 4’iinde natif yontemle (Aydin/Germencik), 7’sinde
modiye knott yontemi ile (Aydin/Germencik-6, Aydin/Merkez-1) ve 6’sinda membran
filtrasyon yontemi ile (Aydin/Germencik) Dirofilaria immitis mikrofilerleri belirlenmistir.
Ayrica PCR ile 15 ornekte (Aydin/Germencik-12, Aydin/Didim-1, Aydin/Merkez-1,
Aydin/Kosk-1) ve serolojik olarak yine ayni 15 kdpekte pozitiflik saplanmistir (Cizelge 3.1)

3.1. Direk Kan Muayene Yontemi (Natif)

Toplanan kan Orneklerinin tamami Once natif yontem ile Dirofilaria mikrofilerleri
yoniinden incelenmistir. 150 o6rnekten sadece Aydin’in Germencik il¢esindeki kopeklerden
alinmis olan 4 kan Orneginde natif yontem ile Dirofilaria immitis mikrofilerleri teshis
edilmistir (Cizelge 3.1). Natif yontemde saptanan mikrofilerlerin yavas ve yilanvari, sapik
hareketlerle gelisi giizel dolastig1, ayn1 zamanda mikroskop sahasinin digina ¢ikmadig: dikkati

cekmistir. Bu hareket 6zellikleri ile D.immitis mikrofilerlerine benzerlik gostermistir.
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Cizelge 3.1. Dirofilaria immitis bulunan kan Orneklerinin farkli teshis yoOntemleri ve
toplandiklar1 yerlesim yerlerine gore dagilimi

Yerlesim Yeri

Teshis Yontemleri

Omek  Natif  Modifiye Membran PCR  Serolojik Toplam

Sayisi Knott Filtrasyon
Aydin / Merkez 56 - 1 - 1 1 1
Aydin / Bozdogan ) - - - - - -
Aydin / Cine | - - - - - -
Aydin / Didim 1 - - - 1 1 1
Aydin / Germencik 19 4 6 6 12 12 12
Aydn / Incirliova 1 - - - - - -
Aydm / Karpuzlu 29 - - - - - -
Aydin / Kosk ) - - - 1 1 1
Aydin / Umurlu ) - - - - - -
Aydin / Yenipazar 1 - - - - - -
Aydin / Kusadasi 4 - - - - - ,
[zmir / Merkez 3 - - - - - -
[zmir / Selguk | - - - - - -
[zmir / Belevi 24 - - - - - -
Toplam 150 4 7 6 15 15 15
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Sekil 3.1. Ornek alinan yerlerin Ege Bolgesi haritas1 iizerindeki yerlesimleri. Pozitif
orneklerin alindig1 yerler kirmizi renklerle gosterilmistir. Biiyilk Menderes Nehri ok ile
belirtilmistir. 1-Izmir/Merkez 2-izmir/Belevi, 3-Izmir/ Selguk, 4-Aydin/Kusadasi, 5-
Aydm/incirliova, 6- Aydm/Karpuzlu, 7- Aydin/Cine, 8- Aydin/Yenipazar, 9- Aydin/Umurlu,
10- Aydin/Bozdogan (Orijinal)

47



3.2. Modifiye Knott Yontemi

Toplanan kan ornekleri natif yontemle incelendikten sonra modifiye knott teknigi ile
incelenmistir. Toplanan 150 kan Orneginden Aydin merkezden alinan kan Orneklerin bir
tanesinde ve Aydin Germencik ilgesinden alinan 6rneklerden 6 tanesinde olmak iizere toplam
7 kan 6rneginde modifiye knott teknigi ile Dirofilaria immitis mikrofilerleri teshis edilmistir
(Cizelge 3.1). Aydin merkezden alinan kan 6rneginde bir adet mikrofilere raslanmistir. Daha
sonra yapilmig PCR’da bu 6rnekte Dirofilaria immitis tespit edilmesine ragmen Membran
filtrasyon teknigi ile bu kan Orneginde mikrofiler tespit edilememistir. Modifiye Knott
testinde mikrofilerlerin kilifsiz, 6n kismimin konik tarzda sivrilerek sonlandigi, gévde ve

kuyruklarinin diiz oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.2. Modifiye knott teknigi ile teshis edilen Dirofilaria immitis mikrofileri
1. Mikrofilerin bag kismi, 2. Mikrofilerin kuyruk kismi (Orijinal)
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3.3. Membran Filtrasyon Yontemi

Toplanan kan Orneklerinde modifiye knott yontemi ile yapilan inceleme sonrasi
membran filtrasyon teknigi ile yapilan incelenmede 150 kan 6rneginde Aydin’in Germencik
ilcesinden alinan 6 tanesinde membran filtrasyon teknigi ile Dirofilaria immitis mikrofilerleri

teshis edilmistir (Sekil 3.2) (Cizelge 3.1).

Mikrofiler yoniinden pozitif bulunan 6rneklerden 1 ml kan alinarak 14000 devirde 30
saniye santrifiij edilmis ve dipte kalan ¢okiintiiden hazirlanan siirme preparatlara uygulanan
asit fosfataz testinde tiim mikrofilerlerin bosaltim deligi (EP) ile anal deliginde (AP)
histokimyasal reaksiyon olustugu, bu bdlgelerin kirmizi-kahverenginde, nokta tarzinda

boyandig1 gozlenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3: Membran Filtrasyon teknigi ile tespit edilen Dirofilaria immitis mikrofilerleri oklar
ile gosterilmistir (Orijinal).
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Sekil 3.4. Asit fosfataz yontemi ile boyanmis Dirofilaria immitis EP ve AP bolgelerindeki
reaksiyon bolgeleri oklar ile gosterilmistir (Orijinal).

Asit fosfataz teknigi ile boyanan siirme preperatlar mikroskop altinda (Olympus BX61)
incelenmis ve Analysis Ol¢lim programi kullanilarak mikrofilerlerin ortalama uzunluklari
254,1 um, 6n nihayeti-EP uzunlugu 79,2 pm, EP-AP uzunlugu 119,8 pm ve AP-arka nihayeti
55,1 um, kalinliklar1 4,1 um oSl¢iilmiistiir.

3.4. Nekropsi

Toplanan kan 6rnekleri yukarida anlatilan mikroskobik teshis yontemleri ve / veya PCR
ile pozitif oldugu belirlenen kopeklere Canine Hearthworm serolojik kiti (Heska™ Solo
Step™ CH Batch Test Kit) kullanilarak kalplerinde eriskin etkenlerin olup olmadigi agisindan
incelenmistir. Kalplerinde eriskin Dirofilaria immitis oldugu belirlenen kopeklerden 51, 61 ve
62 numarali kdpeklere sahiplerinin rizasi almarak Lystenon (Fako Actavis Ilaglar1 A.S. Doz:

10 ml/hayvan) ile etik kurulda belirtilen sekilde Otenazi ve takiben Adnan Menderes
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Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda nekropsileri yapilmustir. 51
numarali kdpegin nekropsisinde kalp agirliginin 335 gram, sag kalbinde hipertofi oldugu
belirlenmis ve sag kalbinde 21 (7 erkek, 8 disi ve 6 parcalanmis) adet Dirofilaria immitis
eriskinine rastlanilmistir. 61 numarali kdpegin nekropsisinde kalp agirligt 410 gram, sag
kalbinde hipertrofi oldugu belirlenmistir ve sag kalbinden 38 (18 erkek, 2 disi ve 18 adet
parcalanmis) adet Dirofilaria immitis eriskinleri alimmistir (Sekil 3.4). 62 numarali kdpegin
nekropsisinde 6n ve arka bacaklarda deri lezyonlarina rastlanilmig, yapilan 6l¢iimde kalp
agirliginin 250 gram oldugu goriilmiis, sag kalp de hipertrofi ve az sayida Dirofilaria immitis
eriskininin Arteria pulmonalis’den akcigere lobuna kadar ilerlemis oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.5). 62 numaral1 kopegin sag kalp ve Arteria pulmonalis 'inden 13 (5 erkek, 2 disi ve 6

pargalanmis) adet Dirofilaria immitis erigkini toplanmistir.

Sekil 3.5. 61 nolu kdpegin sag kalbindeki Dirofilaria immitis erigkinleri ok ile gdsterilmistir
(Orijinal)
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Sekil 3.6. 62 nolu kopegin kalp ve Arteria pulmonalis yolu ile akciger lobuna kadar gelmis
olan Dirofilaria immitis erigskinleri. 1. Sag akciger lobu, 2. Akciger lobundaki
erigskin etkenler, 3. Sag kalpteki erigkin etkenler, 4. Sag kalp (Orijinal)

Nekropsi sonrasi kalpten aliman 12 disinin yapilan uzunluk (en ve boy olarak)
Olctimlerinde ortalama uzunluklari 284 mm, kalinliklar1 1,21 mm, 30 erkegin ortalama

uzunluklar1 178 mm ve kalinliklar1 0,78 mm olarak belirlenmistir.

3.5. PCR (Polimerase Chain Reaction)

Toplanan tiim kan ornekleri membran filtrasyon teknigi ile incelendikten sonra DNA
ekstraksiyonlar1 yapilmis ve PCR yontemi ile Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens tiirlerine
Ozgl primerler ve Wolbachia soy primerleri kullanilarak molekiiler yonden incelenmistir.
PCR ile toplanan 150 kan Orneginin 15 tanesi Dirofilaria immitis yoniinden pozitif sonug
vermistir. Pozitif 15 6rnegin, 12°si Aydin’in Germencik ilgesinden, diger 3’i ise Aydin’in

Merkez, Didim ve Kosk ilgelerinden alinmustir (Cizelge 3.1).
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PCR ile D.immitis yoniinden pozitif olan 6rnekler Wolbachia soy primerleri kullanilarak

yapilan PCR ile de Wolbachia pozitif bulunmustur.

Ayrica nekropsi yontemi ile toplanan Dirofilaria immitis eriskinlerinin Wolbachia soy
PCR’1 yapilmistir. Bu amag ile erigkin parazitler 5 esit parcaya boliinmiis ve her parcanin ayri
ayrt DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Ayrica nekropsi ile elde edilen pargalanmis erigkinlerin
icerisinde bulundugu 1XPBS santrifiij edilmis ve santrifiij sonucunda dipteki c¢okeltide
bulunan mikrofilerlerin DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra Wolbachia soy PCR’lari

yapilmigtir ve biitliin 6rneklerde Wolbachia pozitif sonug alinmistir.

Sekil 3.7. Dirofilaria immitis PCR jel elektroforez goriintiisii, 1. Marker 100, 2. HS161, 3.
HS162, 4.HS154, 5.HS168, 6.HS170, 7.HS105, 8.HS156, 9.Negatif kontrol
(Orijinal)

- -

o= - 1050 bp

Sekil 3.8. Wolbachia soy PCR jel elektroforez goriintiisii. 1. Marker, 2.HS161 numarali kdpek
kani, 3. HS156 numarali képek kani, 4. HS154 nolu kdpekten nekropsi sonrasi elde
edilen mikrofilerler (HS154-M), 5. HS154 numarali kopekten nekropsi sonrasi elde
edilen erigkin disi (HS154-D3), 6. HS161 numarali kopekten nekropsi sonrasi elde
edilen erigkin disi (HS161-D2) 7. HS161 numarali kopekten nekropsi sonrasi elde
edilen eriskin erkek (HS161-E3), 8 HS154 numarali kopekten nekropsi sonrasi elde
edilen eriskin erkek (HS154-E3), 9.Negatif kontrol (Orijinal)
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3.6. Serolojik Teshis

Toplanan kan orneklerinden PCR ile Dirofilaria immitis mikrofilerleri oldugu teshis
edilen 15 adet kan 6rnegi Dirofilaria spesifik test kitleri (Heska™ Solo Step™ CH Batch Test
Kit) ile erigkin parazitler yoniinden incelenmistir. PCR ile pozitif sonu¢ veren 15 kdpegin

serumlar1 bu serolojik test ile de pozitif sonug vermistir (Sekil 3.6) (Cizelge 3.1).

HESKA™ Solo b[c’p'“ CHBatcé: Tm i

QLS Sl S

Sekil 3.9. Heska™ Solo Step™ CH Batch Test Kit ile Dirofilaria pozitif bulunan bir 6rnek
(Orijinal)
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Cizelge 3.2. Pozitif bulunan 6rneklerin yerlesim yeri, yas cinsiyete gore dagilimi

Yas Gruplari

Cinsiyet

Toplam

Yerlersim yeri

0,5-3

4-6

>7

Erkek

Disi

Aydin / Merkez
Aydin / Bozdogan
Aydm / Cine
Aydin / Didim
Aydin / Germencik
Aydin / Incirliova
Aydin / Karpuzlu
Aydin / Kosgk
Aydin / Umurlu
Aydin / Yenipazar
Aydin / Kusadast
[zmir / Merkez
Izmir / Selguk
[zmir / Belevi

Toplam

13

15
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3.7. Sekans Analizi Sonug¢lar:

PCR yontemi kullanilarak cogaltilan Wolbachia ile ilgili hedef DNA bdlgelerinin
dizilimlerinin belirlenmesi amaciyla eppendorf tiip icerisine konulan PCR iiriinleri Macrogen
(Macrogen Inc., Giliney Kore) firmasina dizilim analizleri i¢in gonderilmistir. Daha sonra
dizilim sonuglar1 PCR ile ¢ogaltilan Germencik (H3; HS161 — M, H1; HS156 — M) ve mensei
bilinmeyen (H2; kdpek 27) ti¢ Wolbachia izolatinin dizilim analiz sonuglarinin NCBI veri
tabaninda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) kayitli olan dizilimlerin karsilastiriimasi sonucunda
H1, H2 ve H3 izolatlar1 veri tabaninda kayith olan Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin

ftsZ geni (AJ010272.2) sirast ile % 96, 93 ve 91 oraninda benzerlik gostermistir.

Ayrica Wolbachia ftsZ genini ¢cogaltmada kullanilan primer ciftleri kullanilarak yapilan
PCR sonucunda ii¢ Wolbachia pozitif sonu¢ veren Germencik (H3; HS1161 — M, H1; HS156
— M) ve mensei bilinmeyen (H2; kdpek 27) iic Wolbachia izolatinin sekans analizleri
yapilmustir. Analiz sonucunda; H1’in %96 (Cizelge 3.3), H2’nin %93 (Cizelge 3.4) ve H3’iin
%91 (Cizelge 3.5) Wolbachia ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. H2 ve H1 Wolbachia
izolatinin analiz sonuglar1 Clustal 2.0 bilgisayar programi kullanilarak niikleotid seviyesinde
birbirleri arasinda karsilastirmalar1 sonucunda genin 6zellikle N terminal bolgesinde (ilk 200
bp’ Iik kisim) iki izolat arasinda iyi oranda korunmus bolgeler mevcut iken merkezi ve C

terminal kesiminde polimorfik alanlar géze carpmaktadir (Sekil 3.10).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1

Cizelge 3.3. HI-HR (HS156 — M) Wolbachia’nin ftsZ geni (AJ010272.2) ile karsilastirilmasi

Erisim Tamm Maksimum skor Toplam skor Benzerlik yiizdesi E degeri Maksimum benzerlik
AJ010272.2  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni 1517 1517 95% 0.0 96%
AJ495000.1  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin ftsZ geni 1517 1517 95% 0.0 96%
AJ131709.1  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni 1480 1480 93% 0.0 96%
AY523519.1 Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin ftsZ geni 1424 1424 95% 0.0 95%

>emb | AJ010272.2 | Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni. Benzerlik = 887/917 (96%), Ayrilik =17/917 (1%)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

12

990

131

870

251

750

371

630

491

510

611

392

730

274

849

158

TCTTACCTTTTC-CTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCAC

R RN RNy
TCTTACCTTTTCACTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCAC

TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACCAAATATTATATTTGCATTTTCATCCACTTC

PEEEREERR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACCAAATATTATATTTGCATTTTCATCCACTTC

TTCACGCACTCTATTTGCTGCAGCATCAACTTCAAATAGAGTCATGTCCCCACTACCCGTAATGTTAATCAATATCCCCTGCGCGCCTTTCATCGATACATTATCAAGCAATGGATTAGA

EEELRRE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTCACGCACTCTATTTGCTGCAGCATCAACTTCAAATAGAGTCATGTCCCCACTACCCGTAATGTTAATCAATATCCCCTGCGCGCCTTTCATCGATACATTATCAAGCAATGGATTAGA

CATTGCAGCCTCTGCAGCATTAATTGCCCTATTTTCCCCTCCTGCCTCTCCAGTACCAATCATTGCTTTGCCCATTTCGCTCATCACTGTTCCTATATCAGCAAAGTCAAGGTTAATGAG

LEEELEEE e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e
CATTGCAGCCTCTGCAGCATTAATTGCCCTATTTTCCCCTCCTGCCTCTCCAGTACCAATCATTGCTTTGCCCATTTCGCTCATCACTGTTCCTATATCAGCAAAGTCAAGGTTAATGAG

CCCTGGCATAATCATTAAGTCAGTTACTCCTCTAATACCAATGGGGCAGAACATTATCAGCAAGTTTAAATGCATCAGCAAACGTGGTTTTTTCATTAGCAATTCTAAACAAATTTTTGA

LR e e e e e e et o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey et 1t
CCCTGGCATAATCATTAAGTCAGTTACTCCTCTAATACCAATGTG-CAGAACATTATCAGCAAGTTTAAATGCATCAGCAAACGTGGTTTTTTCATTAGCAATTCTAAACAAGTTTT-GA

TTTGGAATAACAATAAGTGTATCTACATATTTTTTGCAATTCCTCTAATCCGAGCTCTGCA-TACGCATACGACGTACACCTTCCGAAGCCAAATGGCTTAGTTACAACTCCCACAGATA

LR e e e e e eeee e e et e e e e e eeee e e e e e et 1t
TTTGGAATAACAATAAGTGTATCTACATATTTTT-GCAATTCCTCTAATCCGAGCTCTGCAATACGCATACGACGTACACCTTC-GAAGCCAAATGGCTTAGTTACAACTCCAACAGTTA

AAATELEEEEEECTCTTAACATTTTATCTTTCACTGCAGTTCTTGCTTCCTCTTGCCGCTTTTGCAATTACTGGGGGCTGCACCTGTACCAG-ACCACCACCCATTTCCTGCTGTTTTTA

D TR e e e e e e e e e e e e e e e e nn e o v e i ey P veennnny i
ATATNTTTTTTTCTCTTAACATTTTATCTTTCACTGCAGTTCTTGCTTC-TCTTGCCGCTTTTGCAATTACTGGCG-CTGCACCTGTACCAGTACCACCACCCATT-CCTGCTGTTAT-A

AAGAGAA-ATGAC-ATCCTTTATATGT-CCNNAATTTCTTTAATCGATTCTTTCTGCTGCCGCCTTTTCCA-TATCA 921

FEEEL 0 TREEE TRy o e e ey e el 1 il
AAGAGCATATGACTATCCTTTATATGTTCCATAATTTCTTTAATCGATTCTT-CTGCTGCA-CCTTTACCAATATCA 84

130

871

250

751

370

631

490

511

610

393

729

275

848

159

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8J3ZJD9901N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=32562974&dopt=GenBank&RID=8J3ZJD9901N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4079640&dopt=GenBank&RID=8J3ZJD9901N&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=44894817&dopt=GenBank&RID=8J3ZJD9901N&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8J3ZJD9901N&log$=nuclalign&blast_rank=1

Cizelge 3.4. H2-HR (Kopek-27) Wolbachia’nin ftsZ geni (AJ010272.2) ile karsilastiriimasi

Erisim Tanmim Maksimum skor Toplam skor  Benzerlik yiizdesi B. Deger Maksimum benzerlik
AJ010272.2  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni 479 479 34% le-131 93%
AJ495000.1 Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin ftsZ geni 479 479 34% le-131 93%
AJ131709.1 Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni 446 446 31% le-121 92%

>emb | AJ010272.2 | Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni. Benzerlik = 308/331 (93%), Ayrilik=10/331 (%3)

Query
Sbjct

Query
Sbjct

Query
Sbjct

13

990

132

870

251

751

TCTTACCTTTTC-CTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCAC 131

R RN RN RNy
TCTTACCTTTTCACTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCAC 871

TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACAAAAAATAATATTTGCATTTTCN-CCAACTT 250

LR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey eee et i i
TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACCAAATATTATATTTGCATTTTCATCCA-CTT 752

CTTAACGCATTCTATTTGCTGCA-CATCAACTTCAAATAAATTT-TGTCCCC-CNACCC-TAAT-TAAAT-ATTTATCCCCTGGGCGCCTT 335

R o o o Ny N R ANl
CTTCACGCACTCTATTTGCTGCAGCATCAACTTCAAATAGAGTCATGTCCCCACTACCCGTAATGTTAATCAAT-ATCCCCTGCGCGCCTT 662
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8J4Z3BKV01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=32562974&dopt=GenBank&RID=8J4Z3BKV01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4079640&dopt=GenBank&RID=8J4Z3BKV01S&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8J4Z3BKV01S&log$=nucltop&blast_rank=1

Cizelge 3.5. H3-HR (HS161 — M) Wolbachia’nin ftsZ geni (AJ010272.2) ile karsilastirilmasi

Erisim Tamm Maksimum skor Toplam skor  Benzerlik yiizdesi  B. Deger Maksimum benzerlik
AJ010272.2  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nm kismi ftsZ geni 250 250
AJ495000.1  Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin ftsZ geni 250 250
AJ131709.1 Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni 220 220

> emb | AJ010272.2 | Dirofilaria immitis’deki Wolbachia’nin kismi ftsZ geni. Benzerlik=169/185 (91%), Ayrilik = 6/185 (3%)

Query 17  TTACCTTTTTACTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAAATTTTCTTCCTTTAAAGCCCTATTTTGATTAACAGAGGNAGTTTCCACTC 136

ERELREEEE PR e e e e e e e e e i e e e et AR e e e peeer beenenen et
Sbjct 988 TTACCTTTTCACTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCACTC 869

Query 137 TATCATCAGGGAGAGCACT-CTATCAAG-CC-GTTGCAAGaaaa-aaaCTCTATCTT--CCTTCC 195

EELEREE R e eeeeeer op i reeene e 1 il
Sbjct 868 TATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCC 804


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=32562974&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4079640&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=8894882&dopt=GenBank&RID=8JF3EADH012&log$=nucltop&blast_rank=1

H2 -——GNNNNTTANTCNTCTTACCTTTTCCTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAACTTTTCTTCCTTTAAAGCCCTAGTTTGACTAACAGAGGAAGTTTCCAC
H3 NGNAAGTTTTGGTTGTTTACCTTTTTACTTACTTGCTCAGTCGTCTTCGTCTCCGGCACTGAAGTTTGGCTGTAAGGCCACTTAAAATTTTCTTCCTTTAAAGCCCTATTTTGATTAACAGAGGNAGTTTCCAC

** * * * R = k= R ko R R R R R SR R R SRR R R AR SRR R SR R R R SR AR R SRR SRR R SR AR R SR R SR R R AR R R R SR R AR SRR R R R R R *AhIkkkki*dx FhxiAikkiiixk

H2 TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACAAAAAATAATATTTGCATTTTCNCCAACTTCTTAACGCATTCTAT
H1 TCTATCATCACGGATAGCACTACTATCAATACCAGTTGCAAGAATAGAAACTCTAACTTTACCTTCCATCGCTTGATCGAAAGTAGCACCAAATATTATATTTGCATTTTCATCCACTTCTTCACGCACTCTAT
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx ***k *k **kx * F*hkikkh Khkkkk
H2 TTGCTGCACATCAACTT--CAAATAAATTTTGTCCCC--CNACCCTAAT-TAAATATTTATCCC--CTGGGCGCCTTCTCTATA---~TTTACCAAGAGTGAAAAAAATTTGCCCCCCCAAAAAAATTGCCA-- -
H1 TTGCTGCAGCATCAACTTCAAATAGAGTCATGTCCCCACTACCCGTAATGTTAATCAATATCCCCTGCGCGCCTTTCATCGATACATTATCAAGCAATGGAT TAGACATTGCAGCCTCTGCAGCATTAATTGCCC
R ok * ** * * Bk e e *kk Fhkikk X Kkk Rk *xx * * * K Fkx **x * * * *
H2 ~ATTTTCCTCCCG-~-~-CCNCCCAAAAAAAA-~AGTNG--GGCCAATTCCCC-~~~AAAACGTCCCATAAAAAAAAAAA-AAAAT TAAAAGGCCGGAAAAAAT -~~~ TTAAATAANTACNNCTTTCACCCAATNGGA
H1 TATTTTCCCCTCCTGCCTCTCCAGTACCAATCATTGCTTTGCCCATTTCGCTCATCACTGTTCCTATATCAGCAAAGTCAAGGTTAATGAGCCCTGGCATAATCATTAAGTCAGTTACTCCTCTAATACCAATGGGG
*xkkhkkik * X * *xxk * *x * * **x*k FXxk K X * *Kx*k Fhkkx * Rk = *x k= *xx * * * **x Kk k%
H2 AAATAATTAANATTTTTAATGCCCCCCACGGNGNTTTTTTTTTTAAAATTCAAAAAAAATTTTTTTTTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAGGGACCCACCTTTTTTTTTGGATTTTCCCTTAAAACCAAAGGCCGGGGA
H1 CAGAACATTATCAGCAAGTTTAAATGCATCAGCAAACGTGGTTTTTTCATTAGCAATTCTAAACAAAT TTTTGATTTGGAATAACAATAAGTGTATCTACATATTTTTTGCAATTCCTCTAATCCGAGCTCTGCATA
* * * * ** * *x*k * * ** * *xkk * ** Kk kX * k= * FKkk **x KKk * * * *
H2 GAAAAAAAAAAAAAAACACCCCCTTTCAAAAAGAAGGGGGGTGTGTGTCCACACCCCCCCCCCAGAAAAAAATTTTTTTTTTTTCTAAATTTTTTTTTTTTTCCCCGAAGATTTTGGCTCTTTCCCCCCCCCGCCTC
H1 CGCATACGACGTACACCTTCCGAAGCCAAATGGCTTAGTTACAACTCCCACAGATAAAATTTTTTTTTCTCTTAACATTTTATCTTTCACTGCAGTTCTTGCTTCCTCTTGCCGCTTTTGCAATTACTGGGGGCTGE
* * * * X * *x *hkk * *khkkk K * * *kx Kk **x *x *
H2 TTTAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGCGCGGGGGCACCAACCACCNCNNCAATTTTCTTGTTGTTTTTTGAAAACAAAAAAAATAAAACCCACATATATGGCGGAAAAAATATTGTTTATAGAATTTTTTTGGGGGCGGC
H1 ACCTGTACCAGACCACCACCCATTTCCTGCTGTTTTTAAAGAGAAATGACATCCTTTATATGTCCNNAATTTCTTTAATCGATTCTTTCTGCTGCCGCCTTTTCCATATCANGAGAGGNGCANNNCGNGNCGTTCGT
* * * ** K**k * * * *x*x * * * ** ** * *x*k * *

Sekil 3.10. Wolbachia ftsZ genini ¢ogaltmada kullanilan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PCR sonucunda ii¢ Wolbachia pozitif sonug veren Germencik (H1; HS156 —
M) ve mensei bilinmeyen (H2; kdpek 27) tic Wolbachia izolatinin dizilim analiz sonuglarinin Clustal 2.0 bilgisayar programi kullanilarak birbirleri arasinda
yapilan karsilagtirllma sonuglari. (*); o pozisyondaki korunmus baz ciftlerini belirtmektedir. (-); karsilastirma sonucunda o pozisyondaki niikleotid
bosluklarini belirtmektedir. (N); dizilim analiz sonuglarindaki hatalar1 gostermektedir.
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4. TARTISMA

Kopeklere yerlesen filarial nematodlar, hem hayvanlarda meydana getirdikleri
hastalik hem de zoonoz 6zellik gdstermesi nedeniyle diinyada artan bir 6neme sahiptir.
Insan ve hayvanlarin enfeksiyona maruz kalmasinda ara konak gorevi iistlenen cesitli
cinslere bagli artropod tiirlerinin diinyada genis bir yayilisa sahip olmasi konunun
Oonemini daha da artirmaktadir (Montoya ve ark 1998, Fan ve ark 2001). Cesitli lilkelerde
bu parazitlerin yayilis1 ve epidemiolojisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar, daha ¢cok kdpeklerde
ciddi kardiopulmoner bozukluklara ve bazen de 6liime yol acan D.immitis iizerinde

yogunlasmistir (Barriga 1982, Anderson 2000).

Filarial nematodlarin diinyadaki yayilis1 bolge, duyarli vektor, ekolojik faktor,
uygulanan teknikler ile daha bircok faktére bagli degismekle birlikte D.immitis’in
Amerika’da % 0,3-39,7 (Graham 1974, Kocan ve Laubach, 1976, Todaro ve ark 1977,
Mackenzia ve Waldie, 1991, Theis ve ark 1999, Theis ve ark 2001), 1spanya’da % 1,6-
58,89 (Perez-Sanchez ve ark 1989, Ortega-Mora ve ark 1991, Aranda ve ark 1998,
Montoya ve ark 1998), Hollanda’da % 9 (Saleh ve ark. 1988), italya’da % 0,6 (Cringoli
ve ark, 2001), Avusturya’da % 3,6-6,4 (Martin ve Collins 1985, Marks ve Bloomfield
1998), Avustralya’da % 1,1-15 (Copland ve ark 1992, Bidgood ve Collins 1996),
Tayvan’da % 12,1-13,4 (Fan ve ark. 2001) ve Japonya’da (Tada ve ark 1991, Nogami ve
Sato 1997) % 46,8-62,8 oraninda yayilisa sahip oldugu bildirilmektedir. Tirkiye, gerek
iklimsel gerekse ekolojik faktorler yoniinden filaria tiirlerinin yayilisi i¢in uygun bir iilke
olarak goziikmesine ragmen filarialarin yayilisi konusunda sinirli bilgi bulunmaktadir.
Tiirkiye’de simdiye kadar filaria tiirlerinden yalmizca D.immitis, D.reconditum ve
D.repens 'in varhigi bildirilmistir (Tasan 1977, Giiralp 1981, Atas ve ark 1997). Bu konuda
yapilan c¢aligmalarda genellikle nekropsi bakisi yapilmig daha seyrek olarak natif,
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Modifiye Knott kan baki yontemleri nekropsi ile desteklenmistir. Dirofilaria immitis’e
Ankara’da % 0,6-9,3 (Pamukcu ve Ertiirk 1961, Yildirim 1998, Zeybek 1989, Zeybek ve
ark 1992), Afyon’da %3,6 (Kozan ve ark 2007), Aydin’da %13.9 (Voyvoda ve ark. 2004),
Bursa’da % 0,2-2,98 (Tinar ve ark 1989, Coskun ve ark 1992, Yalgin ve ark 2007),
Elazig’da % 5-9,1 (Balik¢1 ve Sevgili 2005, Tasan 1984), istanbul’da %1,52 (Oncel ve
Vural 2003), Hatay’da %26 (Yaman ve ark 2009), Kayseri’de % 12 (Sahin ve ark 1993),
Kirklareli’nde %27,46 (Yildiz ve ark 2008), Sivas’ta % 6 (Atas ve ark 1997), Sanliurfa’da
%5,5-10,5 (Sahin ve 2004), Eskisehir’de %1,4-30 (Kozan ve ark 2007, Sarni¢ ve Aklan
1986), Van’da %17.8 (G6z ve ark 2007) oraninda rastlanmistir (Cizelge 1.1.3).

Dirofilaria repens’in ayni cinse ait D.immitis’den daha az ve sinirh bir yayilisa
sahip oldugu ve Ispanya’da % 0,3-86 (Perez-Sanchez ve ark 1989, Cancrini ve ark 2000),
Italya’da % 0,8 (Cringoli ve ark 2001) kaydedilirken oran verilmeksizin Fransa, Almanya,
Seylan, Hindistan, Israil, Misir, Kanada, Brezilya, Arjantin ve Nijerya’dan da
bildirilmistir (Barriga 1982, Soulsby 1982, Anderson 2000). Benzer bigimde Tiirkiye’de
simdiye kadar sadece Ankara (Doganay 1983) ve Elazig’da (Tasan 1983, Tasan, 1984)
D.repens bildirilirken c¢aligmamizda D.repens’e rastlanmamistir. Daha once D.repens
varlig1 bildirilen bolgelerde daha sonra rastlanilmamasina potansiyel vektér dagiliminin

sinirli olmasinin neden olabilecegi bildirilmistir (Aranda ve ark 1998).

Bu calismada D.immitis’in Aydin bolgesindeki yayilist %12,3 olarak saptanmis ve
daha once aynmi bolgede yapilan calisma ile benzerlik gostermistir. Yerlesim yerleri
arasinda en yiisek yayginlik %80 oranla Aydin’in Germencik ilgesinde belirlenmistir,
bunu % 6,66’lik oranlarla Aydin Merkez, Kosk ve Didim ilgeleri takip etmistir.
Germencik ilgesinde etken oraninin fazla olmasi bolgede bataklik arazinin ve herhangi bir
calisma yapilmamakla birlikte bolgede etkene arakonaklik yapabilecek sivrisinek oraninin
yiiksek olmasi olarak diisiiniilmiistiir. Izmir bdlgesinden alian drnek sayisinin az olmasi

nedeni ile bolgedeki Dirofilaria tiirleri yayginlig1 degerlendirilememistir.

Filaria tipi nematodlarin teshisinde kanda mikrofiler saptanmasinda kullanilan
yontemlerden membran filtrasyon yonteminin, natif, slirme preparat ve modifiye knott
yontemlerine oranla daha duyarli oldugu bildirilmektedir (Acevedo ve ark. 1981, Seward
2001). Bununla birlikte bazi arastiricilar (Williams ve ark 1977, Calvert 1987, Witeley

1988) membran filtrasyon ve modifiye knott yontemlerinin esit duyarlilikta oldugunu ve
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natif yonteme oranla konsantrasyon yontemlerinin %50-90 daha duyarli oldugunu
kaydetmektedirler. Williams ve ark. (1977), membran filtrasyon ve modifiye knott
yontemlerinin, 1 mikrofiler/ml yogunlugunda bile olduk¢a basarili oldugunu
belirtmektedirler. Ayrica membran filtrasyon yonteminin daha hizli ve giivenli olmasiyla
modifiye knott yonteminden daha avantajli oldugu ve bu testin rutinde tavsiye edilebilir
oldugu bildirilmektedir (Acevedo ve ark 1981). Modifiye knott yonteminde, 6zellikle
mikrofilerlerin ayriminda bas ve kuyruk kisimlarinin net goriildiigli ve morfolojik
Ol¢iimlerin daha sik olarak bu teste gdre yapildigi, maliyetinin diisiik oldugu ancak,
santrifiije gereksinim duyulmasi ve yetersiz santrifiij sonucunda mikrofiler kaybinin
olabilecegi kaydedilmektedir (Calvert 1987, Whiteley 1988, Courtney 1989). Membran
filtrasyon yonteminde ise daha hizli sonuglar alindig1 ve belirli bir sahada fazla sayida
mikrofilerin incelenebildigi, buna karsin, saptanan mikrofilerlerin bazen bas veya kuyruk
kisimlarinin membran {izerindeki porlara girmesiyle bu bolgelerin incelenmesinin zor
oldugu ve filtrasyon tertibatindaki temizlik yetersizliginin pozitif 6rneklerde bulunan
mikrofilerlerin bir diger kan Ornegine bulasmasma yol agabildigi belirtilmektedir
(Williams ve ark., 1977; Whiteley, 1988; Courtney, 1989b). Williams ve ark. (1977), 8
um por genisligi olan filtrelerde %3,5’a kadar mikrofiler kaybinin sekillenebildigini, 5
um por genisligindeki filtrelerde ise %1°den fazla kayip goriilmedigini bildirmisler ancak,
bu kayiplarin elde edilen sonuglart %3’den fazla degistiremeyecegi Wylie (1970)
tarafindan belirtilmistir. Adriano ve ark. (2009) yaptiklari calismada kandaki
mikrofilerlerin belirlenmesi i¢in PCR yodnteminin, Ranjbar-Bahadori ve ark. (2007) ve
Masahiko ve ark. (1999) yaptiklar1 calismalarda kit kullanilarak uygulanan serolojik
yontemin modifye knott yonteminden daha duyarli oldugunu belirtmistirler. Bu ¢aligmada
membran filtrasyon ve modifiye knott yontemleri, natif yonteme gore daha duyarli
bulunmustur. Ayrica PCR ve kit kullanilarak uygulanan serolojik yontemin kandaki
mikrofilerlerin belirlenmesi acisindan modifiye knott ve membran filtrasyon

tekniklerinden daha duyarli oldugu gozlenmistir.

Perifer kanda saptanan mikrofilerlerin teshisi amaciyla hareket 6zellikleri, uzunluk
ve genislik Olciileri, bas, govde ve kuyruk sekilleri gibi ¢esitli morfolojik 6zellikleri ile
bazi somatik yapilarin 6n uca uzakliklarinin viicut uzunluguna orani gibi cesitli
kriterlerden yararlanilmaktadir (Lindsey 1965, Kelly 1973, Anon 1974, Euzeby 1981,
Courtney 1989b, Corwin ve Nahm 1998, Rommel ve ark 2000). Mikrofilerlerin teshisinde
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olabilecek hatalar1 6nlemek i¢in somatik yapilarin incelenmesinde, arzu edilen bolgelere
gore farkli boyama yontemleri (Giemsa, May-Grunwald-Giemsa, Brilliant cresol blue,
Hematoxyline ferrique, Hemalun-eosine) kullanilmakta ve bu durum zaman, emek ve para
acisindan ayrica bir yiik getirmektedir. Ancak, asit fosfataz boyama yonteminin daha kisa
siirede kesin teshiste basarili oldugu pek ¢ok arastirict (Omar, 1977, Whitlock ve ark
1978, Euzeby 1981, Courtney 1989b, Ortega-Mora ve ark 1989, Leuterer ve Gothe 1993,
Peribanez ve ark 2001) tarafindan kaydedilmekte ve mikrofiler identifikasyonunda tercih
edilmektedir. Asit fosfataz histokimyasal boyama yoOnteminin, siirme preparatlarin
yanisira membran filtre izerinde de uygulandigi kaydedilmekte, bu sekilde daha fazla kan
Oorneginin incelenmesinin miimkiin oldugu ve mevcut miks enfeksiyonlarin teshis edilme
sansini arttirdigr bildirilmektedir (Whitlock ve ark.1978, Acevedo ve ark 1981, Theis ve
ark 1999). Acevedo ve ark. (1981), filtrasyon ve histokimyasal boyama metodunun
birlikte kullanilmasimin mikrofiler saptanmasi ve identifikasyonunda en uygun yontem
oldugunu belirtmektedir. Calismada elde edilen asit fosfataz boyama verilerine gore
D.immitis, D.repens ve D.reconditum’dan kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Asit fosfataz
boyamada mikrofilerlerin EP ve AP boélgelerinde kirmizi-kahverenginde nokta tarzinda
boya almasi ile D.immitis mikrofilerleri oldugu saptanmustir. Dirofilaria repens
mikrofilerlerinde asit fosfataz aktivitesi AP’de yiiziik tarzinda goriliirken D.reconditum
mikrofilerlerinde tiim yilizeyde boya aktivitesi goézlenmistir. Bu calismada elde edilen
sonuglar arastiricilarin (Chalifoux ve Hunt 1971, Whitlock ve ark 1978, Acevedo ve ark
1981, Leuterer ve Gothe 1993, Theis ve ark 1999, Peribanez ve ark 2001) bulgular ile
uyum gostermis, perifer kanda mikrofiler saptanmasi ve identifikasyonunda membran
filtrasyon ve asit fosfataz yontemlerinin birarada kullanilmasinin daha kisa siirede kesin
sonuca ulagilmasina imkan sagladig1 gozlenmistir. Peribanez ve ark. (2001)’nin, belirttigi
gibi mikrofilerlerde asit fosfataz reaksiyonunu saptamak amactyla LEUCOGNOST-SP®
test kitinin kullaniminin oldukga basarili ve kolay oldugu, ayni zamanda +4° C’de uzun
sire muhafaza edilebildigi gozlenmistir. Bunun yanisira ¢alismada -20 °C’de 6 ay
muhafaza edilen siirme preparat ve membran filtrelerindeki mikrofilerlerde herhangi bir
bozulma olmadan asit fosfataz reaksiyonunun sekillendigi belirlenmistir. Ayrica, EP ve
AP’nin toplam viicut uzunluguna orani sirasiyla % 31,1 ve % 78,3 saptanmis, bu yoniiyle
de arastiricilarin (Euzeby 1981, Barriga 1982, Soulsby 1982, Mehlitz 1988, Yildirim

1998) sonuglartyla benzerlik gostermistir.
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Dirofilaria immitis enfeksiyon riskinin yas faktorii ile ilgili olarak degiskenlik
gosterdigi kaydedilmekle birlikte (Graham, 1974, Selby ve ark 1980, Perez-Sanches ve
ark 1989, Montoya ve ark 1998, Fan ve ark 2001), baz1 yazarlar (Thrasher ve ark 1968,
Rowley 1981, Martin and Collins 1985) D.immitis enfeksiyonunda kopegin yasinin etkili
olmadigini, tiim yas gruplarinda enfeksiyonun goriilebilecegini kaydetmektedir. Bazi
yazarlar (Selby ve ark 1980, Pappas ve Lunzman 1985, Perez-Sanchez ve ark 1988,
Ortega-Mora ve ark 1991, Montoya ve ark 1998) ise yasin artmasi ile orantili olarak
enfeksiyon oraniin artig gosterdigine, ozellikle 3-7 yas arasinda daha yaygm (% 6,1-
53,8) olduguna dikkat ¢ekmektedirler. Aranda ve ark. (1998), 5 yas iistii kopeklerde
D.immitis’in % 73 yayilis gosterdigini, Sears ve ark. (1980), 1-3, 4-6, 7-9 ve 10-12 yas
gruplarindaki kopeklerde enfeksiyon prevalansini sirasiyla % 6, % 11, % 15, % 19
bildirerek yas ile birlikte enfeksiyon oranlarinin arttigini1 kaydetmislerdir. Benzer sekilde
Fan ve ark. (2000), D.immitis enfeksiyonunu 6 yas iistii kopeklerde (% 23,7), 1-3 (% 6,3)
ve 3-6 (% 14,1) yas aras1 kopeklere oranla daha yaygin bulmuslardir. Bu caligmada
kopeklerin yas gruplarina gére D.immitis enfeksiyonunda prevalans 0,5-3 ve 4-6 yas arasi
kopeklerde %42,85, 7 yas iizeri kopeklerde %14,3 olarak belirlenmistir. Yapilan diger
calismalarda belirtilenin aksine bu c¢aligmada 0,5-3 ve 4-6 yas kopeklerde enfeksiyon
oraninin daha fazla ¢ikmasmin sebebi; Orneklerin toplandigi boélgelerde kopeklerin
bekgilik ve av amact ile kullanilmasi nedeni ile ileri yastaki kdpek sayisinin az olmasina
olarak diislinlilmiistiir. Bu sebebten dolayr her yas grubundan yeterli sayida oOrnek

olmamast nedeniyle bu durum yorumlanamamustir (Cizelge 3.2).

Kopeklerde D.immitis enfeksiyonunda, cinsiyetin etkisinin olmadig1 kaydedilmekte
(Graham 1974, Martin ve Collins 1985, Aranda ve ark 1998, Masahiko ve ark 1999,
Theis ve ark 1999, Fan ve ark 2001, Byeon ve ark 2007, Adriano ve ark 2009) veya genel
olarak bu parazite erkek kopeklerde disilerden daha ¢ok rastlandigi bildirilmektedir (Selby
ve ark 1980, Montoya ve ark 1998). Bu farkliligin disi kopeklerin duragan yapisina
karsin erkek kopeklerin koruyucu, av veya spor amaciyla daha ¢ok tercih edilmesi, erkek
kopeklerin  dolagsma egilimlerinin fazlalig1 sebebiyle, sivrisineklere maruz kalma
risklerinin disilere gore daha yiiksek olmasindan ileri gelebilecegi kaydedilmektedir
(Selby ve ark 1980; Montoya ve ark 1998). Bu calismada pozitif oldugu belirlenen
kopeklerin %86,66’sim1 erkek kopekler, %13,33’iinii disi kopekler olusturmaktadir. Bu

bakimdan yukarida belirtilen veriler ile benzerlik gostermektedir. Bunun sebebi 6rnek
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aliman bolgelerde erkek kopeklerin koruma ve av amagh kullanilmas1 olarak
diisiiniilmiistiir. Bu sebepten dolay:1 iki cinsiyettende yeterli sayida 6rnek olmamasi
nedeniyle bu durum yorumlanamamistir (Cizelge 3.2).

Disarida barinan ve profilaksi uygulanmayan kopeklerde D.immitis enfeksiyon
riskinin yiiksek oldugu, bunun da sivrisineklere maruz kalma riski ile orantili oldugu
kaydedilmistir (Montoya ve ark 1998, Theis ve ark 1999). Bu calismada enfeksiyon
saptanan kopeklerin tiimiiniin disarida barinan, dolayisiyla sivrisinekler tarafindan
1sirilma olasiligr yiiksek olan ve profilaksi uygulanmayan kopekler olmasi, sonuglarimizin
ilgili literatiirlerle (Montoya ve ark 1998, Theis ve ark 1999) uygunluk gosterdigini
ortaya koymaktadir.

Ayrica pozitiflik saptanan Aydin Merkez, Germencik, Kosk ve Didim ilgelerinin
sivrisineklerin dogal yasam alani olan Biiyikk Menderes Nehri’ne yakin olmasi bu

pozitifligi destekler niteliktedir.

Wolbachia tiirleri birgok artropod tiirlinlin lireme sistemlerinde yerlesik halde
bulunan sitoplazmik bakterilerdir. Bu bakteriler konak iireme sisteminde partenogenez,
tireme bozukluklar1 ve feminasyon gibi etkiler olusturmaktadir (Genchi ve ark 2007,
Werren ve ark 1995). Dirofilaria immitis’ler de Wolbachia’nin varlig: ilk olarak 1995
yilinda ortaya koyulmustur (Sironi ve ark 1995). Biitiin Dirofilaria’larda Wolbachia’nin
belirlenmesi nedeni ile aralarinda simbiyotik bir iligki oldugu diistiniilmiistiir (Bandi ve
ark 2001). 2000 yilinda tetrasiklin tiirevi ilaglarin kullanilmasi sonucunda Dirofilariosis
enfeksiyonlarin azalmasi, Wolbachia’nin hastaligin patogenezisinde énemli yeri oldugunu
disiindiirmiistiir (Hoerauf ve ark 2000). Yapilan ¢aligmalarda degisik molekiiler ve
serolojik metodlar kullanilarak Dirofilaria immitis’lerde Wolbachia’nin varligi ortaya
konulmustur (Bandi ve ark 1998, Casiraghi ve ark 2002, Kramer ve ark 2005, Marcos-
Atxutegi ve ark 2002, Zhou ve ark 1997, Werren ve ark 1995). Bu calismada, toplanan
orneklerden elde edilen Dirofilaria immitis eriskin ve mikrofilerilerinin tamaminda PCR
teknigi kulanarak Wolbachia’nin varligimi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda
insektalarda goriilen 38 Wolbachia tiiriinlin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda
filogenetik olarak iki grup (A ve B) olusmus ve bu gruplar arasinda amino asit diizeyine
ftz geninin 5' yoniinde (ilk 170 amino asit) alti amino asit farklilasmas1 gozlenirken 3'

yonde 25 farkli amino asite rastlanmig ve proteine ait N terminal kismin daha korunmus
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oldugu belirtilmistir (Werren e ark 1995). Bu calismada, Germencik’ten ve farkli bir
bolgeye ait somatik D.immitis’ten izole edilen Wolbachia tiirleri arasinda yapilan
karsilagtirmada niikleotid diizeyinde genin 5' kismimin korunmus, 3' kesiminde ise
insesiyonlarin oldugu gozlemistir. Her ne kadar niikleotid diizeyinde farklilasmanin
goriilmiis olmas1 ve meydana gelen degisimlerdeki sinonim ve nonsinonim yer
degistirmelerinin belirlenmemis olmasina ragmen, yapilan analizler bize Dirofilaria
immitis’lerde varlig1 gosterilen Wolbachia tiirleri arasinda bolgesel farkliligin olustugunu
gostermektedir. Bu farkliliklarin ileriki ¢aligsmalarda yapilacak olan filogenetik analizler
ile belirlenerek bolgede yer alan bakteri populasyonlarinin belirlenmesi i¢in bir 6n
calisma olmustur. Ayni1 zamanda Wolbachia tirlerinin D.immitis erigskinlerinde lireme
lizerine olusturabilecegi diisliniilen muhtemel degisimlerin ve iki tiir arasindaki simbiyotik
iliskinin belirlenmesi kdpeklerde goriilen Diroflariosis’e karst yeni kontrol stratejilerinin

gesilistirilmesine olanak saglayacaktir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma ile D.immitis’in prevalans1 Aydin ve ¢evresindeki kopeklerde % 12.3
olarak saptanmis, Izmir bdlgesinde etkene rastlanmamustir. Ayrica arastirma yapilan
bolgelerde D.repens belirlenmemistir. Kanda mikrofiler saptanmasi ve identifikasyonu
amaciyla natif, modifiye knott, membran filtrasyon ve PCR yontemleri ile asit fosfataz
histokimyasal boyama yontemi kullanilmig, her yontem ic¢in elde edilen bulgular
degerlendirilmistir. Perifer kanda mikrofilerlerin belirlenmesinde en etkili yontemin PCR
oldugu belirlenmis. Mikroskobik inceleme yontemleri karsilatirildiginda modifiye knott
ve membran filtrasyon tekniklerinin ayni duyarlilikta oldugu saptanmistir. Tiirkiye’de
parazitoloji laboratuvarlarinda hentiiz kullanilmayan bu tekniklerin, filarial enfeksiyonlarin
durumunun tespit edilmesi ve gerekli profilaktik 6nlemlerin ortaya konulmasi amaciyla
rutin olarak kullanilmasinda yarar goriilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle D.immitis’den
kaynaklanan gizli enfeksiyonlarin da teshisinde, sozii edilen parazitolojik tekniklerin
yanisira immunoserolojik teshis yontemlerin de beraberinde kullanilmasinin elde edilecek
sonuglarin daha saglikli ve gercekei olmasini saglayacagi kanatine varilmistir.

Bu caligma ile, Tiirkiye’de kopeklerdeki D.immitis etkenlerinin kandaki mikrofiler

ve eriskinlerinde Wolbachia’nin varlig ilk olarak tespit edilmistir.
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OZET

Bu calisma, Haziran 2007-Agustos 2009 tarihleri arasinda Aydin ve Izmir
yoresinde 150 kopekte filarial enfeksiyonlarin yayilisini belirlemek ve Dirofilaria
tirlerinde Wolbachia’nin varligini ortaya koymak amaci ile yapilmistir. Bu amagla alinan
kan ornekleri natif, modifiye knott, membran filtrasyon ve PCR yontemleri ile Dirofilaria
tiirleri agisindan incelenmis; ayrica asit fosfataz boyama yapilmistir. Pozitif oldugu
belirlenen Orneklerde ticari kit kullanilarak kalplerinde erigskin parazitin varligi
arastirilmis ve kalbinde eriskin Dirofilaria immitis belirlenen 3 kopekte nekropsi
yapilarak erigkin parazitleri alinmistir. Kan 6rnegi alinan kdpeklerin bulundugu bélge, kan
alma tarihi ve zamani, yasi, cinsiyeti, sahipli/sahipsiz, i¢eride/disarida barinma, varsa
klinik belirtileri protokol numaras1 verilerek kayit edilmistir.

Aydin bolgesinde kopekleri Dirofilaria’nin prevalanst %12.3 olarak belirlenmis,
Izmir’den alman &rneklerde Dirofilaria tespit edilememistir. En yiiksek enfeksiyon
oraninin %80 ile Aydin’in Germencik ilgesinde oldugu, Merkez, Kosk ve Umurlu’da
enfeksiyon oraninin %6,66 oldugu belirlenmistir. Perifer kanda mikrofiler varliginin
belirlenmesinde en etkili yontemin molekiiler tekniklerden PCR oldugu, mikroskobik
incelemeler arasinda ise modifiye knott ve mebran filtrasyon tekniklerinin natif yonteme
oranla daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Dirofilaria immitis mikrofilerlerinin natif yontemde yavas ve yilanvari hareket
edip mikroskop sahasi disina ¢ikmadigi, modifiye knott ve membran filtrasyon
yontemlerinde kilifsiz, 6n kisminin konik bicimde sivrilerek sonlanip kuyruklarinin diiz
oldugu saptanmustir. Asit fosfataz boyamada mikrofilerlerin EP ve AP bolgelerinde nokta
tarzinda boya aldig1 ve ortalama uzunluklarinin 254,1 pm, 6n nihayeti-EP uzunlugu 79,2
um, EP-AP uzunlugu 119,8 pm ve AP-arka nihayeti 55,1 pum, kalinliklar1 4,1 pm
Olciilmiistiir. Bu bolgelerin viicut uzunluguna oraninin sirasiyla % 30,7 ve % 79,2 oldugu
belirlenmis ve nekropsi sonrasi kalpten alinan 12 erigkin disinin yapilan uzunluk (en ve
boy olarak) ol¢timlerinde ortalama uzunluklar1 284 mm, kalinliklar1 1,21 mm ve 30
eriskin erkegin ortalama uzunluklart 178 mm ve kalinliklar1 0,78 mm olarak
belirlenmistir.

Nekropsi sonucunda elde edilen eriskin Dirofilaria immitis’ler Wolbachia

acisindan PCR ile incelenmis ve biitiin 6rneklerde Wolbachia varlig1 tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dirofilaria, Kopek, Mikrofiler, Wolbachia, PCR
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SUMMARY

This study was carried out between June 2007/August 2009 to determine the
prevalence of filarial infections and to research Wolbachia in Dirofilaria spp. in 150 dogs
at Aydin and Izmir region. Blood samples were examined by native, modified knott,
membrane filtration techniques and PCR assay in order to detect the Dirofilaria spp. and
acid phosphatase histochemical staining was performed for this aim. Three positive dogs
were examined with necropsy. The origin of dogs, date and time (10°°-18") of blood
collection, age, sex, being owned/stray, being outdoor/indoor, and the clinical signs (if
there is) and the number of dogs were recorded. The prevalence of Dirofilaria immitis
was determined as 12.3% in Aydin region. There were no positive dogs in izmir region.
Among the controlled regions, the maximum infection rate was found in Germencik-
Aydin district (80%) and infection rate in Merkez, Kosk and Umurlu was 6,66% in each
region. PCR was found to be most effective metod for determining microphlerial parasites
in perpheral blood, within the microscopic examination techniques modified knott and
membrane filtration methods were found to be more effective than naive microscopic
examination.

The microfilaries of Dirofilaria immitis observed to exhibit sluggish and
undulating movements and not to move across the objective field in the native technique.
In the modified knott and membrane filtration techniques, microfilaries determined to be
unsheathed, tapered conically from the anterior extremity and straight tailed. In the acid
phosphatase histochemical staining, the enzyme activity was restricted to EP and AP
zones. Dot like staining was observed in these zones. The average length was 254,1 um,
distance between anterior end-EP, EP-AP, AP-posterior end and thickness was 79,2;
119,8; 55,1 and 4,1 um, respectively. The ratios of these zones to the body length were
30.7% and 79.2% respectively and the average length and thickness of 72 adult female
collected from hearth after necropsy was found to be 284 and 1,21 mm respectively. the
average length and thickness of adult male collected from hearth after necropsy was found
to be 178 and 0,78 mm respectively.

The PCR assay was highly efficient molecular test, besides this within
microscopic methods modified knott and membrane filtration were considered to be more
suitable than native examination for the detection and identification of microfilaria in

peripheral blood.

70



All of the collected adult Dirofilaria immitis were examined for presence

Wolbachia spp. With PCR test and all samples were found positive.

Keywords: Dirofilaria, Dog, Microfilarie, Wolbachia, PCR
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