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Bu ¢alisma, Avanos ve ¢evresindeki sokak kdpeklerinde
filarial nematod enfeksiyonlarinin prevalansini tespit
etmek amaciyla yiiriitiilmistir. Bu amagla, Mayis-Eyliil
2013 tarihleri arasinda farkl yas, cinsiyet ve irktan
olmak tlizere toplam 138 sokak képeginden kan 6rnekle-
ri alinmistir. Alinan kan Ornekleri oOncelikle natif,
modifiye knott ve membran filtrasyon-asit fosfataz
histokimyasal boyama yoéntemleri ile perifer kandaki
mikrofilerler yoniinden incelenmistir. Sonraki basamak-
ta toplanan kanlardan genomik DNA ekstraksiyonu
yapilmis ve elde edilen genomik DNA’lar Dirofilaria
immitis’in 5.8S-1TS2-28S ve cytochrome oxidase subunit
1 (COI) spesifik gen bolgelerini parsiyel olarak
amplifiye eden primerler ile PCR analizine tabii
tutulmuslardir. PCR analizi sonucunda, 138 képegin 3'i
(%2.17) D. immitis pozitif olarak belirlenmis, diger
filarial nematod enfeksiyonlarina ise rastlanmamustir.
Molekiiler olarak pozitif belirlenen 3 6rnegin 2’sinde
perifer kan muayene yontemleri ile mikrofilerler sap-
tanmistir. Pozitif belirlenen izolatlardan birine ait PCR
Uriinii jelden plirifiye edilerek her iki gen bdlgesi icin
¢cift yonli sekans analizlerine tabii tutulmustur. Sekans
analizi sonucu Avanos yoresinden elde edilen D. immitis
izolatinin Diinya’da GenBank veri tabanina kayith ho-
molog izolatlarla 5.8S-ITS2-28S ve parsiyel COI gen
bolgelerinin ¢oklu hizalama analizlerine goére sirasiyla
%99.5-%100 ve %94.3-%100 identiklik gosterdigi be-
lirlenmistir. Bu ¢alisma ile Avanos yoresi sokak képek-
lerinde D. immitis enfeksiyonlarinin hem mikroskobik
hem de molekiiler yontemlerle prevalansi belirlenmis
ve pozitif belirlenen bir izolatin 5.8S-ITS2-28S ve COI
gen Dbolgelerinin  molekiiler karakterizasyonu ve
filogenetik analizi yapilmistir.
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ABSTRACT

This study was carried out to determine the prevalence
of filarial nematode infections in stray dogs in Avanos
and vicinity. For this aim, a total of 138 blood samples
were collected from stray dogs in different ages, sexes
and breeds between May-September 2013. The blood
samples were firstly examined by wet mount (direct
microscopic examination), modified knott's and mem-
brane filtration-acid phosphates histochemical staining
techniques in order to detect the circulating microfilaria
in peripheral blood. In the next step, genomic DNA ex-
traction was obtained from collected blood samples, and
the obtained genomic DNAs were analyzed by PCR with
primers amplifying specific gene regions of 5.8S-ITS2-
28S and cytochrome oxidase subunit 1 (COI) of Dirofi-
laria immitis. Three (2.17%) out of 138 blood samples
were found to be D. immitis positive whereas no other
filarial nematode species were detected. Two out of
three positive samples determined as molecularly posi-
tive were also found positive by peripheral blood exami-
nation techniques. The PCR product belonging to one of
positive isolates was gel purified and sequenced in both
directions for two gene regions. The identity rates be-
tween the obtained D. immitis isolate obtained from
Avanos region and the other homologous isolates from
the world GenBank were determined as 99.5%-100%
and 94.3%-100% according to the phylogenetic analy-
ses of 5.8S-1TS2-28S and COI gene regions, respectively.
Both microscopic and molecular methods the preva-
lence of D. immitis from stray dogs of Avanos region was
revealed and the molecular characterization and phy-
logenetic analyses of isolate for 5.8S-ITS2-28S and COI
gene regions were investigated in this study.
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GIRIS

Kopeklerin kalp kurdu olarak bilinen Dirofilaria immitis,
nematoda siifinin Filarioidea st ailesinde yer alan,
sivrisineklerle biyolojik olarak nakledilen zoonotik ka-
rakterli bir parazittir. Parazit heteroxene gelisen bir
nematod olup ara konak olarak; Diptera takiminda,
Nematocera alttakiminda, Culicidae ailesinde,
Toxorhynchitinae, Culicinae ve Anophelinae alt ailele-
rinde yer alan Anopheles, Aedes, Psorophora, Culex,
Myzorhynchus, Taeniorhychus, Ayzorhynchus, Mansonia
ve Armigenes cinsi sivrisineklerde, sonkonak olarak ise;
basta kopekler olmak iizere, kedi, kurt, aslan, kaplan,
geyik, tavsan, rakun, tilki, ay1, su samuru, dingo, fok ba-
liklari, denizaslani, at, sempanze, orangutan gibi hay-
vanlar ve insanlarda gelisim gostermektedir (1-3). Son
konaklarda esas olarak kalbin sag ventrikulusu,
pulmoner arter, sag atrium ve vena cava'ya, nadir olarak
da camera oculi anterior ve periton bosluguna yerles-
mektedir. Kopeklerde filarial nematodlarin olusturdugu
patojenite, parazitin tiirii, sayisi, lokalizasyon yeri, hay-
vanin genel durumu gibi faktdrlere bagh olarak degisik-
lik géstermektedir. Dirofilaria immitis, kopeklerde mey-
dana getirdigi enfeksiyon bakimindan diger filarial
nematodlara gére daha patojendir (4).

Tirkiye’de D. immitis’in prevalansi lizerine yapilan ¢a-
lismalarda daha ¢ok mikrofilerleri saptamaya yonelik
konvansiyonel kan muayenesi teknikleri kullanilmis
olmakla birlikte, son yillarda duyarlilik ve 06zglinligi
ylksek serolojik ve molekiiler teshis yontemlerinin de
kullanildig1 goriilmektedir. Bunun yaninda molekiiler
karakterizasyon ¢alismalarinin ise ¢ok sinirli oldugu ve
bu konuda yapilan ¢alismalarin yetersiz oldugu dikkati
cekmektedir (5,6).

Bu ¢alismada, Tiirkiye'nin i¢ ve dis turizm potansiyeli
ylksek yoreleri arasinda yer alan Nevsehir'in Avanos
ilgesi ve civarinda sokak kopeklerinde D. immitis’in mo-
lekiiler epidemiyolojisinin ortaya konmasi amag¢lanmis-
tir. Arastirma yoresinde D. immitisin molekiiler
prevalansi belirlenmis ve pozitif izolatlardan birinin
5.8S-ITS2-28S ve COI gen bolgelerine gore molekiiler
karakterizasyonu yapilmis ve filogenetik yapilanmasi
ortaya konmustur.

GEREC VE YONTEM

Arastirma Sahasi

Calisma, Mayis-Eyliil 2013 tarihleri arasinda Avanos’un
farkl ilge ve koylerindeki toplam 138 sokak kdpegi tize-
rinde ylriatilmiistiir.

Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Mikrofilerler Yéniin-
den Perifer Kan Muayenesi

Kopeklerden kan ornekleri, Avanos Belediyesi’'nce yiirii-
tiilen “Sokak Kopeklerini Kisirlastirma Projesi” kapsa-
minda yakalanip genel amacgh (6zellikle zoonotik hasta-
liklar yoniinden) kontroller i¢in alinan kan 6rneklerin-
den ve/veya ovariohysterectomie (kisirlastirma operas-
yonu) esnasinda alinan kan numunelerinden saglanmis-
tir. Calisma siliresince toplam 138 kopekten steril
EDTA'h1 (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) ve
heparinli tiiplere alinan kan érnekleri Erciyes Universi-
tesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
Laboratuvarr'na getirilmistir. Kan 6rnegi alinan kopek-
lerin yas, cinsiyet ve 1rklari ile bulunduklar1 merkez ve
ornek alma tarihleri kayit altina alinmistir (Tablo I). Kan
orneklerinin her birine protokol numarasi verilmis,
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heparin’li tiiplere alinan kan o6rnekleri aym giin veya
+4°C’de bekletilip ertesi giin natif, modifiye knott ve
membran filtrasyon yontemleri (7) ile incelenmistir.
DNA ekstraksiyonuna tabii tutulacak EDTA’l1 kan 6rnek-
leri ise analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda
(-20°C) muhafaza edilmistir.

Genomik DNA Izolasyonu

-20°C’de EDTA’L1 tiiplerde muhafaza edilen kan 6rnekle-
rinden genomik DNA (gDNA) izolasyonu, ticari kan
gDNA ekstraksiyon kiti (Axygen® AxyPrep™ Blood
Genomic DNA Purification Miniprep Kits, Corning®) ile
yapimistir. Final eliisyon 50pl olacak sekilde ayarlan-
mistir. Elde edilen gDNA miktarlari Nanodrop
spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanilarak
Ol¢iilmiis ve gDNA ekstraktlari kullanilana kadar -20°
C’'de muhafaza edilmistir.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Genomik DNA ekstraktlari, D. immitis’in farkl iki gen
bolgesinden sirasiyla 5.8S-1TS2-28S gen bolgesinin 542-
bp kismini amplifiye eden DIDR-F1 (5’-AGT GCG AAT
TGC AGA CGC ATT GAG-3’ F) ve DIDR-R1 (5’-AGC GGG
TAA TCA CGA CTG AGT TGA-3’ R) ve COI gen bdlgesinin
203-bp kismimi amplifiye eden DICOIF1 (5’-AGT GTA
GAG GGT CAG CCT GAG TTA-3’) ve DICOIR1 (5-ACA
GGC ACT GAC AAT ACC ATT-3’ R) ile ilgili protokole (8)
gore PCR reaksiyonuna tabii tutulmustur. PCR analizle-
rinin gegerliliginin ve herhangi bir kontaminasyonun
olup olmadiginin test edilmesi amaciyla her analizde
pozitif kontrol olarak standardize edilmis referans or-
neklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise
sterilize edilmis deiyonize su kullanilmistir.
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR trtnleri (10 pl)
%1.5 'luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP
Jel Dokiimantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene
analiz programi (UVP INC Uplant, CA ) ile goriintiilenip
analiz edilmigtir.

Dirofilaria immitis’in 5.85-ITS2-28S ve COI Gen Bélge-
lerinin Sekansi ve Filogenetik Analizi

Her iki gen bélgesi i¢cin PCR analizleri sonucu pozitif
belirlenen 6rneklerden segilen bir izolata ait PCR iiriinii
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) kullanilarak jel piirifiye
edilmistir. Purifikasyon sonrasi jel piirifiye PCR iiriinii
D. immitisin 5.8S-ITS2-28S ve COI gen bdlgelerinin
parsiyel sekansinin ortaya konmasi1 amaciyla ¢ift yonlii
olarak sekanslanmistir. Forward ve reverse sekanslarin
BioEdit Sequence Alignment (9) ve Geneious 5.5.5 (10)
yazilimlari ile ikili hizalamalar1 yapilarak final dizilim
elde edilmistir. Her iki gen bélgesi yoniinden elde edilen
niikleotid dizilimlerinin blastn (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapildiktan
sonra Diinya’da GenBank’a kayithi diger benzer izolatlar
ile Mega 5.0 (11) ve Geneious 5.5.5 (10) yazilimlarinda
coklu hizalamalar1 yapilarak filogenetik yapilanmalari
belirlenmis ve molekiiler karakterizasyonlari ortaya
konmustur.

BULGULAR

PCR analizleri sonucu incelemesi yapilan 138 kopekten
Ucti (%2.17) D. immitis ile enfekte bulunmustur. PCR
analizi sonucu pozitif belirlenen ii¢ kdpekten ikisinde
natif, modiye knott ve membran filtrasyon-asit fosfataz
histokimyasal boyama (Sekil 1) yontemleri ile perifer
kan muayenesinde mikrofiler saptanmis buna karsin bir
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kopekte ise kanda mikrofiler goriilmezken PCR analizle-
rinde D. immitis pozitif belirlenmistir. Konvansiyonel
perifer kan muayenesinde diger filarial nematodlara ait
mikrofilerlere rastlanmamistir. Pozitif belirlenen képek-
lerin yas gruplari, irk ve cinsiyetleri ile teshis yontemle-
rine gore dagilimlar1 Tablo I'de verilmistir. Dirofilaria
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immitis 5.8S-1TS2-28S ve COI gen bdlgelerini amplifiye
eden primer setleri ile izolatlara ait gDNA’'larin PCR
amplifikasyonu sonucu agaroz jel lizerinde sirasiyla 542
-bp ve 203-bp spesifik DNA fragmentleri belirlenmistir
(Sekil 1I, III). Avanos yoresinde sokak kopeklerinden
elde edilen D. immitis izolatinin parsiyel COI gen bolge-

Sekil L. D. immitis mikrofileri. A. Natif muayene B: Modifiye knott C: Membran Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal boyama yo6n-

temi. EP: Bosaltim Deligi, AP: Anal Delik (orijinal)

Tablo I. Farkli teshis yontemlerine gére D. immitis pozitif belirlenen képeklerin cinsiyet, irk ve yasa gére dagilimi

incelenen Natif Mua- Modifiye Membran PCR
Faktor kopek Knott Yon-  Filtrasyon COI Gen 5.8S-ITS2-
sayisl yene temi Yontemi Béloesi 28S Gen Bol-
olgesi gesi
Cinsiyet
Disi 77 1 1 1 2 2
Erkek 61 1 1 1 1 1
Yas Grubu
0.5-1 62 1 1 1 2 2
2-4 71 1 1 1 1 1
25 5 -
Irk
Coban kopegi 38 1 1 1 1 1
Kangal 30 - - -
Melez 56 1 1 1 1 1
Terrier 14 - 1 1
Toplam 138 2 2 2 3 3

542 bp

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

Sekil III. D. immitis'in parsiyel COI gen bdlgesini amplifiye
eden primerler ile PCR sonucu elde edilen amplikonlarin jel
elektroforezde gortiniimi. M: Marker; 1,2 ve 4: Pozitif
izolatlar; 3: Negatif izolat; 5: Pozitif kontrol; 6:Negatif kontrol
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sinin blastn analizlerine gore Brezilya’da insandan izole
edilen D. immitis izolat1 (Aksesyon No: HQ540424) ile %
5.7 genetik farklilik gosterdigi, diger izolatlarla ise %
100 identik oldugu belirlenmis ve filogenetik agac tize-
rinde (Sekil 1V) ilgili izolatlarla monofiletik cluster olus-
turduklar1 gértilmiistir. D. immitis izolatimin 5.8S-1TS2-

W
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28S gen bolgesinin blastn analizlerinde diinyadan farklh
bolgelerden kaydedilmis izolatlarla %99.5-%100 oran-
larinda identiklik gosterdigi saptanmistir. COI gen bol-
gesinde oldugu gibi ilgili izolatin kdpek ve vektor sivrisi-
neklerden izole edilmis diger izolatlarla filogenetik ola-

EU159111 Dirofilaria immitis Kopek Cin

AMTA49225 Diroflaria immitis Kopek Italya
AMT48220 Dirofilaria immitis Kopek Italya
AJ2T1613 Dirofilana immitis [talya

EU163945 Diroflaria immitis Kizil panda Cin
JF451464 Dircfilara immitis Kopek Brezilva
AB192886 Dirofilaria immitis Rakun Kopeg Japonya

AJS37512 Dirofilaria immitis Kopek Awstralya

B

DQ356815 Dirofilaria immitis Kurt ltalva
KC107805 Dirofilaria immitis Kopek Banglades
FM321553 Dirofilaria immitis Kopek [talya

HES79797 Dirofilaria immitis Insan Fransa

8 AMTA0227 Dirofilaria immitis Kedi [talya

AB102885
KF273903 Dirofllara immitis Kopek Kayser Turkiye

Diroflaria immitis Humboldt pengueni Japonya

KF2732904 Dirofilana immitis Kopek Kayser Turkiye

W Dircfilaria immitis Kopek Avanos

JF304903 Dirofilaria immitis Kopek Elazig Turkive

HQ540424 Dirofilaria immitis Insan Brezilya

DQ355814 Diroflaria repens

—

0.0

Sekil IV. Avanos ydresinde saptanan D.immitis izolat: ile GenBank’a kayith diger benzer bazi izolatlarin parsiyel COI gen bélgesine

gore filogenetik iliskileri (Neighbour Joining-Tamura Nei modeli, Boostrap:1000).

: Avanos izolati; Dis grup olarak D. repens

KF273906 Dirofilania immitis Kopek Kaysen

M Dirofilaria immitis Kopek Avanos

KF 273905 Dirofilaria immitis Kopek Kaysern

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

FJ263460 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

s7 | EU182331 Dirofilana immitis Kizil panda Cin

JNO84166 Dirofilaria immitis Kopek Iran

FJ263465 Dirofilana immitis Kopek Brezilya

JXB889637 Dirofilana immitis Sivisinek Iran

JX889636 Dirofilaria immitis Sivrisinek Iran

42
FJ263461 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya
FJ263463 Dirofilana immitis Kopek Brezilya
84 FJ263458 Dirofilaria immitis Kopek Brezilya

JXB889634 Dirofilaria immitis Sivrisinek Iran

L— JN084188 Dirofilana immitis Kopek Iran
JX481279 Dirofilaria immitis Kopek Hindistan
65 | JXB66681 Diroflana immitis Hindistan

HM 126608 Dirofilaria immitis Sivrisinek Kaysen Turkiye

FJ717410 Dirofilana repens

0.05

Sekil V. Avanos yoresinde saptanan D. immitis izolat1 ile GenBank’a kayith diger benzer bazi izolatlarin 5.8S-ITS2-28S gen bolgesi-

ne gore filogenetik iliskileri (Neighbour Joining-Tamura Nei modeli, Boostrap:1000).

: Avanos izolati; Dis grup olarak D. repens

(FJ717410) kullanilnustir. Olgek cizgisi bolgeye gore niikleotid degisimini géstermektedir.
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rak (Sekil V) monofiletik kiimelenme gosterdigi belir-
lenmistir.

TARTISMA VE SONUC

Kopeklere yerlesen filarial nematodlar, hem hayvanlar-
da meydana getirdikleri hastalik hem de zoonoz 6zellik
gostermeleri nedeniyle Diinya’da artan bir dneme sa-
hiptir. Cesitli iilkelerde bu parazitlerin yayilisi ve epide-
miyolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalar genellikle kdpek-
lerde agir kardiopulmoner bozukluklara ve bazen de
oliime yol acan D. immitis lizerine yogunlasmistir (4,12).
Koépeklerde D. immitis enfeksiyonunun olusmasinda
sicaklik, nem ve sivrisineklerin bulunmas gibi ekolojik
faktorlerin yani sira yas ve barinma sartlar1 da 6nemli
bir rol oynamaktadir (13).

Tiirkiye'de gliniimiize kadar kopeklerde D. immitis lize-
rine ¢alismalarda yogun olarak konvansiyonel teknikle-
rin kullanildigy, serolojik ve molekiiler teshis yontemle-
rinin kullaniminin ise son yillarda arttig1 gériilmektedir.
Bunun yaninda molekiiler karakterizasyon c¢alismalari-
nin ise ¢ok sinirl oldugu ve bu konuda yapilan ¢alisma-
larin yetersiz oldugu gorilmistiir (5,6). Diinya'nin he-
men her yerinde oldugu gibi Tiirkiye'nin de bir¢ok bol-
gesinde D. immitis lizerine ¢calismalar yapilmis ve enfek-
siyon prevalansinin degisik oranlarda seyrettigi tespit
edilmistir. Oge ve ark. (14) membran filtrasyon-asit
fosfataz histokimyasal boyama ve ELISA yontemleri ile
280 kopekten 26’sinda (%9.3); Yildirim (15) membran
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama yontemi
ile 300 képekten 19’unda (%6.3) D.immitis enfeksiyonu
belirlemislerdir. Aydin’da Voyvoda ve Pasa (16)
modifiye knott teknigi ile 158 kopekten 22’sinde (%
13.9) D. immitis mikrofileri tespit etmislerdir. izmir’den
28 ve Aydin’dan 122 olmak iizere toplam 150 képek
tizerinde Sarali (17)'nin yaptig1 bir ¢calismada direkt kan
muayenesi ile 4, modifiye knott yontemi ile 7, membran
filtrasyon yontemi ile 6 ve PCR ile 15 kopekte D. immitis
belirlenmistir. Tas¢1 ve Kilig (18)'mn Kars yoresinden
120 ve Igdir yoresinden 120 olmak tizere toplam 240
kopek lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, D. immitis’in
prevalansini PCR ile %25, ELISA ile %30 ve membran
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama ydntemi
ile %21.7 olarak belirlemisler ve ELISA ile antijen pozitif
tespit edilen 72 kopekten 26’sinda (%36.1) hem
membran filtrasyon-asit fosfataz hem de PCR yontemle-
ri ile D. immitis mikrofileri tespit edememisler ve bu
kopeklerde enfeksiyonun gizli (okult) seyrettigini bildir-
mislerdir. Kayseri'deki bir ¢alismada, membran
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama, ELISA ve
PCR yontemleri ile incelenen 280 kopekten 27’sinde (%
9.6) D. immitis tespit edilmis, parazit ile enfekte kopek-
lerin 8’inde (%29.6) de gizli (okult) enfeksiyon belirlen-
mistir (5). Konakta mikrofilerlerin tespiti her zaman
miimkiin olmamakta, kopeklerin %10-67’sinde eriskin
parazit var oldugu halde mikrofiler goériilememektedir
(5,18). Calismamizda oOrneklemeye alinan farkli yas,
cinsiyet ve 1rka ait 138 sokak kdpeginin 3'liniin (%2.17)
PCR analizleri ile D. immitis pozitif oldugu saptanirken
iki Ornekte yalnizca natif, membran filtrasyon-asit
fosfataz histokimyasal boyama ve modifiye knott yon-
temleri ile D. immitis pozitifligi belirlenmistir. Calismada
belirlenen prevalans oraninin yukaridaki ¢alismalarda
bildirilen oranlardan daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmis-
tir. Prevalans oranlarinin ¢alisma yorelerine gore degis-

kenlik gdstermesinin 6rnek toplanan alanlardaki sivrisi-
nek popiilasyonuyla dogrudan ilgili olabilecegi diistinil-
mektedir. Sivrisinek tiirlerinin yayilisinda cografik bol-
ge ve ekolojik 6zelliklerin 6nemli oldugu bilinmektedir.
Degisik habitatlar1 secen sivrisinek tiirlerinin ¢evresel
faktorlere kars: toleranslar yiiksek olmakta, buna kar-
sin az sayida habitat tipinde tireyebilen tiirlerin ise tole-
ransi az olmaktadir (19). Genel olarak da toleransi yiik-
sek olan tiirlerin genis alanlara yayilabildigi ve popiilas-
yon yogunluklarinin da diger tiirlere gore ytiksek oldu-
gu bilinmektedir (19,20). Calisma alani olan Avanos
yoresi, vektor sivrisinekler i¢cin uygun sicaklik, nem, su
kaynaklari, bitki ortiisi, iklim, yagis, riizgar gibi ¢cevresel
faktorlere sahip bir yapiya sahip olmasi ile D. immitis
enfeksiyonlarinin yayilis1 igin elverisli bir ekosistem
oldugu goriilmistiir. Her ne kadar c¢alismamizda
prevalans orani %2 civari belirlenmis olsa da reel an-
lamda bu oranin ytikselis gosterebilme riski bulunmak-
tadur.

Avanos yoresi sokak kopeklerinde yiiriitiilen bu ¢alis-
mada belirlenen prevalans oraninin yukaridaki arastiri-
cilarin belirledikleri prevalans oranlarindan daha diisiik
¢ikmasinin nedenlerinden bir digeri de, ¢calismada ince-
lenen 5 yas ve lizeri kdpek sayisinin az olmasindan kay-
naklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim kopeklerde
D. immitis enfeksiyonunun prevalansi yas ilerledikce
artmaktadir. D. immitis enfeksiyonunun yayilisinin yash
kopeklerde daha yiiksek diizeyde olmasi, parazitin
prepatent periyodunun uzun olmasi ile konak-parazit
iliskisinde yash képeklerin muhtemelen vektérlere daha
uzun siire maruz kalmasiyla agiklanmaktadir (14).
Filarial tip nematodlarin teshisinde kanda mikrofiler
saptanmasinda konvansiyonel ydntemler giiniimiizde
ozellikle rutin analizlerde sik olarak kullanilmaktadir.
Kullanilan yéntemlerden membran filtrasyon yontemi-
nin, natif, siirme preparat ve modifiye knott yontemleri-
ne oranla daha duyarl oldugu bildirilmektedir (5,6,21).
Bununla birlikte bazi arastiricilar (19,22) membran
filtrasyon ve modifiye knott yontemlerinin esit duyarl-
likta oldugunu ve natif yonteme oranla konsantrasyon
yontemlerinin %50-90 daha duyarli oldugunu kaydet-
mektedirler. Williams ve ark. (22), membran filtrasyon
ve modifiye knott yontemlerinin, 1 mikrofiler/ml yo-
gunlugunda bile oldukca basarili oldugunu belirtmekte-
dirler. Ayrica membran filtrasyon yonteminin daha hizl
ve giivenilir olmasiyla modifiye knott yonteminden da-
ha avantajli oldugu ve bu testin rutinde tavsiye edilebilir
oldugu bildirilmektedir (7,23). Modifiye knott yonte-
minde, 6zellikle mikrofilerlerin ayriminda bas ve kuy-
ruk kisimlarinin net goriildiigii ve morfolojik 6l¢iimlerin
genellikle bu teste gore yapildigl, ancak maliyetinin
diisiik olmasy, santrifiije gereksinim duyulmasi ve yeter-
siz santrifiij sonucunda mikrofiler kaybinin olabilecegi
bildirilmektedir (24,25). Membran filtrasyon ydntemin-
de ise daha hizli sonuglar alindig1 ve belirli bir sahada
fazla sayida mikrofilerin incelenebildigi, buna karsin,
saptanan mikrofilerlerin bazen bas veya kuyruk kisim-
larinin membran tizerindeki porlara girmesiyle bu boél-
gelerin incelenmesinin zor oldugu ve filtrasyon tertiba-
tindaki temizlik yetersizliginin pozitif 6rneklerde bulu-
nan mikrofilerlerin bir diger kan 6rnegine bulagsmasina
yol acabildigi belirtilmektedir (22,24). Calismamizda
kullanilan perifer kan muayenesi tekniklerinin tiimiinde
ayn1 sayida pozitiflik saptanmis ve yontemler arasi her-
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hangi bir duyarlilik farklilig1 gézlenmemis olmakla bir-
likte cesitli arastiricilarin  (7,15,23) Dbelirttigi  gibi
membran filtrasyon testi uygulanabilirlik ve spesifik
teshis amaciyla asit fosfataz histokimyasal boyama yo6n-
temiyle birlikte kullanildiginda daha etkin bir teknik
olarak degerlendirilmistir.

Parazitlerin teshis ve ayrimlarinda kullanilan konvansi-
yonel yontemler siklikla spesifik identifikasyonda yeter-
siz kalmaktadir. Bu nedenle filarial parazitlerin spesifik
teshisinde de o6zellikle niikleik asit tabanli yontemler
kullanilmaya baslanmistir (26). Mikrofilaremi goriilen
kopek ve kedilerde basta PCR, Nested PCR ve Real Time
PCR gibi molekiiler tan1 yontemleri ile filarial enfeksi-
yonlarin kesin teshisi saglanmis ve konvansiyonel y6n-
temlerde ortaya c¢ikabilecek hatali identifikasyonlarin
oniine gecilmistir (13,27-29). Ayrica s6z konusu teknik-
ler miks enfeksiyonlarin saptanmasinda da oldukg¢a
duyarlidir. Filarial enfeksiyonlarin teshisinde daha ¢ok
internal transcribed spacer 2 (ITS2), 5S rRNA, 12 S
rRNA, 16S rRNA, 28S rRNA ve mitokondriyal
cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) gibi gen bolgele-
ri kullanilmakta ve bu bolgelerden dizayn edilen spesi-
fik primerler ile amplifikasyon sonucu teshise gidilmek-
tedir. Ayn1 zamanda bu PCR {rinlerinin pirifiye edilip
klonlanmas1 ve sekanslanmasi ile de olas1 intra ve
interspesifik varyasyonlar tespit edilebilmekte ve
filogenetik analizler yapilabilmektedir (8,29,30). Nite-
kim bu ¢alismada da COI ve 5.8S-ITS2-28S gen bolgeleri
yonlinden PCR analizleriyle incelenen koépeklerden
t¢linde pozitiflik belirlenirken perifer kan muayene
teknikleri ile PCR pozitif iki 6rnekte pozitiflik saptan-
mistir. Bu agidan molekiiler tabanli yéntemlerden biri
olan PCR'in konvansiyonel yontemlere kiyasla daha
duyarl sonuclar verdigi konfirme edilmistir. Ancak ko-
peklerde erigkin parazitlerin var olup perifer kanda
mikrofilerin bulunmadig gizli (okult) enfeksiyonlar goz
oniine alindiginda molekiiler ve serolojik testlerin bir
arada kullanilmasi ile daha etkin sonuglar alinabilecegi
goriilmektedir.

Ribozomal RNA {niversal olmasi ve degisken
domainlerle birlikte ytliksek korunmus bélgeleri icerme-
siyle organizmalarda filogenetik iligkilerin ¢alisilmasin-
da en iyi gen bdlgelerinden birisi olarak nitelenmektedir
(31,32). Kopeklerde filarial nematodlarin ribozomal
RNA gen bolgesine gore filogenetik yapilanmalari iizeri-
ne cesitli calismalar yapilmis ve filarial nematod tiirleri-
nin bu gen bdlgesine gore yiiksek diizeyde korunmus
oldugu ortaya ¢ikarilmistir (26,33,34). Nitekim ¢alisma-
mizda da ribozomal 5.8S-ITS2-28S gen bdlgesi
filogenetik analiz sonuclari incelenen izolatlar arasinda
ylksek identiklik gorilmiis calismada karakterize edi-
len D. immitis izolat1 monofiletik olarak homologlariyla
cluster olusturmustur. Mitokondrial DNA verileri tiir
diizeyinde filogenilerin ¢oziimlenmesinde olduk¢a et-
kindir. Mitokondrideki genlerin siralanmasi degiskendir
ve bu genler genis kodlama yapmayan DNA’lar ile ayri-
lirlar. Mitokondrial genom kendini siklikla tekrar dii-
zenler ve boylece ayni hiicrede birgok tekrar diizenlen-
mis formlar goriilebilir. Filogenetik ve popiilasyon gene-
tigi calismalarinda mitokondrial DNA kullanimi artan
bir sekilde popilarite kazanmistir. Cytochrome c
oxidase enzimi elektron transport zincirinin ¢ok iyi bili-
nen bir proteinidir ve hem bakteri hem de mitokondride
bulunur. COI ve COIl genleri cytochrome c oxidase

Yabaneri F, Inci A, Yildirim A, Onder Z, Ciloglu A, Diizlii O

kompleksindeki yedi polipeptidden ikisini kodlar. COI
geni yaklasik 894 bp bir bolgeden olusur ve ozellikle
insektlerde olmak iizere ¢ok yakin iligkili tiirlerden soy,
alt aile, aile ve takimlara kadar genis dlgekte hiyerarsik
diizeydeki filogenetik problemlerin ¢6éziimlenmesinde
kullanilmaktadir (35). Mt-COI diger protein kodlayan
genlerle kiyaslandiginda daha yavas evrimlesen bir gen
bolgesidir ve molekiiler filogenilerin tahmininde yaygin
olarak kullanilmaktadir (35-37). Mt COI gen bolgesi
kopeklerde filarial nematodlarin identifikasyonunda ve
filogenetik yapilanmalarinda da yaygin olarak kullanil-
mis (38-40) ve tir ayriminda gostermis oldugu
interspesifik diversite ile uygun bir gen boélgesi oldugu
belirlenmistir. Ayrica ilgili gen bélgesinin ribozomal
DNA genlerine oranla goéstermis oldugu intraspesifik
heterojenite ile filarial nematodlarda tiir i¢i genetik
farkliliklarin ortaya konmasinda ve ekolojik bazda
filogeetik iligkilerin arastirilmasinda daha duyarl oldu-
gu vurgulanmistir (38). Benzer olarak ¢alismamizda da
mt-COIl intraspesifik niikleotid diversitesi ribozomal
DNA gen bolgesine gore yiiksek belirlenmis ve incele-
nen izolatlar yine monofiletik cluster olusturarak
filogenetik yapilanma gostermistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Avanos yoresi sokak kopek-
lerinde D. immitis enfeksiyonlarinin  molekiiler
prevalansi %2.17 olarak bulunmus ve bir izolatin 5.8S-
ITS2-28S ve COI gen bolgelerinin molekiiler analizi ve
filogenetik karakterizasyonu yapilmistir. Bunun yaninda
calismada konvansiyonel yontemlere kiyasla molekiiler
tabanli teshis yontemlerinin daha etkin ve duyarlh oldu-
gu gorilmiistiir.
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