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ÖZ 
Bu çalışma, Avanos ve çevresindeki sokak köpeklerinde 
filarial nematod enfeksiyonlarının prevalansını tespit 
etmek  amacıyla yürütülmüştür. Bu amaçla, Mayıs-Eylül 
2013 tarihleri arasında farklı yaş, cinsiyet ve ırktan 
olmak üzere toplam 138 sokak köpeğinden kan örnekle-
ri alınmıştır. Alınan kan örnekleri öncelikle natif, 
modifiye knott ve membran filtrasyon-asit fosfataz 
histokimyasal boyama yöntemleri ile perifer kandaki 
mikrofilerler yönünden incelenmiştir. Sonraki basamak-
ta toplanan kanlardan genomik DNA ekstraksiyonu 
yapılmış ve elde edilen genomik DNA’lar Dirofilaria 
immitis’in 5.8S-ITS2-28S ve cytochrome oxidase subunit 
1 (COI) spesifik gen bölgelerini parsiyel olarak 
amplifiye eden primerler ile PCR analizine tabii 
tutulmuşlardır. PCR analizi sonucunda, 138 köpeğin 3’ü 
(%2.17) D. immitis pozitif olarak belirlenmiş, diğer 
filarial nematod enfeksiyonlarına ise rastlanmamıştır. 
Moleküler olarak pozitif belirlenen 3 örneğin 2’sinde 
perifer kan muayene yöntemleri ile mikrofilerler sap-
tanmıştır. Pozitif belirlenen izolatlardan birine ait PCR 
ürünü jelden pürifiye edilerek her iki gen bölgesi için 
çift yönlü sekans analizlerine tabii tutulmuştur. Sekans 
analizi sonucu Avanos yöresinden elde edilen D. immitis 
izolatının Dünya’da GenBank veri tabanına kayıtlı ho-
molog izolatlarla 5.8S-ITS2-28S ve parsiyel COI gen 
bölgelerinin çoklu hizalama analizlerine göre sırasıyla 
%99.5-%100 ve %94.3-%100 identiklik gösterdiği be-
lirlenmiştir. Bu çalışma ile Avanos yöresi sokak köpek-
lerinde D. immitis enfeksiyonlarının hem mikroskobik 
hem de moleküler yöntemlerle prevalansı belirlenmiş 
ve pozitif belirlenen bir izolatın 5.8S-ITS2-28S ve COI 
gen bölgelerinin moleküler karakterizasyonu ve 
filogenetik analizi yapılmıştır.  
 
 
Anahtar kelimeler:  Avanos, Dirofilaria immitis, köpek, 
moleküler karakterizasyon, prevalans 

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-ITS2-28S 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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GİRİŞ 
Köpeklerin kalp kurdu olarak bilinen Dirofilaria immitis, 
nematoda sınıfının Filarioidea üst ailesinde yer alan, 
sivrisineklerle biyolojik olarak nakledilen zoonotik ka-
rakterli bir parazittir. Parazit heteroxene gelişen bir 
nematod olup ara konak olarak; Diptera takımında, 
Nematocera alttakımında, 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; 
başta köpekler olmak üzere, kedi, kurt, aslan, kaplan, 
geyik, tavşan, rakun, tilki, ayı, su samuru, dingo, fok ba-
lıkları, denizaslanı, at, şempanze, orangutan gibi hay-
vanlar ve insanlarda gelişim göstermektedir (1-3). Son 
konaklarda esas olarak kalbin sağ ventrikulusu, 
pulmoner arter, sağ atrium ve vena cava’ya, nadir olarak 
da camera oculi anterior ve periton boşluğuna yerleş-
mektedir. Köpeklerde filarial nematodların oluşturduğu 
patojenite, parazitin türü, sayısı, lokalizasyon yeri, hay-
vanın genel durumu gibi faktörlere bağlı olarak değişik-
lik göstermektedir. Dirofilaria immitis, köpeklerde mey-
dana getirdiği enfeksiyon bakımından diğer filarial 
nematodlara göre daha patojendir (4). 
Türkiye’de D. immitis’in prevalansı üzerine yapılan ça-
lışmalarda daha çok mikrofilerleri saptamaya yönelik 
konvansiyonel kan muayenesi teknikleri kullanılmış 
olmakla birlikte, son yıllarda duyarlılık ve özgünlüğü 
yüksek serolojik ve moleküler teşhis yöntemlerinin de 
kullanıldığı görülmektedir. Bunun yanında moleküler 
karakterizasyon çalışmalarının ise çok sınırlı olduğu ve 
bu konuda yapılan çalışmaların yetersiz olduğu dikkati 
çekmektedir (5,6). 
Bu çalışmada, Türkiye’nin iç ve dış turizm potansiyeli 
yüksek yöreleri arasında yer alan Nevşehir’in Avanos 
ilçesi ve civarında sokak köpeklerinde D. immitis’in mo-
leküler epidemiyolojisinin ortaya konması amaçlanmış-
tır. Araştırma yöresinde D. immitis’in moleküler 
prevalansı belirlenmiş ve pozitif izolatlardan birinin 
5.8S-ITS2-28S ve COI gen bölgelerine göre moleküler 
karakterizasyonu yapılmış ve filogenetik yapılanması 
ortaya konmuştur. 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
Araştırma Sahası  
Çalışma, Mayıs-Eylül 2013 tarihleri arasında Avanos’un 
farklı ilçe ve köylerindeki toplam 138 sokak köpeği üze-
rinde yürütülmüştür.  
Kan Örneklerinin Toplanması ve Mikrofilerler Yönün-
den Perifer Kan Muayenesi 
Köpeklerden kan örnekleri, Avanos Belediyesi’nce yürü-
tülen “Sokak Köpeklerini Kısırlaştırma Projesi” kapsa-
mında yakalanıp genel amaçlı (özellikle zoonotik hasta-
lıklar yönünden) kontroller için alınan kan örneklerin-
den ve/veya ovariohysterectomie (kısırlaştırma operas-
yonu) esnasında alınan kan numunelerinden sağlanmış-
tır. Çalışma süresince toplam 138 köpekten steril 
EDTA'lı (di-sodium ethylenediamine tetra-acetate) ve 
heparinli tüplere alınan kan örnekleri Erciyes Üniversi-
tesi Veteriner Fakültesi Parazitoloji Anabilim Dalı 
Laboratuvarı’na getirilmiştir. Kan örneği alınan köpek-
lerin yaş, cinsiyet ve ırkları ile bulundukları merkez ve 
örnek alma tarihleri kayıt altına alınmıştır (Tablo I). Kan 
örneklerinin her birine protokol numarası verilmiş, 

heparin’li tüplere alınan kan örnekleri aynı gün veya 
+4⁰C’de bekletilip ertesi gün natif, modifiye knott ve 
membran filtrasyon yöntemleri (7) ile incelenmiştir. 
DNA ekstraksiyonuna tabii tutulacak EDTA’lı kan örnek-
leri ise analizleri yapılıncaya kadar derin dondurucuda 
(-20oC) muhafaza edilmiştir. 
Genomik DNA İzolasyonu  
-20oC’de EDTA’lı tüplerde muhafaza edilen kan örnekle-
rinden genomik DNA (gDNA) izolasyonu, ticari kan 
gDNA ekstraksiyon kiti (Axygen® AxyPrep™ Blood 
Genomic DNA Purification Miniprep Kits, Corning®) ile 
yapılmıştır. Final elüsyon 50µl olacak şekilde ayarlan-
mıştır. Elde edilen gDNA miktarları Nanodrop 
spektrofotometre (ACT Gene ASP-3700) kullanılarak 
ölçülmüş ve gDNA ekstraktları kullanılana kadar -20°

C’de muhafaza edilmiştir. 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Genomik DNA ekstraktları, D. immitis’in farklı iki gen 
bölgesinden sırasıyla 5.8S-ITS2-28S gen bölgesinin 542-
bp kısmını 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 bölgesinin 
203-bp kısmını 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) 
göre PCR reaksiyonuna tabii tutulmuştur. PCR analizle-
rinin geçerliliğinin ve herhangi bir kontaminasyonun 
olup olmadığının test edilmesi amacıyla her analizde 
pozitif kontrol olarak standardize edilmiş referans ör-
neklere ait genomik DNA’lar, negatif kontrol olarak ise 
sterilize edilmiş deiyonize su kullanılmıştır. 
Amplifikasyon sonunda elde edilen PCR ürünleri (10 µl) 
%1.5 ’luk agaroz jelde elektoforeze tabi tutularak, CLP 
Jel Dökümantasyon Sistemi ve Gene Snap from Syngene 
analiz programı (UVP INC Uplant, CA ) ile görüntülenip 
analiz edilmiştir.  
Dirofilaria immitis’in 5.8S-ITS2-28S ve COI Gen Bölge-
lerinin Sekansı ve Filogenetik Analizi 
Her iki gen bölgesi için PCR analizleri sonucu pozitif 
belirlenen örneklerden seçilen bir izolata ait PCR ürünü 
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied 
Science, Mannheim, Germany) kullanılarak jel pürifiye 
edilmiştir. Pürifikasyon sonrası jel pürifiye PCR ürünü 
D. immitis’in 5.8S-ITS2-28S ve COI gen bölgelerinin 
parsiyel sekansının ortaya konması amacıyla çift yönlü 
olarak sekanslanmıştır. Forward ve reverse sekansların 
BioEdit Sequence Alignment (9) ve Geneious 5.5.5 (10) 
yazılımları ile ikili hizalamaları yapılarak final dizilim 
elde edilmiştir. Her iki gen bölgesi yönünden elde edilen 
nükleotid dizilimlerinin blastn (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) analizleri yapıldıktan 
sonra Dünya’da GenBank’a kayıtlı diğer benzer izolatlar 
ile Mega 5.0 (11) ve Geneious 5.5.5 (10) yazılımlarında 
çoklu hizalamaları yapılarak filogenetik yapılanmaları 
belirlenmiş ve moleküler karakterizasyonları ortaya 
konmuştur.  
 
BULGULAR 
PCR analizleri sonucu incelemesi yapılan 138 köpekten 
üçü (%2.17) D. immitis ile enfekte bulunmuştur. PCR 
analizi sonucu pozitif belirlenen üç köpekten ikisinde 
natif, modiye knott ve membran filtrasyon-asit fosfataz 
histokimyasal boyama (Şekil I) yöntemleri ile perifer 
kan muayenesinde mikrofiler saptanmış buna karşın bir 
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köpekte ise kanda mikrofiler görülmezken PCR analizle-
rinde D. immitis pozitif belirlenmiştir. Konvansiyonel 
perifer kan muayenesinde diğer filarial nematodlara ait 
mikrofilerlere rastlanmamıştır. Pozitif belirlenen köpek-
lerin yaş grupları, ırk ve cinsiyetleri ile teşhis yöntemle-
rine göre dağılımları Tablo I’de verilmiştir. Dirofilaria 

immitis 5.8S-ITS2-28S ve COI gen bölgelerini amplifiye 
eden primer setleri ile izolatlara ait gDNA’ların PCR 
amplifikasyonu sonucu agaroz jel üzerinde sırasıyla 542
‐bp ve 203‐bp spesifik DNA fragmentleri belirlenmiştir 
(Şekil II, III). Avanos yöresinde sokak köpeklerinden 
elde edilen D. immitis izolatının parsiyel COI gen bölge-

Şekil I. D. immitis mikrofileri. A. Natif muayene B: Modifiye knott C: Membran Filtrasyon-Asit Fosfataz Histokimyasal boyama yön-
temi. EP: Bosaltım  Deliği, AP: Anal Delik (orijinal) 

Tablo I. Farklı teşhis yöntemlerine göre D. immitis pozitif belirlenen köpeklerin cinsiyet, ırk ve yaşa göre dağılımı 

Faktör 
İncelenen 

köpek 
sayısı 

Natif Mua-
yene 

Modifiye 
Knott Yön-

temi 

Membran 
Filtrasyon 
Yöntemi 

PCR 

COI Gen 

Bölgesi 

5.8S-ITS2-
28S Gen Böl-

gesi 

Cinsiyet 
          Dişi 
          Erkek 

  
77 
61 

  
1 
1 

  
1 
1 

  
1 
1 

  
2 
1 

  
2 
1 

Yaş Grubu 
         0.5-1 
         2-4 
         ≥ 5 

  
62 
71 
5 

  
1 
1 
- 

  
1 
1 
- 

  
1 
1 
- 

  
2 
1 
- 

  
2 
1 
- 

Irk 
      Çoban köpeği 
        Kangal 
        Melez 
        Terrier 

  
38 
30 
56 
14 

  
1 
- 
1 
- 

  
1 
- 
1 
- 

  
1 
- 
1 
- 

  
1 
- 
1 
1 

  
1 
- 
1 
1 

Toplam 138 2 2 2 3 3 

Şekil II. D. immitis pozitif izolatların parsiyel 5.8S-ITS2-28S gen 
bölgesini amplifiye eden primerler ile PCR sonucu elde edilen 
amplikonların jel elektroforezde görünümü. M: Marker; 1-3: 
Pozitif izolatlar 

Şekil III. D. immitis’in parsiyel COI gen bölgesini amplifiye 
eden primerler ile PCR sonucu elde edilen amplikonların jel 
elektroforezde görünümü. M: Marker;  1,2 ve 4: Pozitif 
izolatlar; 3: Negatif izolat; 5: Pozitif kontrol; 6:Negatif kontrol 
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sinin blastn analizlerine göre Brezilya’da insandan izole 
edilen D. immitis izolatı (Aksesyon No: HQ540424) ile %
5.7 genetik farklılık gösterdiği, diğer izolatlarla ise %
100 identik olduğu belirlenmiş ve filogenetik ağaç üze-
rinde (Şekil IV) ilgili izolatlarla monofiletik cluster oluş-
turdukları görülmüştür. D. immitis izolatının 5.8S-ITS2-

28S gen bölgesinin blastn analizlerinde  dünyadan farklı 
bölgelerden kaydedilmiş izolatlarla %99.5-%100 oran-
larında identiklik gösterdiği saptanmıştır. COI gen böl-
gesinde olduğu gibi ilgili izolatın köpek ve vektör sivrisi-
neklerden izole edilmiş diğer izolatlarla filogenetik ola-

Şekil IV. Avanos yöresinde saptanan D.immitis izolatı ile GenBank’a kayıtlı diğer benzer bazı izolatların parsiyel COI gen bölgesine 

göre filogenetik ilişkileri (Neighbour Joining-Tamura Nei modeli, Boostrap:1000).  : Avanos izolatı; Dış grup olarak D. repens 

Şekil V. Avanos yöresinde saptanan D. immitis izolatı ile GenBank’a kayıtlı diğer benzer bazı izolatların 5.8S-ITS2-28S gen bölgesi-

ne göre filogenetik ilişkileri (Neighbour Joining-Tamura Nei modeli, Boostrap:1000).  : Avanos izolatı; Dış grup olarak D. repens 
(FJ717410) kullanılmıştır. Ölçek çizgisi bölgeye göre nükleotid değişimini göstermektedir. 
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rak (Şekil V) monofiletik kümelenme gösterdiği belir-
lenmiştir. 
 
TARTIŞMA VE SONUÇ 
Köpeklere yerleşen filarial nematodlar, hem hayvanlar-
da meydana getirdikleri hastalık hem de zoonoz özellik 
göstermeleri nedeniyle Dünya’da artan bir öneme sa-
hiptir. Çeşitli ülkelerde bu parazitlerin yayılışı ve epide-
miyolojisi ile ilgili yapılan çalışmalar genellikle köpek-
lerde ağır kardiopulmoner bozukluklara ve bazen de 
ölüme yol açan D. immitis üzerine yoğunlaşmıştır (4,12). 
Köpeklerde D. immitis enfeksiyonunun oluşmasında 
sıcaklık, nem ve sivrisineklerin bulunması gibi ekolojik 
faktörlerin yanı sıra yaş ve barınma şartları da önemli 
bir rol oynamaktadır (13).         
Türkiye’de günümüze kadar köpeklerde D. immitis üze-
rine çalışmalarda yoğun olarak konvansiyonel teknikle-
rin kullanıldığı, serolojik ve moleküler teşhis yöntemle-
rinin kullanımının ise son yıllarda arttığı görülmektedir. 
Bunun yanında moleküler karakterizasyon çalışmaları-
nın ise çok sınırlı olduğu ve bu konuda yapılan çalışma-
ların yetersiz olduğu görülmüştür (5,6). Dünya’nın he-
men her yerinde olduğu gibi Türkiye’nin de birçok böl-
gesinde D. immitis üzerine çalışmalar yapılmış ve enfek-
siyon prevalansının değişik oranlarda seyrettiği tespit 
edilmiştir. Öge ve ark. (14) membran filtrasyon-asit 
fosfataz histokimyasal boyama ve ELISA yöntemleri ile 
280 köpekten 26’sında (%9.3); Yıldırım (15) membran 
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama yöntemi 
ile 300 köpekten 19’unda (%6.3) D.immitis enfeksiyonu 
belirlemişlerdir. Aydın’da Voyvoda ve Paşa (16) 
modifiye knott tekniği ile 158 köpekten 22’sinde (%
13.9) D. immitis mikrofileri tespit etmişlerdir. İzmir’den 
28 ve Aydın’dan 122 olmak üzere toplam 150 köpek 
üzerinde Sarali (17)’nin yaptığı bir çalışmada direkt kan 
muayenesi ile 4, modifiye knott yöntemi ile 7, membran 
filtrasyon yöntemi ile 6 ve PCR ile 15 köpekte D. immitis 
belirlenmiştir.  Taşçı ve Kılıç (18)’ın Kars yöresinden 
120 ve Iğdır yöresinden 120 olmak üzere toplam 240 
köpek üzerinde yaptıkları bir çalışmada, D. immitis’in 
prevalansını PCR ile %25, ELISA ile %30 ve membran 
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama yöntemi 
ile %21.7 olarak belirlemişler ve ELISA ile antijen pozitif 
tespit edilen 72 köpekten 26’sında (%36.1) hem 
membran filtrasyon-asit fosfataz hem de PCR yöntemle-
ri ile D. immitis mikrofileri tespit edememişler ve bu 
köpeklerde enfeksiyonun gizli (okult) seyrettiğini bildir-
mişlerdir. Kayseri’deki bir çalışmada, membran 
filtrasyon-asit fosfataz histokimyasal boyama, ELISA ve 
PCR yöntemleri ile incelenen 280 köpekten 27’sinde (%
9.6) D. immitis tespit edilmiş, parazit ile enfekte köpek-
lerin 8’inde (%29.6) de gizli (okult) enfeksiyon belirlen-
miştir (5). Konakta mikrofilerlerin tespiti her zaman 
mümkün olmamakta, köpeklerin %10-67’sinde erişkin 
parazit var olduğu halde mikrofiler görülememektedir 
(5,18). Çalışmamızda örneklemeye alınan farklı yaş, 
cinsiyet ve ırka ait 138 sokak köpeğinin 3’ünün (%2.17) 
PCR analizleri ile D. immitis pozitif olduğu saptanırken 
iki örnekte yalnızca natif, membran filtrasyon-asit 
fosfataz histokimyasal boyama ve modifiye knott yön-
temleri ile D. immitis pozitifliği belirlenmiştir. Çalışmada 
belirlenen prevalans oranının yukarıdaki çalışmalarda 
bildirilen oranlardan daha düşük olduğu dikkati çekmiş-
tir. Prevalans oranlarının çalışma yörelerine göre değiş-

kenlik göstermesinin örnek toplanan alanlardaki sivrisi-
nek popülasyonuyla doğrudan ilgili olabileceği düşünül-
mektedir. Sivrisinek türlerinin yayılışında coğrafik böl-
ge ve ekolojik özelliklerin önemli olduğu bilinmektedir. 
Değişik habitatları seçen sivrisinek türlerinin çevresel 
faktörlere karşı toleransları yüksek olmakta, buna kar-
şın az sayıda habitat tipinde üreyebilen türlerin ise tole-
ransı az olmaktadır (19). Genel olarak da toleransı yük-
sek olan türlerin geniş alanlara yayılabildiği ve popülas-
yon yoğunluklarının da diğer türlere göre yüksek oldu-
ğu bilinmektedir (19,20). Çalışma alanı olan Avanos 
yöresi, vektör sivrisinekler için uygun sıcaklık, nem, su 
kaynakları, bitki örtüsü, iklim, yağış, rüzgâr gibi çevresel 
faktörlere sahip bir yapıya sahip olması ile D. immitis 
enfeksiyonlarının yayılışı için elverişli bir ekosistem 
olduğu görülmüştür. Her ne kadar çalışmamızda 
prevalans oranı %2 civarı belirlenmiş olsa da reel an-
lamda bu oranın yükseliş gösterebilme riski bulunmak-
tadır. 
Avanos yöresi sokak köpeklerinde yürütülen bu çalış-
mada belirlenen prevalans oranının yukarıdaki araştırı-
cıların belirledikleri prevalans oranlarından daha düşük 
çıkmasının nedenlerinden bir diğeri de, çalışmada ince-
lenen 5 yaş ve üzeri köpek sayısının az olmasından kay-
naklanabileceği düşünülmektedir. Nitekim köpeklerde 
D. immitis enfeksiyonunun prevalansı yaş ilerledikçe 
artmaktadır. D. immitis enfeksiyonunun yayılışının yaşlı 
köpeklerde daha yüksek düzeyde olması, parazitin 
prepatent periyodunun uzun olması ile konak-parazit 
ilişkisinde yaşlı köpeklerin muhtemelen vektörlere daha 
uzun süre maruz kalmasıyla açıklanmaktadır (14). 
Filarial tip nematodların teşhisinde kanda mikrofiler 
saptanmasında konvansiyonel yöntemler günümüzde 
özellikle rutin analizlerde sık olarak kullanılmaktadır. 
Kullanılan yöntemlerden membran filtrasyon yöntemi-
nin, natif, sürme preparat ve modifiye knott yöntemleri-
ne oranla daha duyarlı olduğu bildirilmektedir (5,6,21). 
Bununla birlikte bazı araştırıcılar (19,22) membran 
filtrasyon ve modifiye knott yöntemlerinin eşit duyarlı-
lıkta olduğunu ve natif yönteme oranla konsantrasyon 
yöntemlerinin %50-90 daha duyarlı olduğunu kaydet-
mektedirler. Williams ve ark. (22), membran filtrasyon 
ve modifiye knott yöntemlerinin, 1 mikrofiler/ml yo-
ğunluğunda bile oldukça başarılı olduğunu belirtmekte-
dirler. Ayrıca membran filtrasyon yönteminin daha hızlı 
ve güvenilir olmasıyla modifiye knott yönteminden da-
ha avantajlı olduğu ve bu testin rutinde tavsiye edilebilir 
olduğu bildirilmektedir (7,23). Modifiye knott yönte-
minde, özellikle mikrofilerlerin ayrımında baş ve kuy-
ruk kısımlarının net görüldüğü ve morfolojik ölçümlerin 
genellikle bu teste göre yapıldığı, ancak maliyetinin 
düşük olması, santrifüje gereksinim duyulması ve yeter-
siz santrifüj sonucunda mikrofiler kaybının olabileceği 
bildirilmektedir (24,25). Membran filtrasyon yöntemin-
de ise daha hızlı sonuçlar alındığı ve belirli bir sahada 
fazla sayıda mikrofilerin incelenebildiği, buna karşın, 
saptanan mikrofilerlerin bazen baş veya kuyruk kısım-
larının membran üzerindeki porlara girmesiyle bu böl-
gelerin incelenmesinin zor olduğu ve filtrasyon tertiba-
tındaki temizlik yetersizliğinin pozitif örneklerde bulu-
nan mikrofilerlerin bir diğer kan örneğine bulaşmasına 
yol açabildiği belirtilmektedir (22,24). Çalışmamızda 
kullanılan perifer kan muayenesi tekniklerinin tümünde 
aynı sayıda pozitiflik saptanmış ve yöntemler arası her-
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hangi bir duyarlılık farklılığı gözlenmemiş olmakla bir-
likte çeşitli araştırıcıların (7,15,23) belirttiği gibi 
membran filtrasyon testi uygulanabilirlik ve spesifik 
teşhis amacıyla asit fosfataz histokimyasal boyama yön-
temiyle birlikte kullanıldığında daha etkin bir teknik 
olarak değerlendirilmiştir.  
Parazitlerin teşhis ve ayrımlarında kullanılan konvansi-
yonel yöntemler sıklıkla spesifik identifikasyonda yeter-
siz kalmaktadır. Bu nedenle filarial parazitlerin spesifik 
teşhisinde de özellikle nükleik asit tabanlı yöntemler 
kullanılmaya başlanmıştır (26). Mikrofilaremi görülen 
köpek ve kedilerde başta PCR, Nested PCR ve Real Time 
PCR gibi moleküler tanı yöntemleri ile filarial enfeksi-
yonların kesin teşhisi sağlanmış ve konvansiyonel yön-
temlerde ortaya çıkabilecek hatalı identifikasyonların 
önüne geçilmiştir (13,27-29). Ayrıca söz konusu teknik-
ler miks enfeksiyonların saptanmasında da oldukça 
duyarlıdır. Filarial enfeksiyonların teşhisinde daha çok 
internal transcribed spacer 2 (ITS2), 5S rRNA, 12 S 
rRNA, 16S rRNA, 28S rRNA ve mitokondriyal 
cytochrome oxidase subunit 1 (mt-COI) gibi gen bölgele-
ri kullanılmakta ve bu bölgelerden dizayn edilen spesi-
fik primerler ile amplifikasyon sonucu teşhise gidilmek-
tedir. Aynı zamanda bu PCR ürünlerinin pürifiye edilip 
klonlanması ve sekanslanması ile de olası intra ve 
interspesifik varyasyonlar tespit edilebilmekte ve 
filogenetik analizler yapılabilmektedir (8,29,30). Nite-
kim bu çalışmada da COI ve 5.8S-ITS2-28S gen bölgeleri 
yönünden PCR analizleriyle incelenen köpeklerden 
üçünde pozitiflik belirlenirken perifer kan muayene 
teknikleri ile PCR pozitif iki örnekte pozitiflik saptan-
mıştır.  Bu açıdan moleküler tabanlı yöntemlerden biri 
olan PCR’ın konvansiyonel yöntemlere kıyasla daha 
duyarlı sonuçlar verdiği konfirme edilmiştir. Ancak kö-
peklerde erişkin parazitlerin var olup perifer kanda 
mikrofilerin bulunmadığı gizli (okult) enfeksiyonlar göz 
önüne alındığında moleküler ve serolojik testlerin bir 
arada kullanılması ile daha etkin sonuçlar alınabileceği 
görülmektedir.  
Ribozomal RNA üniversal olması ve değişken 
domainlerle birlikte yüksek korunmuş bölgeleri içerme-
siyle organizmalarda filogenetik ilişkilerin çalışılmasın-
da en iyi gen bölgelerinden birisi olarak nitelenmektedir 
(31,32). Köpeklerde filarial nematodların ribozomal 
RNA gen bölgesine göre filogenetik yapılanmaları üzeri-
ne çeşitli çalışmalar yapılmış ve filarial nematod türleri-
nin bu gen bölgesine göre yüksek düzeyde korunmuş 
olduğu ortaya çıkarılmıştır (26,33,34). Nitekim çalışma-
mızda da ribozomal 5.8S-ITS2-28S gen bölgesi 
filogenetik analiz sonuçları incelenen izolatlar arasında 
yüksek identiklik görülmüş çalışmada karakterize edi-
len D. immitis izolatı monofiletik olarak homologlarıyla 
cluster oluşturmuştur. Mitokondrial DNA verileri tür 
düzeyinde filogenilerin çözümlenmesinde oldukça et-
kindir. Mitokondrideki genlerin sıralanması değişkendir 
ve bu genler geniş kodlama yapmayan DNA’lar ile ayrı-
lırlar. Mitokondrial genom kendini sıklıkla tekrar dü-
zenler ve böylece aynı hücrede birçok tekrar düzenlen-
miş formlar görülebilir. Filogenetik ve popülasyon gene-
tiği çalışmalarında mitokondrial DNA kullanımı artan 
bir şekilde popülarite kazanmıştır. Cytochrome c 
oxidase enzimi elektron transport zincirinin çok iyi bili-
nen bir proteinidir ve hem bakteri hem de mitokondride 
bulunur. COI ve COII genleri cytochrome c oxidase 

kompleksindeki yedi polipeptidden ikisini kodlar. COI 
geni yaklaşık 894 bp bir bölgeden oluşur ve özellikle 
insektlerde olmak üzere çok yakın ilişkili türlerden soy, 
alt aile, aile ve takımlara kadar geniş ölçekte hiyerarşik 
düzeydeki filogenetik problemlerin çözümlenmesinde 
kullanılmaktadır (35). Mt-COI diğer protein kodlayan 
genlerle kıyaslandığında daha yavaş evrimleşen bir gen 
bölgesidir ve moleküler filogenilerin tahmininde yaygın 
olarak kullanılmaktadır (35-37). Mt COI gen bölgesi 
köpeklerde filarial nematodların identifikasyonunda ve 
filogenetik yapılanmalarında da yaygın olarak kullanıl-
mış (38-40) ve tür ayrımında göstermiş olduğu 
interspesifik diversite ile uygun bir gen bölgesi olduğu 
belirlenmiştir. Ayrıca ilgili gen bölgesinin ribozomal 
DNA genlerine oranla göstermiş olduğu intraspesifik 
heterojenite ile filarial nematodlarda tür içi genetik 
farklılıkların ortaya konmasında ve ekolojik bazda 
filogeetik ilişkilerin araştırılmasında daha duyarlı oldu-
ğu vurgulanmıştır (38). Benzer olarak çalışmamızda da 
mt-COI intraspesifik nükleotid diversitesi ribozomal 
DNA gen bölgesine göre yüksek belirlenmiş ve incele-
nen izolatlar yine monofiletik cluster oluşturarak 
filogenetik yapılanma göstermiştir. 
Sonuç olarak, bu çalışma ile Avanos yöresi sokak köpek-
lerinde D. immitis enfeksiyonlarının moleküler 
prevalansı %2.17 olarak bulunmuş ve bir izolatın 5.8S-
ITS2-28S ve COI gen bölgelerinin moleküler analizi ve 
filogenetik karakterizasyonu yapılmıştır. Bunun yanında 
çalışmada konvansiyonel yöntemlere kıyasla moleküler 
tabanlı teşhis yöntemlerinin daha etkin ve duyarlı oldu-
ğu görülmüştür.  
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