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OZET

CANINE VISCERAL LEiSHMANIASIS’ iN FARKLI EVRELERINDE
KONVENSIYONEL RUTIN KOAGULASYON PROFILIi iLE D-DIMER
KONSANTRASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

OZKAN S. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii I¢ Hastaliklar1
(Veteriner) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Bu calismada Canine Visceral Leishmanisis’ in farkli evrelerinde trombozise zemin
hazirlayan koagiilasyon egiliminin D-dimer diizeyleri ve konvensiyonel rutin koagiilasyon
profilinin dlgiilerek belirlenmesi amaglandi.

Aragtirmanin hayvan materyalini 28’ i CVL’ 1i, 7’ si saglikli olmak {izere bes gruba ayrilan
toplam 35 kopek olusturdu. CVL tanisi, hastalikla uyumlu klinik bulgulardan bir ya da
birkagini gosteren kopeklerin hizli ELISA prensibiyle ¢alisan test kitlerive IFAT analizleri ile
konuldu. VL tanisi konulan kopekler serolojik, klinik bulgular ile hematolojik ve
biyokimyasal bulgular temelinde Leishvet Grubu tarafindan bildirilen sekilde evrelendirilerek
4 farkli gruba (her grupta n=7) ayrildi. Bu baglamda arastirma gruplari;

1. Grup: Evre | (Hafif siddetli olgular)

2. Grup: Evre II (Orta siddetli olgular)

3. Grup: Evre 111 (Siddetli olgular)

4. Grup: Evre IV (Cok siddetli olgular)

5. Grup: Saglikli kontrol seklinde belirlendi.

Evrelerine gore gruplandirilan CVL’ li ve saglikli kopeklerin almman kan orneklerinde
evrelemeye iliskin hematolojik ve biyokimyasal parametreler, idrar Orneklerinde
protein/kreatinin oranlar1 ile D-dimer konsantrasyonu ve konvensiyonel rutin koagiilasyon
profili (APTT, PTT, FIB) olgiildi. Calismada elde edilen sayisal veriler, dagilimlarinin
kontroliini takiben uygun parametrik veya non-parametrik testlerle gruplararasi karsilastirma
(ANOVA) ve parametrelerin iliskisi ile degerlendirildi.

Serum albumin diizeyleri (minimum-maksimum) sirasiyla evre I-1V ile enfekte CVL’ li
olgularda 2-2.86 mg/dL (evre I); 1.84-3.16 mg/dL (evre Il); 1.3-2.76 mg/dL (evre I1I); 1.3-2.1
mg/dL (evre 1V) ve 2-2.5 mg/dL (saglikli kontrol grubu) olarak saptandi. Serum Kreatinin
diizeyleri ele alindiginda (minimum-maksimum) evre I, 0.44-1.3 mg/dL; evre Il, 0.48-1.3

Xiii



mg/dL; evre 111, 0.6-2.3 mg/dL; evre IV, 0.6-2.6 mg/dL ve saglikli kontrol grubunda ise 0.4-
0.8 mg/dL olarak saptandi. Serum total protein diizeyleri sirastyla evre I-IV ile enfekte CVL’
li olgularda (minimum-maksimum) 2.8-8.3 mg/dL (evre I); 5.4-6-8 mg/dL (evre II); 3.86-6.22
mg/dL (evre I11); 5.2-8.9 mg/dL (evre IV) ve 3.6-5.8 mg/dL (saglikli kontrol grubu) olarak
saptandi.

Ortama APTT degerleri arasinda saglikli grup ile evre IV grubu arasinda istatistiksel bir fark
oldugu (p=0.009) saptandi. PT ve FIB degerleri agisindan gruplar arasi1 farklilik yoktu. D-
dimer diizeyleri agisindan yapilan degerlendirmede saglikli grup ile evre III ve evre IV

gruplar arasinda istatistiksel olarak belirgin faklilik oldugu (p=0.009) saptandi.

Anahtar Kelimeler: Canine Visceral Leishmaniasis, evre, koagiilasyon, profil
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ABSTRACT

THE EVALUATION OF CONVENTIONAL ROUTINE COAGULATION PROFILE
AND D-DIMER CONCENTRATION IN DIFFERENT STAGES OF CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS

Ozkan S. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences Internal Medicine
(Veterinary) Programme Master of Sceince Thesis, Aydin, 2017.

In the present the aim was to determine the D-dimer levels of coagulation tendency, which
provides a basis for thrombosis in different stages of Canine Visceral Leishmaniasis and
profile of conventional routine coagulation by testing.

The animal material of the study consisted of a total 35 dogs, enrolled into five groups, 28 of
which were with CVL and 7 healthy. CVL diagnosis was based on one or more clinical
findings attributable to the disease subjected to rapid ELISA test kits and IFAT analyses. The
dogs diagnosed with VL were classified into 4 different groups (n=7 in each group)
established by Leishvet Group based on serological, clinical findings within haematological
and to those of serum biochemical findings,

By this context, research groups were determined as;

1. Group: Stage | (Mild Cases)

2. Group: Stage Il (Moderate Cases)

3. Group: Stage 111 (Severe Cases)

4. Group: Stage IV (Very Severe Cases)

5. Group: Healthy Control

To those of classified dogs with CVL, obtained blood samples were subjected to
haematological and biochemical parameters, protein/creatinine ratios in urine samples, D-
dimer concentration and conventional routine coagulation profile (APTT, PTT and
fibrinogen) were measured. The numeric data obtained in this study were checked for
distribution were subjected to parametric or non-parametric tests (ANOVA) for intergroup
comparison.

The levels of serum albumine (minimum-maximum) were detected as 2- 2.86 mg/dL (stage I);
1.84-3.16 mg /dL (stage II); 1.3-2.76 mg/dL (stage IlI); 1.3-2.1 mg/dL (stage IV) in CVL
infected cases, respectively and 2-2.5 mg/dL in healthy control group. Taking into account

serum creatinin elevels (minimum-maximum) were determined as 0.44-1.3 mg/dL in stage |,;
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0.48-1.3 mg/dL stage II; 0.6-2.3 mg/dL stage Ill; 0.6-2.6 mg/dL stage 1V and 0.4-0.8 mg/dL
in healthy control group. Serum total protein levels were detected as respectively from stage |
to IV in infected CVL cases (minimum-maximum) 2.8-8.3mg/dL (stage I); 5.4-6.8 mg/dL
(stage 11); 3.86-6.22mg/dL (stage II1); 5.2-8.9 mg/dL (stage IV) and 3.6-5.8 mg/dL (healthy
control group) were determined.

Raegarding mean APTT values there was a statistical difference among healthy group and
stage IV (p=0.009) cases. There was no difference among groups in terms of PT and
Fibrinogen values. Conducting D-dimer levels, there was a statistically significant difference

determined among healthy group within stage I11 and stage 1V infected dogs (p=0.009).

Key Words: Canine Visceral Leishmaniasis, stage, coagulation, profile
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1. GIRIS

Canine Visceral Leishmaniasis etkeni olan Leishmania infantum potansiyel mortalite
sebebi oldugundan, ayrica insanlara bulasma 6zelliginden 6tiirii dnemli bir hastaliktir. Insan
ve hayvanlarda neden oldugu hastaliklarin genis bir yelpazenin bir parcasidir, kum sinekleri
tarafindan bulastirilan intraseliiler protozoon olan Leismania genusu igerisinde bulunan bir
etkendir. Insanlardaki leishmania tiirlerinin neden oldugu hastaliklar arasinda kutanoz,
mukokutandz ve visceral leishmaniasis vardir, visceral leishmaniasis son ve en agir formudur
(Solano—Gallego ve ark, 2016).

Kronik ve genellikle 6liimciil seyreden leishmaniasis, insan, kdpek ve diger memelilerin
protozoal bir hastaligidir (Goniil ve ark, 2002; Ashutosh ve ark, 2007). Leishmania cinsi
protozoonlar memeli konakta hiicre i¢inde yasayan parazitler olup, insanlarda i¢ organlari
(Visceral Leishmaniasis) veya deriyi tutabilen (Kutandz Leishmaniaisis) ¢ok farkli klinik
semptomlarla seyreden farkli hastaliklara neden olabilmektedirler (Turgay ve ark 2006;
Ashutosh ve ark, 2007). Dogada kertenkelelerde ve memelilerde goriilen hastaligin insan
disinda en yaygim goriildiigii memeli olarak kopeklerdir. Kopekler, klinik olarak hastaliga
yakalanmalarinin yani sira insanlar basta olmak iizere diger memeliler i¢cin hastaligin
rezervuart olmasi agisindan da onem tasimaktadir. Hastalik kopeklerde 6liime kadar giden
ciddi problemlere yol agmaktadir (Zuckerman, 1977; Abranches, 1991).

Leishmaniasis gilinlimiizde insanlarda ve hayvanlarda olusturmus oldugu hastalik
acisindan birbirine benzer bir tablo ile &ne ¢ikmaktadir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan zoonoz, sagaltim gerceklestirilemediginde siddetli ve oliimle seyreden Onemli
alarm veren aciller arasinda gosterilen Visseral Leishmaniasis giincel verilerle neredeyse 90
tilkede tespit edilmis, 200 milyon insanin risk altinda oldugunu gostermektedir. Yilda 2
milyona yakin sayida yeni birey bu hastaliga yakalanmaktadir (Web-1; Candido ve ark,
2008).

Visseral leishmaniasis igersinde degerlendirilen zoonotik leishmaniasiste kopekler,
insanlar igin hastaligin rezervuarlaridirlar. Anthropozoonotik leishmaniasisde kum sinekleri
tarafindan bulagsma olmadan ve herhangi bir hayvan rezervuarmin belirgin katilimi1 olmadan
enfekte insanlar diger insanlar i¢in hastalik rezervuari olusturmaktadir. Zonootik
leishmaniasis enfeksiyonun nedeni Leishmania infantum’ iken, anthropozoonotic
enfeksiyonun nedeni leishmania donovani, cogunlukla Hindistan ve Dogu Afrika'da

gdzlemlenir. Insan immun yetmezlik viriisii (HIV) pozitif ve bagisiklik sistemi baskilanmus



geng hastalarda (cocuklarda) leishmania enfeksiyonu 6nemli bir risk olusturur. Yerli kdpekler
leishmania infantum enfeksiyonun ana rezervuari olarak olarak kabul edilir. Siyah sigan,
tavsan, tilki ve cakal gibi yabani memeli popiilasyonlar1 arasindaki enfeksiyon Akdeniz
havzasinda ve Giiney Amerika' da rapor edilmistir ve ayrica bu durum, bu bolgelerde L.
infantum enfeksiyonunun epidemiyolojisinde rol oynayabilir. Gliney Avrupa, Kuzey ve Orta
Afrika, Orta Dogu, Cin ve Giiney ve Orta Amerika da dahil olmak {izere diinyanin tropik,
subtropik ve iliman bdélgelerinde leishmania infantum’ un bulagmasi gozlenir (Solano—
Gallego ve ark, 2016).

Kuzey Afrika (Resim 1), Tirkiye (Resim 2) ve Avrupa ve gibi farkli ve cesitli
cografyada hastaliga neden olan etken Leishmania infantum (L. infantum)’ dur (Slappendel ve
ark,1998; Molano ve ark, 2003; Gramiccia ve Gradoni, 2005). Neotropik ekolojinin mevcut
oldugu bolgelerde hastaliga neden olan etken ise Leishmania chagasi (L. chagasi)’ dir
(Baneth ve ark, 2008). Tirkiye’ de Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) igin ¢esitli
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda farkli illerde %3-%36 arasi oranda sero-
pozitiflik bildirilmistir (Coskun ve ark, 1997). CVL’ in Ege Bolgesinde dagilimna dair
yapilan arastirmalarda %1,6 ile %28,26 arasinda degisen oranlar belirlenmistir. Manisa’ da
sokak kopeklerinde % 3,6 - %19 (Ozbel ve ark, 2000), Izmir’de % 23 - %27 (Ozensoy Toz
ve ark, 2005), Aydin ve izmir’ de %3,2 (Voyvoda ve ark, 2004) seroprevalans tespit
edilmistir. Aydin iline bagl Kusadasi ilgesinde 109 képegin 10° un da IFAT ve rK39 ELISA
testleri ile seropozitivite dikkati cekmektedir (Ozensoy-Téz ve ark, 2002). Yine Kusadasi
ilcesinde asemptomatik kopeklerde yapilan calismada %23 seropozitivite tespit edilmistir
(Keskin-Kiirklii 2011). Atasoy ve ark (2010) Ege bolgesinde Izmir/Selcuk, Aydin,
Aydin/Kusadasi, Manisa/Turgutlu, Mugla/Bodrum, Mugla/Marmaris gibi farkli cografyalarda
300 sokak kopeginden 27 sinde (% 9) seropozitiflik saptamislardir. Kedilerde son 20 yilda
yapilan g¢aligmalar sonucu Leishmania enfeksiyonunun hem deri hem de sistemik olarak
gesitli bozukluklarina yol a¢tig1 bildirilmektedir (Baneth ve Shaw, 2002). Evcil kedilerde L.
infantum® un neden oldugu dogal enfeksiyonlar kopeklere oranla daha az goriilmektedir.
Kopeklerde Leishmania enfeksiyonu i¢in endemik olan bdlgelerde subklinik kedi
enfeksiyonlart yaygindir, fakat L. infantum nedeniyle olusan klinik tabanli enfeksiyon nadiren
goriilmektedir. Serolojik ve molekiiler temelli arastirmalar L. infantum ile olusan kedi
enfeksiyonun prevalans oraninin % 0 ile % 68 arasinda oldugunu gostermektedir. Boylece;
kedilerin L. infantum ve L. donovani ile olusturulan deneysel enfeksiyonlara nispeten direngli

oldugunu gostermistir. Deri lezyonlarinin Giliney Amerika ve Amerika Birlesik Devletleri’ nin



giineyinde L. venezuelensis, L. mexicana, L.braziliensis ile iliskili oldugu saptanmistir
(Solano—Gallego ve ark, 2016).

BOmciavan

Resim 2. Canine Visceral Leishmaniasis’ in Tiirkiye’deki bolgelere gore dagilimi (Ates ve
ark, 2011)



Resim 3. Kum sinegi (Hailu ve ark, 2016)

Resim 4. Insanlarda leishmaniasisin degisen klinik goriiniimii (Hailu ve ark, 2016)



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etiyoloji

Leishmania etkenleri bifazik parazitlerdir, yasam dongistiinii iki ayr1 konakgida
tamamlar. Omurgalida hiicre i¢i amastigot formu olarak bulunurken, kum sineklerinde
ekstraseliiler flagellast bulunan promastigot formu bulunur. Eski Diinya vektorleri olarak
Phlebotomus genusuna ait kum sinekleri, yeni Diinya vektorleri Lutzomyia genusuna ait kum
sinekleridir (Solano—Gallego ve ark, 2016).

Kum sineklerinin (Resim 3) isirmalar1 ile dogal olarak L. infantum’ un bulagmasi
goriiliirken vertikal bulagmada uterustan yavruya etkenlerin gegisi s6z konusudur ayrica cinsel
temas yolu ile (veneral bulagma) bulasmada bildirilmistir. Hastaligin vektorlerinin
bulunmadig1 alanlardaki bazi enfeksiyonlarda hematofagéz vektor katilimi olmadan direkt
bulagsma olabilecegi yoniinde silipheli durumlar vardir. Kuzey Amerika' daki kopeklerde
enfekte kan transfiizyonu sonucu L. infantum’ un bulastig1 ve Ispanya' da kullanilmis enjektor
paylasimi sonucu insanlarda (Resim 4) bulagsma oldugu bildirilmistir (Solano—Gallego ve ark,
2016).

Leishmania genusu insanlar, evcil ve yabani memelilerin birkag obligat protozoon
parazitleridir. Vektoriin bagirsagindaki yerlerine bagli olarak, Lainson ve Shaw (1987)
Leishmania iki alt cinsini Leishmania ve Viannia seklinde tespit etmislerdir (Aransay ve ark,
2000). 1970’ lerden beri, immunolojik, biyokimyasal ve genetik kriterlerini Leishmania
tiirlerini belirlemek i¢in kullanilmislardir (Rioux ve ark, 1990).

L. infantumun yol agtigi canine leishmaniasis enfeksiyonu Amerika Birlesik
Devletlerinin dogusunda kopek barmaklarinda goriildigi  bildirilmistir, bu bolgelerde
bulagsma modelleri tam olarak bilinmemektedir. Eski Diinyada kutan6z leishmaniaisin ajani
olan bir diger leishmania tiirii L. tropica’ dir, insanlarda visceral leishmania enfeksiyonuna da
neden olurlar ve Kuzey Afrika ve Orta Dogu'da kdpeklerde leishmania enfeksiyonuna nadir
neden oldugu rapor edilmistir. Amerika kitasinda insanlarin  kutandz leishmania
enfeksiyonunun nedeni olarak L. braziliensis ve L. amazonensis oldugu rapor edilmistir. Bu
etkenler ayn1 zamanda kdpeklerde de enfeksiyon olustururlar. Endemik bolgelerde kopeklerde
leishmania enfeksiyonunun prevalans oram1 bulasma icin gerekli ¢evre kosullart ve
enfeksiyonu belirlemek i¢in kullanilan yontemlere gore degisir. Endemik bdlge olan Akdeniz

havzasinda seroprevelans oranlart % 10 ve % 37 arasinda degisir. Kopek dokularinda
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Leishmania DNA' sinin tespiti i¢in kullanilan yontemler veya serolojik yontemlerle ve DNA
tespitini birlestiren arastirmalar daha yiiksek enfeksiyon oranina sahip oldugunu ortaya
koymustur hatta bazi bolgelerde %70’ e yaklasan oranlardadir. Endemik bolgelerde yasayan
kopeklerin ¢cogunda leishmania enfeksiyonuna maruz kalir, enfeksiyon veya subklinik kronik
enfeksiyon gelisimi sekillenir. Bir¢ok iilkede kum sinekleri ile bulasma olmaksizin ortaya
¢ikan leishmaniasis tanis1 konulan bir hastalik olmustur, bu durum kdpeklerin ve sahiplerinin
artan hareketlilikleri ile ilgilidir. Avrupa da bir¢ok kopek leishmania enfeksiyonu igin
endemik bdlgelere seyahat etmeleri veya bu bolgelerdeki basibos hayvanlarin sosyal yardim
gruplari tarafindan sahiplendirilmesi sonucu endemik olmayan bolgelerde goriilen klinik vaka
sayist artmaktadir. Avrupa ve ABD' de endemik olmayan bdlgelerde yasayan fakat seyahat
etmeyen kopeklerde de leishmaniasis enfeksiyonu belirlenmistir, bu durumda hastaligin
bulagsmadaki en muhtemel mekanizmalar1 olarak vertikal gecis ve cinsel temas ile oldugu
distintlir (Solano—Gallego ve ark, 2016).

Leishmania ile enfekte disi kum sineklerinin kan emmesi sirasinda bulagma sekillenir.
Bulasic1 leishmania evresi (promastigot) vektdriin hortumundan konagin derisine inokiile
edilir. Promastigotlar makrofajlar ve diger mononiikleer fagositik hiicreler tarafindan fagosite
edilirler, amastigotlara doniiserek, ikiye boliiniirler ve diger mononiikleer fagosite hiicrelerini
enfekte ederler. Parazit ve konak arasindaki iliski hastaligin sonucunu belirler. Leishmania
infantum konagm tim organlarint isgal edebilir. Yinede, konagin derinin dermis
tabakasindaki varligi enfeksiyonun vektore iletimi ic¢in gereklidir. Kum sineklerinde,
amastigotlar promastigotlara doniisiirler, kalin bagirsakta (Viannia alt cinsi parazitler) ya da
orta bagirsakta (Leishmania alt cinsi parazitler) gelisirler ve hortuma geri donerler (Gharbi ve
ark, 2015). Memeli ve ara konak¢ida Leishmania tiirlerine ait yasam dongiisii Sekil 1’ de

gosterildi.



Sekil 1. Memeli konakg¢ida ve kum ineklerindeki Leishmania infantum’un yasam dongiisii
(Solano—Gallego ve ark, 2016)

1. Kan emme sirasinda disi kum sinegi tarafindan promastigotlar omurgali konak¢inin
derisine tiikiiriik ile enjekte edilir.

2. ve 3. Promastigotlar deride makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve amastigotlar ikili
boliinme ile ¢ogalir.

4. Serbest amastigotlar ve makrofajlarn rupturu sonucu konakg¢inin komsu hiicrelerine penetre
olurlar ve visceral organlara yayilirlar

5. Amastigotlari iceren hiicreler kanin emilmesi sirasinda kum sinegi tarafindan alinir.

6. Amastigotlar1 konake¢1 hiicrelerden serbest birakilir ve promastigotlara doniisiimii ve

¢ogalimi gozlenir. (Resim 5)



7. Promastigotlar kum sineginin bagirsak duvarina tutunur, ¢ogalmaya devam ederler ve kum

sineklerinin hortumuna kadar ulasirlar. Buradan duyarli konak¢iy1 enfekte eder.

: ﬁg 0

Resim 5. Elektron mikroskobu ile makrofaj sitoplazmasi iginde goriinen Leishmania

amastigot formu (Solano—Gallego ve ark, 2016)

Kum sinekleri Leishmanianin biyolojik olarak yayilmasi i¢in adapte olmus tek
artropodlardir. L.infantum barindiran kum sinekleri, nispeten diisik bir boliimi (0,5-3%)
endemik bolgelerde enfeksiyonu siirdiirmek i¢in yeterli olmaktadir. Bulasmanin kum sinekleri
ile olmayan bigimleri de tamimlanmistir fakat lesihmaniasisin dogal seyri ve
epidemiyolojisindeki rolleri belirsiz kalir (Solano-Gallego 2011). Kum sineklerinin
giinimiizdeki siniflandirilmast olduk¢a tartigmali ve elverissizdir (Gharbi ve ark, 2015).
Lewis (1977) de iki nesil eski diinya tiirii (Phlebotomus spp. ve Sergentomyia spp.) ve 3 nesil
yeni diinya tiirinden bahsetmistir (Lutzomyia spp., Brumptomyia spp. ve Warileya spp.)
(Lewis ve ark, 1977). Phlebotomus ailesi 11 ana tiir 96 cins ve 17 alt cins barindirir (Lewis
1982). Galati (2003) 464 cins neotropical kum sineklerinin 23 cins, 20 alt cins ve 3 gruba
boliindiigiinii fark etmistir (Galati 2003; WHO 2010). Kum sinekleri asil Asya, Afrika,
Avustralya, Gliney Avrupa ve Amerika’ nin sicak bolgelerinde bulunurlar (Killick-Kendrick,
1999). Dagilimlari kuzeye dogru Kanada’ nin giiney batisinda 50°K (Young ve Perkins, 1984)
ve hemen bunun asagisinda Fransa ve Mogolistan’ a kadar uzanir (Galati, 2003). Giiney
dagilimlar1 40°G kadar uzanir, ancak Pasifik Adalar1 ve Yeni Zelanda da bulunmazlar. Yeni
Zelanda kum sinegi aslinda Austrosimulium tiiriinde bir karasinektir (Lane, 1993). Onlarin

yiikseklige gore dagilimlart Afganistan' da deniz seviyesinden 3.300 m yukari ve deniz



seviyesinin altina kadar uzanir (Artemiev, 1980). Kum sinekleri tliimbaskalagim
(holometabolous) gegirirler, (dort gelisim asamalart olan tam bir metamorfoz gegirirler):
yumurta; dort larva donemi; pupa; ve ergin form. Yasam dongiisii degiskendir; tiir, yagmur,
sicaklik ve nem gibi abiyotik faktorlere, gore degiskenlik gosterir. Ergin formlar kiiciiktiir
(1,5-4 mm) ve ugarken ses yapmazlar. Kum sineklerinin donemsel aktivitesi genelde yagmur
ve sicakliga bagl olarak degisir. Disilerin kan ile beslenmeleri sabahin erken saatleri, aksam
ve geceleri yaparlar ama eger rahatsiz edilirlerse bu durum giin igerisinde de olabilir. Bir kan
emme isleminden sonra disiler uygun bir lireme bolgesi etrafina 30 ile 70 arasinda yumurta
birakir. Aktif olmadiklar1 zamanlarda yetiskin kum sinekleri bulunduklari yere gére degisen
0zel dinlenme bolgelerine ¢ekilirler. Bunlar genelde larva bdlgelerine yakin veya benzer,
nemli karanlik ve serin bolgelerdir. Yetigkin kum sinekleri kuru bolgelerde sicaklik
distiigiinde ve nem arttifinda gilindiiz serin nemli dinlenme bolgelerine hareket ederek ve
geceleri aktif olarak hayatta kalirlar. Yumurtalar bir veya iki haftada catlarlar. Larvalar
organik maddelerle beslenirler. Bitki kalintilar1 ve organik maddeler igeren magaralarda,
hayvan barmnaklarinda, duvar ve kayalardaki c¢atlaklar gibi organik madde igerebilen nemli
ortamlarda bulunurlar. Eger sicaklik diiserse, dordiincii larva evresi duraklar (diapoz evresi).
Pupa evresi bes ile on giin arasi siirer (Gharbi ve ark, 2015).

Kum sinekleri disinda giliniimiize degin ispatlanmamis yayilma bigimleri olarak
enfeksiyonu tasiyan kan donorlerinden elde edilen kan iirtinleri, vertikal ve veneral yayillma
yolu ile olusan enfeksiyonu kapsar (Owens ve ark, 2001; Rosypal ve ark, 2005; Freitas ve ark,
2006; Tabar ve ark, 2008; Silva ve ark, 2009; Boggiatto ve ark, 2011).

Stiphelenilen fakat kanitlanamayan bulasma big¢imleri, ABD'deki tilki tazilarinda ya da
Avrupa'daki barinaklardaki kopeklerde endemik olmayan bolgelerde vektorlerin yoklugunda
olusan leishmaniasis klinik olgularin varligin1 agiklayabilen durumlar, 1sirik ya da yaralarla
dogrudan kopekten kdpege bulasma oldugunu (Duprey ve ark, 2006; Shaw ve ark, 2009;
Chamaille ve ark, 2010) veya kene ve pire gibi diger artropodlardan bulagsmayi agiklar
(Coutinho ve ark, 2005; Dantas-Torres ve ark, 2011).

Hastaligin gelisimi i¢in yavrulama, yas ve genetik gecmis dahil bir¢ok zemin
hazirlayan etmenler tanimlanmaktadir. Ibizian tazis1 gibi diger kopeklerde leishmaniasisin
klinik belirtileri nadiren gelisirken Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler ve Alman ¢oban kdpegi
gibi baz1 kopek 1rklar1 hastaligin gelisimine kars1 daha hassas goriiniirler. En yiiksek prevalans
siklig1 iic yasindan kiiclik kopeklerde ve sekiz yasindan biiyiik kopeklerde rapor edilmis
olmakla birlikte hastaligin dagilimi ¢ift durumludur (Abranches ve ark, 1991; Cardoso ve ark,
2004).
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Sekil 2. Leishmania etkenlerinin siniflandirilmasi (Gharbi ve ark, 2015)

2.2. Epidemiyoloji

Kopeklerde leishmaniasis varlig1 epidemiyolojik olgularin sayisina gore belirlenir. Bu
durum enfekte kum sinekleri ile omurgali konakg1 arasindaki ¢ok yakin temas sonucu gelisir.
Boylece etkenin biyolojik dongiisiine olanak saglar (Alvar ve ark, 2004).

L. infantum (Sekil 2) canidea familyasinda rezervuar olarak yerini almaktadir. Bir¢cok
kurt, tilki ve ¢akal paraziti tagiyarak yaban dongiisiinii meydana getirirler fakat diisiik
sayidadirlar ve mesafeleri uzak oldugu igin asil rezervuar olarak kabul edilemezler. Yaban
dongiisii sadece tilkiler arasinda olurken evcil dongili ise rezervuar kopekler tarafindan
gerceklestirilir insanlarda bulasma ise synantrofik olarak gergeklesir. Italya ve giiney Ispanya’
da ratlarda leishmania infantum belirlenmis olamsina ragmen bu bulgunun epidemiyolojik
onemi kanitlanmamistir (Bettini ve ark, 1980; Morillas ve ark, 1985). L. infantum ayrica,
kertenkele, tavuklar, atlar ve kedilerde bulunmustur. Bunlar sadece epidemiyolojik 6nemi
olmayan paratenik konak olarak etki ederler. “Eski Diinyada“ kopeklerde visseral

leishmaniasisin ana rezervuari leishmania infantum olarak bilinirken “Yeni Diinyada* ise L.
y
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chagasi’ dir. Bunlarin, genel olarak aymi tir oldugu diistiniilmektedir ve sirasiyla
Phlebotomus ve Lutzomyia genusuna ait insektlerle bulastirilirlar (WHO, 1990). Giiney
Akdeniz iilkelerinde L. arabica, L. tropika ve L. major ile ilgili rastlantisal vakalar
bildirilmistir (Peters ve ark, 1986; Dereure ve ark, 1991; Elbihari ve ark, 1987). Leishmania
etkenlerine ait siniflandirma sekil 2’ de, genel epidemiyolojik dongiisiide sekil 3° de
gosterilmistir.

Konagin cinsiyeti, yast ve yetistirilme kosullar ile hastaligin ortaya ¢ikisi arasindaki
iliskinin 6nemi epidemiyolojik arastirmalar sonucu gosterilmistir. Cinsiyet normalde
belirleyici faktor degildir (Amela ve ark, 1995; Acedo-Sanchez ve ark, 1996; Morillas ve ark,
1996), fakat bunun tersi de yasl kopekler i¢in rapor edilmistir ki, bu duruma gore yaslh erkek
kopekler daha siklikla enfekte olmaktadir (Fisa ve ark, 1999). Yas grubuna gore
Leishmaniasisin prevalansit normalde iki modlu bir dagilima sahiptir, enfekte kopeklerin %80’
1, li¢ ve liclin altindaki yasa sahiptir. Kopekler 8-10 yaslarinda immiinolojik olarak pik
seviyeden gerilemeye baslar bu dénem daha énemsizdir (Gomez-Nieto, 1990; Amela ve ark,
1995; Acedo-Sanchez ve ark, 1996). Teorik olarak tiim kopek 1rklar1 leishmania
enfeksiyonuna karsi oldukca duyarlidir. Bazi durumlarda 6rnegin endemik bdgelerdeki Ibiza
tazis1 ve melez kopeklerinde direng gelisimi bildirimektedir (Solano-Gallego ve ark, 2000).
Safkan olarak tiretilen kopek irklari enfeksiyona daha duyarlidir (Abranches ve ark, 1991).
Bazi irklar kendine 6zgii klinik belirtiler gosterirler (Boxer irki kdpeklerde nodiiler dermatitis)
(Ferrer ve ark, 1988). L. infantum’ un degiskenligi ve epidemiyoloji tizerindeki etkisi
izoenzimatik karakterizasyonu ile ortaya konulmustur. Akdeniz iilkelerinde, Birincil ve ikincil
konakgilarda L. infantum’ un 25 ayr1 zymodemese (ayni grup izoenzime sahip parazit
toplulugu) sahip oldugu tarif edilmisdir (Alvar, 2001). Aym1 zamanda iki farkli zymodemes
ayni anda ayn1 konag1 (insan veya kopek) etkileyebilecegi ifade edilmistir (Acedo-Sanchez ve
ark, 1996; Rhalem ve ark, 1999). insanlarda L. infantum’ un yaklasik 230 izolatinda en yaygin
zymodem bulundu bu ise ZM-1 olarak tamilandi. Visseral leishmaniasis vakalariin %90’ 1
ve Kutandz leishmaniasis vakalarinin % 20' sinden sorumludur. Kopeklerde, sus benzer
sayida incelenmistir, bunlarin ¢ogunlugu lenf nodiillerinden ya da kemik iliginden elde
edilmistir. Birkag istisna disinda hemen hemen tiim izolatlar ZM-1 di (Alvar, 2001). Portekiz,
Fransa ve Italya' daki tilkilerde, Ispanya ve Italya'daki sicanlarda yalnizca zymodeme ZM-1
bulunmustur (Abranches ve ark, 1982; 1984; Mancianti ve ark, 1988; Brandonisio ve ark,
1992; 1996; Oliveira ve ark, 1993; Fisa ve ark, 2001). insanlarda bulunan baz spesifik
zymodemeler kopeklerde tespit edilmemistir, bu durum diger bilinmeyen rezervuarlarin L.

infantum dongiistinde rol oynayabilecegini one siirmiistiir (Alvar ve ark, 1997; Chicharro ve
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ark, 2002). Kirsal ve yari-kirsal alanlarda, kopeklerin % 3’ i her bulasma sezonu sirasinda
enfekte olmustur, enfeksiyonun bulagmasi acisindan bekgi kopekleri diger kopeklere gore
%70 daha fazla riske sahiptir (Amela ve ark, 1995). Bunun nedeni varoslarda ve kdylerde
kopek bakilan ev sayisinin fazla olmast kum sinekleri i¢in ideal bir mikroklima
olusturmasidir. (Ayrisan organik maddeler larvalar i¢in ideal bir ortam, bahgeler, ahsap
esyalar, rezervuar hayvanlarin yakiligi vb. durumlar nedeniyle) (Alvar ve ark, 2004).

Leishmaniasisin prevalansi genelde sero-epidemiyolojik arastirmalarla belirlenmis
bunu kisitlayan iki durum vardir; sorunun Olgiilmesi zordur ¢iinkii serolojik tekniklerde
(6rnegin immiinofloresan) sinirli bir duyarlilik s6z konusudur (%90-95), baz1 képeklerin (%5-
10) antikor diizeylerinin geleneksel olarak 6l¢iilmesi miimkiin degildir. Ciinkii bu kopekler
enfekte olmalarina ragmen arastirma sirasinda serokonversiyon (kanda 6zgiil antikorlarin
goriilmesi) gegirmis olmayabilir (Oliveira ve ark, 1993). Sadece %87 diizeyinde bir 6zgiilliik,
yanlig pozitif sonuglar, capraz reaksiyonlar (babesiosis, trypanosomiasis gibi) ve ortadan
kaldirilan bir gegis enfeksiyonu sonucu seroprevalansinin oldugundan fazla belirlenmesi
miimkiindiir (Alvar ve ark, 2004).

Deneysel hayvan modelleri kopek leishmaniasis'in dogal seyri hakkinda bilgi
vermistir. Parazitlerin inokiilasyonundan 15 giin veya bir ay sonra poliklonal
hiperglobiilinemi sekillenir (Abranches ve ark, 1991). Ikinci ve iigiincii aylar arasinda,
spesifik anti-Leishmania antikorlar1 goriiniir, parazitler varhiginda devam eder hatta gizli
enfeksiyonlarda da devam etmektedir. Aslinda, hastaligin erken ve ileri asamalarda
antikorlarin iiretimi s6z konusudur hatta lenfosit stimulasyon testleri negatif oldugunda da
devam eder (Martinez-Moreno ve ark, 1993). Kopeklerde leishmaniasisin subklinik formunun
varligi, enfekte kopeklerde deneysel olarak kanitlanmistir, 25 ay boyunca hastaligin anlaml
isareti goriilmemistir (Atipik graniilomat6z lezyonlar da dahil olmak iizere). Hastaligin
subklinik formlarda hiicresel bir bagisiklik cevabinin gelisiminin sorumlu oldugu diisiiniiliir
(Oliveira ve ark, 1993).
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Sekil 3. Canine leishmaniasis' in genel epidemiyolojik dongiisii (Gharbi ve ark, 2015)

2.3. Patogenezis

Klinik bulgular ve altta yatan patoloji artropod olan vektor, Leishmania etkeni ve
konagim immun sistemi arasindaki dogal etkilesimi ile iliskidedir. Bu durum leishmaniasis
hastaliginin klasik bir 6rnegidir. Bu etkilesimler, bir¢ok konak tiiriinde hem deneysel olarak
hem de kendiliginden gelisen enfeksiyonlarda detayli sekilde incelenmistir. Farkli T lenfosit
alt tipleri arasindaki fonksiyonel etkilesimi ile ilgili bilgi ilk olarak fare modelleri ile elde
edilmistir (Solano—Gallego ve ark, 2016).

Phelobotomlar ile bulastirilan Leishmania etkenlerinin kandan uzaklastirilmas,
retikiiloendotelial sistem hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu uzaklagtirma
esnasinda retikiilo-endotelyal hiicrelerinde ¢ogalip, biiyiirler ve bu durumun sonucunda her
organ retikiilo-endotelyal hiicre zenginligi oraninda patolojik degisiklige ugrar. Bu nedenle
hastalig1 karakterize eden en Onemli degisiklikler dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf
yumrularinda goriilmektedir (Yasarol 1981). Buna bagli olarak retikiiloendotelyal hiicrelerden
zengin lenf yumrularinda biiylime, kemik iliginde hemoraji, dalak ve karacigerde hipertrofi
yaygin olarak goriilen patolojik bulgulardir (Spreng, 1993; Evans ve ark, 1996; Carrasco ve
ark, 1997; Valladares ve ark, 1997).
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Canine visceral Leishmaniasis’ de, parazit yayilimi; dalak, karaciger, lenf yumrusu,
kemik iligi, bobrek, deri ve benzeri organ ve ilgili sistemleri kapsamaktadir. Insanlarda
meydana gelenden farkli olarak parazitin dagilimi normalde kemik iligi, dalak ve karaciger ile
sinirlidir. (Tryphonas ve ark, 1977; Marzochi ve ark, 1985; Longstaffe ve Guy, 1986;
Swenson ve ark, 1988). Kum sinegi 1sirig1 sonrasi, parazitler hizla kan veya lenf yoluyla lenf
diigiimii ve dalaga dagilmakta oradan da bobrek ve karacigere ulasmaktadir. Daha sonra,
parazitler iireme organlari, deri, idrar kesesi, sindirim ve solunum sistemleri ve benzeri
sistemlere yayilir (Molyneux ve Ashford, 1983). Bir¢ok farkli doku ve organlarda parazitlerin
varlig1 reaksiyonlara yol agar ve kOpek leishmaniasis’ in karakteristik lezyonlar1 ve belirtileri
ortaya cikar. Hiicre infiltrasyonu sonucu giderek genis bdlgelerine uzanan proliferatif yangisal
reaksiyonlar meydana gelir. Etkilenen organlarda ilerleyici sekilde degisiklikler ve
fonksiyonel dengesizlige neden olur. (Bourdeau ve Groulade, 1988). Bir humoral cevap ile
olusturulan ve B hiicrelerinin poliklonal uyarimi ile bagslayan yiiksek konsantrasyonda Y-
globulinler iretilir (Galvao-Castro ve ark, 1984; Bunn-Moreno ve ark, 1985). Bu duruma
spesifik ve spesifik olmayan immiinoglobulinler dahildir (Persechino ve Oliva, 1986). Buna
ek olarak, temel olarak IgG ve fraksiyonlar C1, C2 ve kompleman C4 olusan bagisiklik
kompleksleri, viicudun farkli yerlerinde gelisir (Makni ve ark, 1989; Lucena ve ark, 1994).

Yaygin ve ¢esitli immiin yanitlar ile iligkili deri lezyonlar1 mevcuttur. Direng¢ cevabi
olarak, karakteristik dermatitis ile birlikte dermiste keratonositler ve langerhans hiicreleri
tarafindan salinan major histokompatibilite kompleksi (MHC) siif III, T hiicreleri,
makrofajlar ve parazitler olusturur. Duyarlilik cevabi olarak, antijen sunmayan hiicreler ve

birgok parazite makrofajlar ile nodiiler lezyonlar (Resim 6) goriiniir (Fondevila ve ark, 1997).

| - (lv 2y
g i 2 T - Sseveerine

Resim 6. Kopekte leishmaniasis’ e bagli gelisen nodiiler deri lezyonlar1 (Alvar ve ark, 2004)

Deride gozlenen parazite fibroblastlar iilser gelisimi i¢in 6nemli olabilir (Rodriguez ve
ark, 1996). Immun yanmit ile beraber tubuler ve glomeruler hasar olusumu sonucunda

bobrekteki karakterize lezyonlar ortaya ¢ikabilir. Akut glomeriilonefrit ve ekstra membranous
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glomerulonefrit immiinkomplekslerin ¢okelmesi sonucu bobrek yetmezligi neden olur
(Benderitter ve ark, 1988). Bu immiinkompleksler, anti-Leishmania IgG tarafindan
olusturulur (Mancianti ve ark, 1989). Bobrek fonksiyon dengesizligi immunkomplekslerin
dolasimdaki yiiksek konsantrasyonlar1 ile iliskilidir (Lopez ve ark, 1996). Belirli bir
enfeksiyonu olan kopeklerde ¢ok az veya hiimoral yanit olugsmamis ise bu durumda renal
lezyonlar sekillenmez (Nieto ve ark, 1992). Bobrek lezyonlarinda T hiicrelerinin varhigi,
immun kaynakli glomerulonefrit bir hiicre tepkisinin tutulumu oldugunu gosteriyor.
Immiinolojik kaynakli glomeriilonefritte bobrek lezyonlarinda T hiicrelerinin varliginin
goriilmesi ayrica hiicresel cevabin roliinede isaret etmektedir (Costa ve ark, 2000). Karaciger
morfolojisindeki degisim yangisal infiltrasyonun varligi, graniilom olusumu, kupffer
hiicrelerinin hipertrofisi ve hiperplazisinin goriilmesi ile belirlenir. Paraziter enfeksiyon
hepatositlerde morfolojik degisikliklere neden olur. Endomembran sistemde ve peroksimal
kompartimantinda degisiklikler sekillenir ve boylece karaciger metabolizmas: etkilenir
(Vianna ve ark, 2002). Canine leishmaniasis merkezi arteriyol etrafinda sadece birkag
lenfositler ile dalaktaki beyaz pulpa icersinde organizasyon bozukluguna neden olur. Kirmizi
pulpa marjinal bolgede plazma hiicreleri ve parazitize makrofajlar ile hiperseliiler olur ve
endotel hiicrelerinde proliferasyon sekillenir. Kapsiil ve trabekiillerde kalinlasma goézlenir
(Tafuri ve ark, 2001). Kortikal ve mediiller bolgede lenfatik nodiillerde hipertrofi, germinal
merkezde B-bagimli hiperplazi bolgesi ve birgok makrofaj goriiniirken T-bagimli bolge ise
tikenmistir (Tafuri ve ark, 2001). Bu organlarin yaninda, digerlerinin de etkilendigine dair
kanitlar vardir. Parazitin mukozayada etkisi vardir ve lezyonlar dil, penis ve agiz boslugu
iginde gozlenmistir (Font ve ark, 1996). Amastigotlar birgok organin kii¢iik arteriyollerde
vaskiiler lezyonlar olusturur. (Deri, bagirsak, bobrek, goz, akciger ve benzeri) (Pumarola ve
ark, 1991). Okiiler lezyonlar, plazma hiicre infiltrasyonu sonucu sekillenirken amastigotlari
iceren makrofajlar ise farkli okiiler yapilarda lezyonlara neden olur. Vaskiiler gecirgenligi
etkileyen IgG birikiminin varlig: teyit edilmistir (Garcia-Alonso ve ark, 1996). Amastigotlar
kas hiicrelerinde (myofibril) goriiliir ve yani sira IgG birikimide gozlenir. Bu durum kas
dokusunda nekroz ve atrofiye proveke eder (Vamvakidis ve ark, 2000). Leishmania infantum’
un neden oldugu beyin-omurilik sivisinda parazite karst antikor iiretimi ile menegitis tespit
edilmistir (Vinuelas ve ark, 2001). Kopeklerde parazit tarafindan indiiklenen ciddi immun
sistem depresyonu sonucu sekillenir. Tk basta immunodepresyon parazit igin spesifiktir fakat

etkilenen hayvanlarda tiim T-hiicre fonksiyonlarini etkilenir (De Luna ve ark, 1999).

15



2.4. Klinik Bulgular

Canine leishmaniasis genellikle kronik ve multisistemik bir rahatsizliktir. Etkilenen
doku ve organlarda immunopatojenik etkilerinin karmasikligi, protozoonun farkli suslarinin
olmasi, klinik bulgularin polimorfik olmasi sebebiyle bir¢ok vakada yanlis tantya yol agabilir
(Ciaramella ve ark, 1997; Greene, 2012; Rallis ve ark, 2005).

Klinik belirtiler ve hastaligin ortaya ¢ikis zamani genis Ol¢iide degiskenlik gosterir.
Klinik belirtilerin yoklugundan agir klinik sendromlara kadar degisen belirtiler ortaya ¢ikar
(Alvar ve ark, 2004). Gaeta ve ark (1994) hastaligin inkiibasyon déneminin 2 ve 8 ay arasinda
degistigini Onermistir. Bununla birlikte, Rioux ve ark. (1979) 15 aya kadar bu siireyi
genisletmistir. Endemik alani ziyaretten sonra 5 ve 7 yil arasinda klinik belirtilerin gelistigi
bildirilmistir. Leishmania enfeksiyonundan ari iilke olan Hollanda’ da bir¢ok kdpekte rapor
edilmistir (Slappendel, 1988). CVL’ deki patolojik spektrum etkendeki farliliga bagli olarak
degiskenlik gosterir. Ayrica bireysel olarak kopeklerde farkli yanitlar sekillenmesi sonucu
cesitli klinik formlarda elde edilir (Semiao-Santos ve ark, 1995). Generalize yayilimli anerjik
durumda, yiiksek sayida parazit varligi ve az ya da hig klinik bulgu gostermezken, hiperreaktif
formda parazit tespit edilemez fakat kdpeklerde organik lezyonlar ve agir belirtiler gozlenir.
Hastalik bu formlar arasinda degiskenlik gosterir (Griffiths, 1987). Ayni sekilde hastalik
tablosunun farkli yollar1 oldugu, semptomatolojinin de c¢ok ¢esitli olabildigi bildirilmistir
(Lanotte ve ark, 1979). CVL Lanotte ve ark (1979) tarafindan akut, subakut, kronik ya da
regresiv latent olarak smiflandirilmis, Mancianti ve ark (1988) ve Abranches ve ark (1991)
ise klinik semptomlara gore polisemptomatik, oligosemtomatik ve asemptomatik olarak
siniflandirmiglardir. Hastalifin baslangicinda belirtileri inceleyen az sayida ¢alisma vardir.
Sadece yapilan deneysel enfeksiyonlar sonucunda bilgi saglanmistir. Bu galigmalar, sadece
erken klinik belirtileri degil, ayn1 zamanda latent donemi ve hastaligin ilerlemesi hakkinda
birgok farklilig1 gostermistir (Dunan, 1978; Catarsini, 1981).

Visceral leishmaniasis kopeklerde kronik kilo kaybi, istahsizlik, ekzersiz toleransinda
azalma, periferal lenfadenopati, keratokonjuktivitis, kaslarda zayiflik, aralikli bir ates, anemi,
hiperproteinemi, uyusukluk, hepatomegali ve splenomegali ile karakterize ilerleyici sistemik
bir hastaliktir (Grant ve ark, 1991; Lester ve ark, 1996; Arias ve ark, 1996; Poli ve ark, 1997;
Tizer ve ark, 1999). Daha sonralari epistaksis, kronik renal bozukluk, pihtilasma
bozukluklari, nasal depigmentasyon, erozyon ve siddetli iilserasyonlarin gelistigi
bildirilmektedir. L. tropica ile infekte kopeklerde gozlenen kutandz formda ise deride aylarca

devam eden agrili iilser ve nodiiller, pul pul dokiilme, periokiiler alopesi ve kabuklarla
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karakterize dermatitis tablosu seklinde lezyonlar goriilmektedir. Visceral formda da deride
tilserler goriilebildigi bildirilmistir (Fraser ve ark, 1986; Lester ve ark, 1996; Morgan ve ark,
1997; Yilmaz ve ark, 1998; Luna ve ark, 1999; Tiizer ve ark 1999).

Deri lezyonlar siklikla saptanmakta ve diger klinik belirtilerle ya da klinikopatolojik
anormalliklerle birlikte goriilebilmektedir. Ancak kopekler deriye ait lezyonlarla baglantisiz
diger klinik belirtilerle esas sunulan sikayet olarak sunulabilirler (Ciaramella ve ark, 1997;
Koutinas ve ark, 1999). Bobrege ait hastalik CVL' nin tek klinik gostergesi olabilir ve hafif
proteiniiriden nefrotik sendroma ya da son asamasina gelmis bobrek rahatsizligina kadar
ilerleyebilir. Kronik bobrek yetmezligi hastaligin ilerlemesinin siddetli bir sonucu ve CVL' ye
bagli 6limiin ana nedenidir. Enfekte olmus kdpeklerde bobrege ait patolojinin tekrarlanma
siklig1 yiiksek olmasina karsin bobrege ait azotemi (Tablo 1) yaygin olmayan bir laboratuar
bulgusudur (Costa ve ark, 2003; Zatelli ve ark, 2003).
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Tablo 1. L. infantum’ un neden oldugu CVL’ nin bazi klinik ve laboratuar bulgular1 (Solano-
Gallego ve ark, 2011).

Klinik Bulgular

Laboratuar Bulgular: I

Genel

Kutanoz

Serum proteinleri ve
elektroforetogram

o Generalize lenfoadenopati o Non-pruritik, alopesi o Hiperglobulinemia
o Kilo Kaybi olmayan exfoliatif
o Letarji dermatitis o Poliklonal beta
o Mukozal membranlarda o Nodiiler dermatitis ve/veya
solgunluk o Onychogryphosis gammaglobulinemi
o Splenomegali o Piistiillar dermatitis
o Poliiiri ve polidipsi o Papiilar dermatitis o Hipoalbuminemi
o Ates o Eroziv-iilseratif
o Kusma dermatitis o Albumin/Globulin
o Diyare (Kronik kolitis) oraninda azalma
Okiiler Diger bulgular CBC/Hemostazis
o Non-rejeneratif
o Mukokutanéz ve anemi
mukozal iilseratif ya
da nodiiler lezyonlar o Lokositozis ya da
o Blefaritis (eksfoliatif, (oral, genital ve I6kopeni
iilseratif ya da nodiiler) nasal)
o Epistaksis o Trombositopati
o Konjunktivitis (nodiiler)
o Topallik (eroziv yada o Trombositopeni
o Keratokonjunktivitis non-eroziv
poliartritis, o Bozulmus
o Anterior iiveitis osteomyelitis, sekonder
polimyositis) hemostazis ve
fibrinolizis
o Atrofik myositis Biyokimyasal profili/
Idrar Analizi
. o Hafif ya da siddetli
o Vflskulfer bozu.l.duklar proteiniiri
(sistemik vaskiilitis,
arterial _ o Renal azotemi
tromboembolizm)
o Sinirsel bozukluklar o Karaciger enzim

aktivitesinde
yiikselme
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2.4.1. Erken Donem

Genellikle, bu erken donemde acik ve kesin belirtiler yoktur. Bu durum hayvanin
genel durumu spesifik olmayan degisikliklerden etkilenir. Bu durum hastaligin ilerleyici,
artan gelisimi oldugu ve zayif sinsi bir baslangi¢ sekillendirdigini agiklar. Carpici olarak
yavas ama istikrarli kilo kaybu ile beraber apati ve letarji gozlenir. Ugiincii aydan itibaren
dermatolojik belirtiler (Periorbital ve auricular bolgede yama seklinde alopesi), hafif kalp
krizleri, bobrek palpasyonunda agr1 ve konjunktivitis gozlenir. Diger arastiricilar ise ilk

belirti olarak hemorajik degisiklikler oldugunu rapor etmislerdir (Corlouer ve ark, 1983).

2.4.2. Patent Donem

Leishmaniasis’ de hastalik siirecinin gelistirilmesi, yogunlugu ve sayisina gore
semptomlar da c¢esitlilik gosterir. Agir enfekte kopeklerin ¢ogu hastaligin karakteristik
belirtileri gosterirken digerlerinde ancak digerlerinde gdzlenmemistir. Ilgisizlik, halsizlik,
kilo istah, polidipsi, kayip degismesi arasindaki hipertermi gibi yaygin non-spesifik
semptomlarin bir sayidir. Ortak olan non-spesifik semptomlardan bazilar1 sunlardir;
hipertermi, letarji, kilo kaybi, apati, polidipsi, istah degisikligi ve halsizlik ve benzeri
bulgular gozlenir (Catarsini, 1981; Keenan ve ark, 1984a, b; Hernandez-Rodrguez ve ark,
1987). Bu agsamanin en karakteristik belirtileri arasinda lenfadenopati gbze carpar. Lenf
nodiillerinin boyutunda ve kivaminda artig sekillenir. Yiizeysel olan lenf nddiillerinin
palpasyon ile muayenesinde kolayca bu bulgular elde edilebilir. Bu duruma 6rnek olarak
popliteal, preskapiiler ve submaksillar lenf nodiilleri verilebilir (Abranches ve ark, 1991a).
Hepatomegali, ayn1 zamanda bu hastaligin asamasi, hem de énemli dl¢lide splenomegali
dikkate degerdir. Hepatomegali hastaligin bu safthasinda dikkat ¢ekicidir ayrica dikkate
deger splenomegalide gozlenir (Slappendel, 1988). Deri lezyonlarinin gesitli ve genis
aralig1 vardir, bol kuru deskuamasyonun kapsadig: kiiciik alopesik alanlar, soyulmus ve
seborea az ya da ¢ok genis kabuklu iilserler seklindedir. Bu lezyonlar normal olarak burun,
g6z kiiresinde ve kulak cevresinde baglar. Daha sonra viicudun her yerinde yayilan
ozellikle belirgin kemikler iizerindeki deri yapisinda kendini gosterir. Lezyonlarda
ozellikle kasint1 yoktur (Hernandez-Rodriguez ve ark, 1987; Slappendel, 1988). Kutanoz
belirtiler kopek ve insanlarda farklidir. Orada lokal yangi ve patolojik degisiklikler bu

bolge ile sinirhidir, kopeklerde deri etkilenir iken hastalik i¢ organlara dogru ilerler (Ferrer,
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1989). Birkag¢ yazarlara gore, semptomatik kopeklerin en az % 90’ 1 kutandz patolojiye
sahiptir (Slappendel, 1988; Ferrer, 1989). Kutan6z lezyonlar1 bulunan 43 kopekte yapilan
calismada kutandz semptomlara gore dort gruba ayrilmistir (Ferrer 1989). (1) Calismadaki
kopeklerin %60’ inda alopesi ve deride soyulmalar ile deride bulunan makrofajlarda ¢ok
sayida amastigot bulunmustur. (2) Kopeklerin %23’ {inde bacaklarda ve eklemlerde deri
tilserinin varlig1 ile karakterize iilseratif dermatoz ve birka¢ amastigot gozlenmistir. (3)
Olgularin %11’ inde nodiil ile karakterize nodiiler dermatitis ile biiylik sayida enfekte
makrofajlar gozlenmistir. (4) incelenen kdpeklerin %6’ sinda viicudun her yerinde yaygin
ekzantemin ortaya ¢ikmasi ile karakterize piistiiler dermatitis berlirlenmistir. Histolojik
olarak parazit belirlenmemistir. Okiiler belirtiler de olduk¢a sik goriiliir. Mukdzden
mukopurulente kadar degisen derecede konjunktivitis ve sarimst akint1 lakrimal marjine
yapisik durumda olur. Mukoza anemi nedeni ile solgundur. Benzer sekilde keratitis
sekillenebilir iilser ilerleyerek sonraki durumda korliik meydana gelebilir (Swenson ve ark,
1988). Burun akintis1 yaygindir bu akinti ser6zden mukopurulente kadar degisebilir.
Epistaksis tek veya iki tarafli olabilir. Kanamalar aralikli damlalar seklinde de olabilirken
frank kanama seklinde de olur (Hernandez-Rodriguez ve ark, 1987; Swenson ve ark,
1988). Miiskiiler atrofi hastalik ilerledik¢e giderek artar ve sik goriilir. Canine
leishmaniasis enfeksiyonu sirasinda, perionyxis, Onikogrifozis ve onychorrhexis
goriinebilir ayrica sinir sistemide etkilenmis olabilir bu nedenle tremorlar ve motor
aktivitede azalmalar sekillenir, son asamalarda arka bacaklarda paralizler de goriilebilir
(Bourdeau ve Groulade, 1988). Baz1 vakalarda topallik ve artritis goriiliir (Slappendel,
1988; Spreng, 1993). Osteomyelit ve artrosinovitis bazi durumlarda da tarif edilmistir ve

leishmaniasisin sagaltimina iyi cevap verirler (Buracco ve ark, 1997).

2.4.3. Son Dénem

Semptomlarin ortaya ¢ikis zamani (enfeksiyondan sonraki iki ya da {i¢ aydan yillara
kadar degisir) ¢ok ¢esitlidir. Ayn1 sekilde, hastaligin son asamasinda gelisi tahmin etmek
zordur. Bu asamada, kdpeklerde en cok etkilenen organlaridir bunun yaninda {ilserler ve
alopesi alanlar1 goriiliir. Bu donemde kopeklerde kaseksi géze carpar, 6liim nedeni ise
bobrek ve karaciger yetmezligi sonucu olur. Bu asamada firsatg1 enfeksiyonlarinda

gelisimi sekillenir (Ferrer, 1989).
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2.4.4. CVL’ nin kronik formlari

2.4.4.1. Genel bulgular

Canine visceral leishmaniasis’ in belirtileri ¢iban benzeri olusumlarla baslar. Bu tek bir
tilseratif akintili yaradir, birka¢ gilin sonra, enfeksiyonun klinik gostergeleri hafif ama
ilerleyen ve sonrasinda ciddi durum kazanan belirtilerle ortaya ¢ikar, sersemlik ve hareket
etmede olan isteksizlik, viicut kondiisyonunda azalma, hiporeksi, kilo kayb1 ve bolgesel
(bas bolgesinde) genel amyotrofi. Yinede, hastaligin erken donemleri genel klinik
bulgularla eslestirilemez (Gharbi ve ark, 2015). CVL’ de en sik goriilen belirti lenf
yumrularinin biiylimesidir (Ilenfadenomegali), agrisisz ve hareketlidir (Ciaramella ve ark,
1997). Bu biiyilime bazi1 olgularda sadece klinik belirti seklinde sirasinda erkenden olusur.
Splenomegali tespit edilse de bu durum degiskendir (Baneth ve ark 2008).

2.4.4.2. Kutanoz Belirtiler

Dermatolojik bulgular CVL’ de en belirgin ve en yaygin ikinci belirtisidir (Greene,
2012; Baneth ve ark, 2008; Ferrer ve ark 1988; Martinetti, 2013; Koutinas ve ark 2010).
Tek belirlenen bulgu olabilir veya diger tip lezyonlarla iliskili olabilir (Papadogiannakis ve
ark, 2005). Dermatolojik belirtiler tipi ve yogunlugu degisebilir ama kasint: ile iligkili
degildir (Gharbi ve ark, 2015).

Kasintisiz yaygin alopesi, kabuklu kuru seborrhoea ile iliskilendirilebilir, bolgesel
olabilir (genelde dorso-lumbar bélge) ya da tiim viicuda dagilmis olabilir (Blavier ve ark,
2001). Baz1 vakalarda kopeklerde folikiiler keratoz sekillenir, yangisal infiltrasyon sonucu
sekillenen parakeratosis, bazen histiyositler, plazmositler ve makrofajlarla ile de
iliskilendirilebilir. Bazen leishmania amastigotlar1 bulunabilir. Hiperkeratoz bas, burun ve
patilerde bulunabilir. Multifokal kutan6z ya da mukozal iilserler derinin epidermal ve
dermal bolimlerinin nekrozuyla iligkilendirilebilir. Nekrozlarin etrafinda Leishmania
amastigotlarindan enfekte olmus histiyositler, lenfositler, plazmositler ve makrofajlardan
olusan polimorfik bir hiicre infiltrasyonu vardir. Siklikla, yangisal histiyo-lenfoplazmositik
infiltrat varhigiyla karakterize edilen siiperfisiyal ve/veya derin bakteriyel (baslica
Staphylococcus spp.) ya da fungal (Malassezia pachydermatis), pistiiler dermatitis

seklindeki enfeksiyonlar rapor edilmistir (Gharbi ve ark, 2015).
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Nodiiler dermatit yangisal infiltrasyonlu, yiiksek parazit yiiklii makrofajlar
icerebilir ve bazi lenfositler ve plazmositler rapor edilmistir. Boxer tiirlerinde nodiiler form
daha sik gbézlemlenmistir (Young ve Perkins, 1984; Vidor ve ark, 1991). Atipik ve seyrek
kutanéz lezyonlar da goriilebilir bunlar depigmentasyon (¢ogunlukla nazal bolgede),
panikiilitis ve nazal hiperkeratdz (Resim 7 ve 8) ayrica bu lezyonlar patilerde de goriilebilir
(Gharbi ve ark, 2015).

Tirnaklarin asir1 uzamasi belirginlesebilir (Resim 9). Ayaklarda nodiiller olusabilir.
Bunlar basit papiillerden periferal lenfoadenopatiyi i¢eren tiimor benzeri nodiillere uzanan
degisiklikte olabili. Bu nodiiller parmakarasi bolgelerde gozlemlenebilir. Baz1 vakalarda

nodiiller iilserlesebilir (Blavier ve ark, 2001).

2.4.4.3. Okiiler belirtiler

Okiiler belirtiler polimorfiktir (Resim 10) ve difiize veya nodiiler konjunktivitis;
eksfolyatif, tilseratif veya nodiiler blefaritis (Resim 11); nodiiler veya diffiize skleritis;
anterior veya posterior iiveitis, granillomatoz veya diffiize olabilen glokom, panoftalmi ve
keratokonjunktivitis bildirilmistir (Baneth ve ark, 2008; Solano-Gallego ve ark, 2009;
Amara, 2003).

2.4.4.4. Non-Spesifik Belirtiler
CVL ile birlikte ¢esitli atipik formlar rapor edilmistir, 6rnegin yangisal folikiilitise

bagli olarak steril piistiilar dermatit; poliartrit'e bagl topalllik, tip III hipersensitivite ve

daha nadiren graniilomatoz miyositis gézlenir (Blavier ve ark, 2001; Greene, 2012).
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Resim 7. Dorsal bolgede deride hiperkeratozis ve burun ucunda hiperkeratozis
(Gharbi ve ark, 2015).

Resim 8. Ulseratif dermatitis ve keratokonjiiktivitis (Gharbi ve ark, 2015).

olgusu
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Resim 9. CVL’ i bir kdpekte onikogrifozis (Gharbi ve ark, 2015).

2.4.4.5. Organlardaki Lezyonlar

Dalakta lezyonlar immun sistem hiicreleri tarafindan infiltrasyonu sonucu 6zellikle
monosit ve makrofajlar ve ayrica kirmizi ile beyaz pulpalarin hiperplazisi sonucu
splenomegali sik goriiliir. Kemik iligi koyu pembe veya kirmizi jel goriinlimiindedir. Lenf
diiglimlerinde lezyonlar, kortikal ve mediiller bolgelerin asir1 biiyiimesi s6z konusudur.
Yinede gelismis asamalarda periferal lenf diiglimlerinin biiyiikliigii normal hatta hipoplazik
bile olabilir. Cok sayida intra ve inter makrofajik leishmania ile makrofajlarin ve
lenfositlerin yayginlagsmasi goriiliir. Karaciger son asamalarda biiyiir ve kalsifiye olur
(Rallis ve ark, 2005). CVL’ de graniilomatéz veya pyograniillomatdz yangisal reaksiyonlar
gelistiginde, ilerlemis vakalarda kronik diyareye yol agmaktadir (Benzouine, 2000; Ferrer,
1991; Keenan ve ark, 1984). Testislerde fibroz septumun kalinlagmasiyla kurumus, sarimsi
kahverengi veya grimsi renktedir (Amara ve ark, 2009). Bobrek belirtileri
glomerulonefritis ve/veya interstisyel nefritis, daha nadiren amiloidoz seklindedir. Bunlar
proteiniirinin varligini gosterir ve hipertansiyon gelismesinin sebebi olabilir ve bir kisir
dongii olusumunu isaret eder, son agamasi olan nefrotik sendrom ve/veya kronik bobrek
yetmezligi, leishmaniasis’ in en temel oliim sebebidir (Gharbi ve ark, 2015). Diger
lezyonlar sik ve polimorfiktir (Blavier ve ark, 2001). Bunlar; eklem distensiyonu, bazen

eroziv artritis, proliferatif veya litik kemik lezyonlari, kronik hepatitis, kronik kolitis,
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menenjitis ve masseter kaslarda atrofik myositis ve/veya polimiyositis seklindedir (Gharbi
ve ark, 2015).

Resim 10. (1) Leishmania sp. ile enfekte kopekte kaseksi, eksfoliyatif dermatitis ve birkag

kemik ¢ikintilarin iizerinde yaygin ve hipotrikhotik eksfoliyatif dermatit ve iilserasyonlar
(2) Yiizde ve kulaklarda eksfoliyatif dermatitis (3) Cene derisinde iilserasyon ve plak
olusumu (4) On bacaklarda asir1 tirnak uzamasi (Onikogrifozis) ve multifokal derin
stafilokok piyoderma (5) Nodiiler ve iilseratif blefaritis, purulent konjonktivitis ve korneal
opasite ve neovaskiilarizasyon ile anterior {iveitis (6) Kronik miyozitis nedeniyle temporal

kaslarda siddetli ve simetrik atrofi (Koutinas, 2014).
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Resim 11. CVL’ li bir kopekte (A) pododermatitis, onikogrifozis, paronisi (B) G6z

kapaklarinda graniilamat6z lezyonlar ve korneal opasite (Solano-Gallego ve ark, 2016)

2.5. Tam

Bireysel olgularda leishmaniasisin tanisinin onaylanmasi zor olabilir, 6zellikle
klinik belirtiler spesifik degildir. Buna ek olarak, leishmania enfeksiyonu i¢in yapilan uzun
calismalar tami testleri i¢in goreceli prediktif (belirleyici) degerlerinin enfeksiyonun
asamasina bagli olarak degistigini gostermistir. Sonug olarak, birden fazla test yontemlerini
iceren bir tanisal yaklasim Onerilmektedir ve tek bir tan1 yontemi tiim enfekte hayvanlarin
tanisin1 koyamaz (Solano-Gallego ve ark, 2016).

Hiicre i¢i ya da hiicre dis1 leishmania amastigotlar1 Giemsa ya da diger
Romanowsky tiirii ile boyali doku aspiratlariyla tanimlanabilir ya da lenf nodiilleri,
konjunktiva, kemik iligi, dalak ve deri lezyonlarindan alinan biyopsi 6rnekleri ile de tespit
edilebilir. Leishmania amastigotlar kii¢iik yuvarlak veya oval organizmalardir, 1.5-3.0 X
2.5-3.5 mikron biiyiikliigiinde ve serbest flagellas1 yoktur. Organizma, nispeten biiyiik bir
cekirdek ve kinetoplasta sahiptir. Mikroskobik incelemenin duyarliligi goreceli olarak
zayiftir (%60), kemik iligi ve lenf nodiillerinin Orneklerinde %50’ den az parazit
yogunluguna sahiptir. Kinetoplast DNA' sin1 hedef alan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ve leishmanianin belirlenmesinde duyarliigit ve Ozgilligii artisi1  saglayan
immiinohistokimyasal teknikler taze veya dondurulmus kemik iligi, lenf diigiimii ve deri
biyopsi orneklerini kullanilmak i¢in gelistirilmistir. Bu tiir 6rneklerde, PCR duyarliligi
%95-100" e yaklasir. Ancak periferik kan 6rneklerinde PCR duyarliligi diisiiktiir (Solano—
Gallego ve ark, 2016).
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Leishmania sp. ile enfekte bircok kopekte spesifik humoral immun yanit gelistirir
ve bu durumda sero-diagnostik testler yaygin olarak kullanilmaktadir. Erken leishmania
enfeksiyonunda (ilk birka¢ ay) serolojik duyarlilik (%41) dusiiktiir fakat ilerleyen
enfeksiyonda yiiksek duyarlilik s6z konusudur (% 93-100). Hafif enfeksiyonlarda 6zellikle
lokalize kutandz Leishmania enfeksiyonunda oldugu gibi duyarlilik smirli olabilir. Cok
cesitli serolojik testler kullanilabilir. Bdylece Indirekt floresan antikor testi, direkt
agliitinasyon, konventional enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dot-ELISA,
kompetitive ELISA ve western blotting testlerinden faydalanabilir. Spesifite, duyarlilik ve
prediktif degerlerinde bazi varvasyonlar olmasma ragmen, serolojik tanida en ¢ok bu
testler kabul edilebilir diizeydedir. Hali hazirda, rekombinant Leishmania K39 ELISA
onaylanmis olmasima ragmen birgok testte kaba leishmania antijeni kullanilmaktadir.
Bir¢ok immiinokromatografik hizli test kitleri CVL i¢in iiretilmistir ancak ¢ogu nispeten
spesifik olmasina ragmen, duyarliik %35-76 arasinda degismektedir (Solano-Gallego ve
ark, 2016).

Kopeklerde leismaniasis’ e karsi asilama heniiz gelistirilmemistir. Yiksek antikor
diizeyleri genellikle enfeksiyon ve siddetli parazit yogunlugu ile ilgilidir bu sebeple
bunlarin hepsi leismaniasisin kesin tamisinda faydali olur. Ancak, diisiik antikor
seviyelerinin varlig1 latent hastalifin her zaman gostergesi degildir ve bu durumun PCR,
histoloji, sitoloji gibi diger tan1 yontemleri ile teyit edilmesi gerekir. (Tablo 2) Seroloji
sonuglarinin yorumlanmasindaki zorluklar igersinde diger patojenlerin olusturdugu ¢apraz
reaktivite ve antikorlart olusturan asilamalar yer alir. Bazi serolojik testlerde farkli
patojenler serolojik olarak c¢apraz-reaktivite olusturmast miimkiindiir. Capraz reaktivite
sekillendigi diger bazi leishmania tiirleri ve Trypanosoma cruzi enfeksiyonlarinda rapor
edilmistir. Bu yiizden, Trypanosoma tiirlerinin enfeksiyonunda olan ¢apraz reaksiyon
sonucu serolojik spesifite Orta ve Giliney Amerika' da azalabilir. Enfeksiyondan sonra
olusan antikorlar ve agilama sonrasi olusan antikorlarin arasindaki ayrimi yapan serolojik
teknikler giinlimiizde yoktur. Bunun i¢in asilama sonrasit olusan antikorlarin kinetigi
hakkinda 1yi bilgi sahibi olunmasi 6nemlidir. CaniLeish® agisi ile agilama suretiyle olusan
antikorlarin maksimum pik diizeyi ilk as1 protokoliiniin li¢iincii asilamasindan 2 hafta sonra
ulasir. Antikor seviyelerinde zamanla azalma goriilmektedir, Asilanmis kopeklerin
cogunda saptanabilir antikor varligina sahip degildir, bu durum 6 ay sonra yapilan IFAT ile
elde edilmistir (Tablo 2) (Solano-Gallego ve ark, 2016).
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Kiiltir CVL enfeksiyonunun tanisi i¢in de kullanilabilir, ancak teknik anlamda
uzman laboratuarlara ve uygun muhafaza tesislerine ihtiya¢ vardir. Buna ek olarak, uygun
spesifiteyi elde etmek i¢in ¢ok sayida orneklerin ¢esitli bolgelerden alinmasi gereklidir.
Leishmania tiirlerinin karakterizasyonu igin temeli geleneksel izoenzim analizleri ve
molekiiler teknikler kullanilir (multilocus sequence yazimi ve microsatellite
identifikasyonu). Yeni ve Eski Diinya tiirlerinin farklilasma gibi primer dizileri artik
mevcuttur, PCR ve dizilemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Solano-Gallego ve ark,
2016).

[Ik asama leishmaniasis ile ilgili bulgulara yonelik detayli bir klinik muayene
yapilmasidir. Lenf yumrularina yonelik bir aspirasyon uygulanmasi ilk diyagnostik
tekniktir ve ozellikle de biiylime farkedildiyse yapilmasi 6nemlidir. Aspirat mikroskop
slaytina siiriiliir, daha sonra Giemsa ile boyanarak, optik mikroskopta x1,000 biiyiitme ile
amastigotlarin varliginin tespiti i¢in incelenir. Parazitler cubuk seklindedir, bir nukleus ve
kinetoplast igerir (bu iki yap1 koyu kirmizi-mor renktedir) ve hiicre konagi siklikla rupture
edildiginden siirme islemi sirasinda intraselliilar ve ekstraselliilar kompartimanlarda
bulunabilir. Alternatif olarak, dalak, kemik iligi ve deri biyopsisi de yapilabilmektedir.
Teknigin hassasiyeti zayif oldugundan (9%50-60), negatif klinik vakalar diger teknikler
kullanilarak arastirilmalidir (Gharbi ve ark, 2015).

Immunoflorasan antikor testi (IFAT) promastigotlarin kullanilmasiyla yapilan
referans teknigi olarak kullanir, cut-off degeri kopeklerde 1/80° dir (WHO, 2015). ELISA
giderek IFAT' in yerini almaktadir ¢linkii ticari kitleri bulunabilir hale gelmistir. Daha
hassas ve belirgindir; otomoatize edilebilir, okumasi kolaydir ve objektif sonuglar verir
(Gharbi ve ark, 2015).

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) DNA, Iokositlerden veya diger doku
biyopsilerinden elde edilir. Parazite genomunun c¢esitli pargalarin1 6zellikle kinetoplast
DNA sarmalini agarak bize Leishmania cinslerinden gesitli tiirleri ayirt etmemize yardimei
olan bir¢ok primer setler gelistirilmistir (Ravel ve ark, 1995; Gomes ve ark, 2007).

Dongii-ortamli izotermal amplifikasyon (LAMP) PCR 1s1 dongiileyici gerektirmez
ve boylelikle ¢ok donanimli olmayan labaratuarlarda bile kullanilabilmektedir. Dahasi
LAMP PCR’ da kullanilan Bacillus stearothermophilus polimeraz 60-65°C lerdeki
caligmalarda kullanilir. (Gharbi ve ark, 2015). Chaouch ve ark (2013) L. infantum DNA
sin1 belirlemek i¢in sistein proteaz B multi-kopya genini hedefleyen bir LAMP PCR
gelistirmistir. Bu teknigin hassasiyeti geleneksel PCR ile kiyaslanabilir ozelliktedir.
Belirginligi siradan 18S LAMP' ten daha fazla olsa da Adams ve ark (2010) Trypanosoma
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cruzi ile capraz reaksiyon belirlemislerdir. Birtakim hizli, kullanima hazir, piyasada
mevcut tek kullanimlik ¢ift yol platformlar1 (DPP) (hizli test kitleri) bulunmaktadir. A/G
protein ve antikorlara bagl antijenler ile baglanmis koloidal altin pargalarinin reaksiyonu
tizerine hazirlanmislardir (Castro-Junior ve ark, 2014). Bes uL bir 6rnek cihazin igine
yerlestirilir. Bu testler serum, plazma ve tam antikoagulanthi kan {izerinde uygulanabilir

ama antikor nicelligi uygulanamaz (Gharbi ve ark, 2015).
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Tablo 2. CVL tanisi i¢in kullanilan bazi tekniklerin avantajlari ve kullanimini sinirlayan durumlar (Gharbi ve ark, 2015)

Belirti

Avantajlan

Dezavantajlar

Uygulama

Direkt Teknikler

Lenf nodiillerinin biyopsisi

Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)

Immunofloresan
antikor
testi (IFAT)

Enzim-bagh
immunosorbent
testi (ELISA)

Amastigotlar

Niikleik asitler

Somatik antikor

Coziinebilir
Antikor

O O O O

Hizhi
Az maliyet
Miikemmel Spesifite

Miikemmel Spesifite
Miikemmel
Sensitivite

Subjektif degildir

Diisiik maliyet
Kolay uygulama
Pahali ekipman
gerektirmez
Standart teknik

Objektif
Oldukga ucuz
Basit

Nicel teknik

Diisiik Sensitivite

Pahal1

Tasiyic1 ve enfekte donem arasinda
fark yoktur

Laboratuvar ekipmani gerektirir

Bazen objektif degildir
Uygulamasi zaman alir

Kit seklinde bulunabilir

[lk teknik olarak
uygulama

Aragtirma igin
Sagaltim takibi

Toplu tarama
Klinik tani
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2.6. Sagaltim

CVL’ li kopeklere yonelik bir mevzuat bulunmadigindan, kopegin sagaltimina
yonelik uygulamalar kopek sahibi ile veteriner hekim arasinda gergeklesmektedir. Sagaltim
protokoliinde énemli bir faktdr kdpek sahibinin diisiincesidir. Oncelikle, képegin bobrek ve
karaciger fonksiyonlar1 incelenmelidir. Eger bunlar etkilendiyse Otenazi yerinde olacagi
bildirilmistir. Sagaltimi1 yapilan her képegin rezervuar olmasinmi engellemek ve vektoriin
aktif oldugu sezonda yeniden enfekte olmasini engellemek igin kum sineklerine karsi
insektisitli tasma takilmalidir. Bazi protokollerle CVL’ nin sagaltimi yapilmaya galisilsa
da; en saglikli yaklasim leishmanistatik ve leishmanisidal molekiillerdir. CVL sagaltim ve
denemeleri hakkinda incelemeler igeren kapsamli arastirmalar vardir (Andrade ve ark,
2011; Athanasiou ve ark, 2013; Noli ve Saridomichelakis, 2014). Sagaltimi yapilan
hayvanlarda kiiciik bir oranda dahi olsa etken kalacagindan serolojik ve klinik gézlem
hayvanin hayati boyunca devam edilmelidir. Sagaltim metodu olarak meglumin
antimoniyat (leishmanisidal molekiil) ile allopurinol (leishmaniastatik molekiil)
kullanildig1 bildirilmektedir (Gharbi ve ark, 2015).

Meglumin antimonyat giinliikk 75—-100 mg/kg veya giinde iki defa 40—75 mg/kg, 4—
6 hafta boyunca subkutanoz olarak ya da intramuskiiler enjeksiyon seklinde yapilir.
Meglumin antimonyat, nefrotoksisite (Bianciardi ve ark 2009), anoreksi, kusma, diyare ve
lokal enfeksiyon bolgesi olusumu gibi yan etkiler gézlemlenir (Noli ve Saridomichelakis,
2014).

Allopurinol en az 6-12 haftaligina giinde iki defa 10-15 mg/kg oral olarak verilir
(Solano-Gallego ve ark, 2011). Bazi allopurinol ile sagaltimi yapilan kdpeklerde (%12)
ksantin triner kristaller, sonrasinda, bazi1 vakalarda, ksantin tirolitiasis goriilmiistiir (Torres
ve ark, 2011).

Miltefosin, bir leishmanisidal alkilfosfokolindir, insan dermatolojisinde bir
antimitotik olarak kullanilir ve kopeklerde leishmaniasis sagaltiminda (2 mg/kg giinde bir
kez, 30 giin siire ile) allopurinol ile birlikte kullanilir (Farca ve ark, 2012).

L. infantum miltefosine kargi hizlica direng gelistirir. Semptomatik sagaltimda
sekonder enfeksiyonlar (iilserler, keratokonjuktivitis ve diger belirtiler gibi) i¢inde sagaltim
uygulanmalidir. Kortikosteroidler, eklem ve bobreklerde immunokomplekslerin birikme

riski oldugunda kullanilmasi 6nerilir (Gharbi ve ark, 2015).
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Parazitolojik olarak kanitlanmig CVL ile enfekte yedi kdpek allopurinol ve sodyum
stiboglukonat kombinasyonu ile sagaltimi yapilmistir. Bu ¢alismaya gore kdpekler, klinik
bulgular iyilesene kadar (her 12 saatte bir oral olarak 15 mg/kg) allopurinol verilmistir,
bunu takiben bir ay siire ile sodyum stiboglukonat 30 mg/kg dozda subkutandz sekilde
allopurinolle kombine edilmistir. Daha sonra allopurinol 8 ayin sonuna kadar ayni dozda
tek basmma devam edilmistir. 8 aylik sagaltimin sonunda, klinik bulgularin ve
klinikopatolojik anormalliklerin normale restorasyonu fark edilmistir. Sagaltimin sonunda
yedi kopegin {i¢iine yapilan lenf yumrularindan alinan aspirasyon ornegi incelenmis ve
amastigot gozlenmemistir. Kopeklerin IFAT titreleri halen pozitif olmasina karsin ortalama
IFAT titreleri, sagaltim Oncesi ile karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik (P <0.001)
olarak belirlenmistir (Pasa ve ark, 2005).

2.7. Korunma

L. infantum' a yatkinligi az olan saglikli insanlarda, ¢ogunlukla asemptomatik
enfeksiyonlar goriiliir. Klinik olarak tesbit edilmis enfeksiyonlar iki yasin altindaki
cocuklarda daha yaygindir (Takken ve Knols, 2007). L. infantum’ un ana kaynagi
kopeklerdir; ayrica vahsi karnivorlarda da olabilir ancak bunlar parazitin epidemiyolojik
dongiisiinde daha az 6neme sahip bir yer tutarlar. Bu daha kiiglik biyokiitle ve yogunluga
sahip olmalarindan ve insan popiilasyonlar1 ile daha wuzak iliskide olmalaridan
kaynaklanmaktadir. Parazit hasta bir kopekten kum sinegine bulasir, daha sonrada
vektorden insanlara bulagma sekillenir. Leishmaniasis' in kiiresel siklig1 ve cografi dagilimi
hakkindaki istatistik bilgileri gilivenilir degildir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir (Otranto ve Dantas-Torres, 2013). Diinya Saglik Orgiitiine gore 98 iilkede
endemiktir (WHO, 2010). Diinya ¢apinda iki milyon vaka, 0,5 milyonu Visceral
Leishmaniasis ve 1,5 milyonu kutanéz form seklindedir. Dengesiz beslenme, HIV
enfeksiyonu, immunodepresyon, insanlari paraziter bu enfeksiyona hazir hale getirir
(WHO, 2015; Rodriguez-Cortes ve ark, 2013). Ates, mukozal solukluk ve splenomegali,
diisiik diizeyde kan hiicresi (anemi, 16kopeni ve trombositopeni) ve bir yangisal sendrom
ile iliskilendirilen klinik goriiniim sekillendirir (Marty ve ark, 2011).

CVL’ nin kontrolii hasta kopeklerdeki siddetli yapisindan ve zoonotik
karakterinden dolayr dnemlidir. Onlem almak sagaltimdan daha énemlidir ¢iinkii sagaltima

iliskilin kisitlamalar mevcuttur ve yiiksek maliyete sebep olabilmektedir. Dahas1 kdpek
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niifusunun biiylikce bir boliimii bu dlgililerden etkilemeyeceginden, bireysel kontrol
mekanizmalarimin hastaligin epidemiyolojisi iizerine etkisi yoktur (sahipli kopekler,
basibos kopekler ve yabani kopek tiirleri). Herhangi bir kontrol opsiyonu se¢meden 6nce,
su iki faktorii g6z 6niinde bulundurmak 6nemlidir. (1) Hedeflenen bélgenin epidemiyolojik
sekli nasildir? (Ornegin, hastalik sporadik, enzootik ya da hiperenzootik sekilde mi ortaya
cikiyor?) (2) Kopeklerde leishmaniasis' in hedef alanindaki insanlarin yagami iizerine etkisi

nasildir? (Gharbi ve ark, 2015).

2.7.1. Asillama

Veteriner saglik alaninda ¢ok dnemli olmasina ve hasta sayisina ragmen CVL ' ye
kars1 as1 sadece son 10 yildir uygulanmaktadir. Giiniimiizde ii¢ ticari ag1 bulunmaktadir

(Otranto ve Dantas-Torres, 2013).

2.7.1.1. Leishmune®

Bu bir fruktoz-manoz ligand (FML)-saponin asidir; Brezilya’da 2003 te L.
donovan‘ ye karsi kopekleri korumak amaciyla lisanslanmistir. Bu parazite karsi etkililigi
%76 ve koruma oram1 %92’ dir. Brezilya Saglik Bakanligi Leishmune®’ u kdpeklerde

leishmaniasis’ e kars1 kullanimi kabul etmemistir. (Gharbi ve ark, 2015).

2.7.1.2. Leish-Tec®

Bu ag1 of Leishmania amastigotlarinin A2-antijen rekombinantidir ve saponin' i
adjuvant (destekleyici-tedavi edici) olarak kullanir. 2008' de lisanslanmistir. Bu ticari

asinin etkililigi hakkinda yeterli bilgi yoktur (Wylie ve ark, 2014).

2.7.1.3. Canileish® (LiESP/QA-21)

Bu as1 ¢esitli Avrupa iilkelerinde 2011' de lisanshi tiriin sifatin1 kazanmistir. S6z
konusu as1 L. infantum promastigotlarinin siipernatant bir kiiltiirii olarak (LIESAp), 54-
kilodalton (kDa) salgilanmig L. infantum proteini ile muramyl dipeptid (MDP)
icermektedir. Asinin L. infantum’ a kars1 etkililigi % 68,4 koruma orani ise % 92,7’ dir.
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Dogal L. infantum enfeksiyonuna maruz kaldiktan sonra, agilanmig kopeklerin PCR pozitif
olma olasilig1 kontrol grubundaki kdpeklerle benzerdir fakat PCR pozitif kdpeklerin, PCR
negatif duruma doniismesi asili hayvanlarda kontrol grubundan daha fazla olasilik

tasimaktadir (Wylie ve ark, 2014; Oliva ve ark, 2014).

2.7.2. insektisitli tasmalarm kullanim

Deltamethrin'in insektisitli tasmalarda kullanimi endemik bolgelerde kopeklerde
enfeksiyon riskini azaltir (Gharbi ve ark, 2015). Manzillo ve ark (2006) leishmaniasis 'in
yiiksek endemik oldugu yerlerdeki barinaklarda sahipsiz kopeklerde iki yillik bir alan
calismasi yapilmistir. Bu arastirmacilar kdpeklerde leishmaniasis'in belirtilerinin tasmasiz
kopeklerde daha siklikla gozlemlendigini belirtmis ve enfeksiyonun daha hizli gelistigini
rapor etmislerdir (Manzillo ve ark, 2006). Ama diger etkili insektisitlerin de
kullanilmamasi durumunda deltametrine olan diren¢ mutlaka ortaya ¢ikacaktir (Gharbi ve

ark, 2015).

2.7.3. Vektor Kontrolii

Vektor kontrolii kum sineklerine karsi genellikle imkansizdir, ¢linkii olgunlamamis
safhalarda barinaklarda yuvalarin tespiti zordur ve ergin formlar1 ¢ok genis bir ¢evreye
yayilmis durumdadirlar. Durgun veya akiskan sulara uygulama yapmanin kum sineklerine
etkili olacag1 yaygin bir yanlistir (Gharbi ve ark, 2015).

Yayginlastirma programi kopek sahiplerine, 6zellikle de gelismekte olan {ilkelerde
kirsal bolgelerde olanlara yonelik olmalidir. Kdpek sahiplerinin kopeklerinin yasam
kosullarini iyilestirmeleri konusunda bilgilendirilmeli, 6zellikle kaliteli ve yeterli beslenme
ve uygun saglik onlemlerinin saglanmasi konusunda bilin¢lendirilmeleri gerekmektedir.
Parazitler i¢in bir rezervuar goérevi yapan genis sokak kopegi toplulugunun olugmasin
engellemek amaciyla evsel atiklarin diizenli bir sekilde toplanmasinin saglanmasi
gereklidir. Bu bolgelerde Veteriner Hekimler toplumu bu i¢ Onemli konuda
bilin¢lendirmelidirler; (1) Leishmaniasis hayvandan insana bulasan ve kum sinekleri ile
taginan ozellikle bagisik sistemi zayiflamis ¢ok geng¢ ve yaslh insanlarda ortaya ¢ikan bir

hastaliktir. (2) Kopeklere kum sineklerinden bulastirilmasi genelde giin batimi ve giin
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dogumu arasinda disarida olmaktadir. (3) Eger kopeklerde ilgili belirtilerden (deri
lezyonlari, halsizlik veya lenf nodiillerinde asir1 biiyiime) bir ya da birkagi goriiliirse

Veterinere Hekime danisilmalidir. (Gharbi ve ark, 2015).

2.8. CVL ile hemostazis arasindaki iliski

N

Yangisal

Koagtilasyon Reaksiyon

o 4
!
e

Sekil 4. Koagiilasyon, yangisal reaksiyon ve vaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiye

yonelik sema (Esmon, 2000)

CVL’ de meydana gelen damar hasari, direkt olarak gerceklesebildigi gibi antijen
tarafindan olusturulan immun kompleksler ve hiicresel bagisiklik sonucu immun sistemin
cevabi ile de hasar meydana gelir. Leishmania tiirlerinin invazyonu ile gelisen vaskiilitis ve
parazitin kiiciik ¢apl kapillar damarlara goéllenmesiyle trombozis, iskemi ve nekrozlar

gortliir (Pumarola ve ark, 1991).
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CVL’ de sirkiilasyondaki persiste antijen iiretimine bagli olarak olusagelen
immunkompleksler  glomeruluslardaki  kapillar duvarda ve kan damarlarinda
birikmektedirler. Son s6zii edilen ¢6ziinebilir (soliible) komplekler koagiilasyon kaskadini
uyararak yangisal cevap olusturmakta ve boylece glomerulopati ve vaskiilitis
sekillendirmektedir. Onceden bildirilen bir vakada leismaniasisli bir kopekte vaskiilitisin
akut parapleji’ ye neden oldugu gosterilmistir (Font ve ark, 2004).

Son zamanlarda hemostaz ve yangi arasindaki baglanti ¢ok ilgi ¢ekmektedir
(Esmon, 2000). Bu baglanti, pihtilagsma faktorlerinin trombin, FX ve FVII' nin, hemostazda
bilinen bir rolii olmayan spesifik hiicre membrani kapsayan reseptorlere baglanarak hiicre
i¢i sinyal kaskatlarini tetikledigini gosteren ¢aligmalarla belirlenmistir (Rettingen ve ark,
1995; Papapetropoulos ve ark, 1998; Ellis ve ark, 1999; Ruf ve Mueller, 1999) Trombin
reseptorleri (proteaz aktive reseptorleri-PAR) en iyi karakterize edilenlerdir. "PAR" lar
reseptoriin exodomainini bolen proteaza baglandiktan sonra etkinlesen G-protein bagl
reseptorler ailesine aittirler (Coughlin, 1999). Bu manipiilasyon, daha sonra kendi
reseptorlinii uyaran baglhh bir peptidin ligandim1 aciga c¢ikarir. Su ana kadar, bu
mekanizmayla tetiklenmis dort reseptdr taminlanmistir. PAR-2 tripsin, mast hiicresi
tripsini, Porphyromonas gingivalis’ ten bir sistein proteinaz tarafindan harekete
gecirilirken trombin PAR-1, PAR-3 ve PAR-4' {i harekete gegirir (Nystedt ve ark, 1994;
Lourbakos ve ark, 1998; Akers ve ark 2000; Steinhoff ve ark, 2000). FX reseptorleri
(efektor hiicre proteinaz reseptor-1 [EPR-1] ve FVII (TF) G-protein bagli reseptorler
ailesine ait degildir ve farkli mekanizmalar tarafindan harekete gecirilir (Nicholson ve ark,
1996; Cunningham ve ark, 1999). Ek olarak, protein C i¢in bir reseptdr (endotelyal hiicre
protein C [EPRC]) tanimland1 (Esmon ve ark, 1999). Bu reseptoriin intraseliiler isareti
tetikleyip tetiklemedigi arastirilmaktadir (Kurosawa ve ark, 1997; Simmonds ve Lane,
1999; Esmon ve ark, 1999). Septisemisi olan hastalar, EPCR' nin bulagic1 hastaliklarda
markor protein olarak kullanilabilecegini gostererek, plazmadaki EPCR' nin ¢6ziilebilir bir
formunun seviyelerini énemli derecede artirdi (Kurosawa ve ark, 1998). Koagiilasyon
faktorlerinin bu reseptdrlere baglanmasi ve daha sonraki aktivasyonu, 16kosit alimi,
sitokinlerin, nitrik oksidin salinmas1 ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi gibi yangisal
reaksiyonlart (Sekil 5) tetiklenir (Cirino ve ark, 1997; Duchosal ve ark, 1996;
Papapetropoulos ve ark, 1998; Cunningham ve ark, 1999; Vergnolle, 1999).

36



Yangisal reaksiyona bagl koagiilasyon aktivasyonunun
\V baslamasi ve ilerlemesi

Koagiilasyon, proteaz aktive eden hiicre reseptorleri ve
V trombositlerin aktivasyonu yoluyla yangisal reaksiyonu
etkilemesi

Fizyolojik anti-koagiilasyon yollariin yangisal reaksiyon
ile tetiklenen downregiilasyonu (azalarak diizenleme)

Protein C yolu ve yangisal reaksiyon

Fibrin, fibrin yitkimlanma {tiriinleri ve yangisal mediyatorler
olarak fibrinolitik proteinler

Yangisal reaksiyon sirasinda fibrinin uzaklagtirilmasinin
inhibisyonu

Sekil 5. Yangisal reaksiyonlarla koagiilasyon arasindaki iliskinin farkli asamalarina

yonelik sema (Esmon, 2005; Levi ve Vander Poll, 2010).

Hemostazis, kan kaybmin durdurulmasi anlamina gelmektedir. Hemostazis; bir
damar zedelendigi zaman cesitli mekanizmalar ile saglanmaktadir. Bu mekanizmalar;
damar spazmi, trombosit tikact olusumu, kanin koagiilasyonu sonucu, kan pihtis1 olusumu,
fibroz dokunun pihtt i¢ine dogru biiylimesiyle damardaki deligin kalici olarak

kapatilmasidir (Turgut, 2000).

2.8.1. Koagiilasyon mekanizmasi

Koagiilasyona etki eden 50’ ye yakin madde kanda ve dokularda bulunmaktadir. Bu
maddelerin bazilar1 koagililasyonu saglar, bunlara prokoagiilan denir. Bazilar1 ise
koagiilasyonu inhibe eder bunlara antikoagiilan denir. Koagiilasyonun olusup olugsmamasi

bu maddeler arasindaki dengeye baglidir. Fizyolojik olarak normal bir durumda
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antikoagiilanlar baskindir bu durumda koagiilasyon sekillenmez. Damar yapisi
bozuldugunda hasar alan bolgedeki prokoagiilanlar uyarimlar ile antikoagiilanlara karsi
baskin hale gelir. Koagiilasyon gerceklesir. Koagiilasyonun temel olarak 3 basamaktan
olustugunu koagiilasyon ile ilgili calisan tiim arastirmacilar birlesirler. (1) Bir dizi
kimyasal reaksiyonlar; damarda ya da kanda olusan hasar sonucu kanda bir seri
koagiilasyon faktoriiniin aktivasyonunu sonucu protrombin aktivatorii ad1 verilen kompleks
olusturmasidir. (2) Protrombinin trombine doniistiiriilmesi; protrombin aktivatori ile
katalizlenir. (3) FIB’ in fibrin ipliklerine doniistiiriilmesi; trombin enzim gorevi yaparak
fibrin ipliklerini meydana getirir. Olusan fibrin iplikleri trombositleri, kan hiicrelerini,

plazmayi icine alarak pihtiyr olusturur (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.2. Protrombinin trombine doniisiimii

Protrombin aktivatorii, kandaki bazi 0zel aktivator maddelerin ve damarlarin
hasarlanmasi sonucu olusur. Ortamda yeterli diizeyde Ca*? varliginda protrombin trombine
doniigtir. Takibinde trombin fibrin molekiilleri ortalama 10-15 saniye i¢inde fibrin
ipliklerine polimerizasyonuna neden olur. Koagiilasyonda hiz smirlayict faktor olarak
genellikle protrombin faktoriinlin olusumudur. Cilinkii bu noktadan sonraki asamalar kan

pihtist olusturmak i¢in hizla gergeklesir (Guyton ve Hall, 2006).

Hasarlanan dokuya onceden baglanan trombositler {izerinde bulunan protrombin
reseptOrlerine baglanir. Bu durumdan dolay1 trombositler de protrombinin trombine
dontisiimiinde 6nemli rol oynar. Protrombin alfap-globulin proteini olan plazma proteinidir
ve stabil olmayan yapidaki protein daha kiiciik bilesiklere ayrilabilir. Protrombinin yarisi
yaklasik trombin molekiiliidiir. Protrombin karacigerde sentezlenir fakat iiretimi azalirsa
plazma konsantrasyonu bir veya birkag giin i¢inde normal koagiilasyon igin gerekli olan
miktarin altina diigser. Karacigerde protrombin iiretimi i¢in K vitaminine gereksinim vardir.
Bu nedenle K vitamini eksikliginde ve karacigerde normal protrombin {iretimi
engelleyecek bir hastaligin varliginda protrombin diizeyini kanama egilimine neden olacak

diizeyde etkiler (Guyton ve Hall, 2006).
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2.8.3. FIB’ in fibrine Doniisiimii-Pihti1 olusumu

FIB karaciger de iretilir ve koagiilasyon sistemindeki esas faktorlerden biridir.
Karaciger hastaliklarinda FIB’ in plazma konsantrasyonu protrombindeki gibi azalir.
Biiyiik molekiiler yapisi nedeni ile az miktarda FIB intersitisyel alana gecer. Bu nedenle
intersitisyel sivi genellikle ¢ok az ya da hi¢ pithtilasmaz. Fakat kapillar permeabilitede
olusan patolojik bir bozuklugun varliginda kanin koagiilasyonuna benzer sekilde

gerceklesir (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.4. Fibrin Olusumunda Trombinin FIB’ e Etkisi

Trombin proteolitik etkisi olan protein yapisindaki enzimdir. FIB {izerindeki etkisi
ile FIB molekiiliinden dort diisiik molekiil agirlikli peptidi ayirir ve fibrin monomerini
olusturur. Fibrin monomeri diger fibrin molekiilleri ile kendiliginden polimerlesme
yetenegi gosteren molekiildiir. Fibrin monomer molekiilleri saniyeler i¢inde uzun fibrin
iplikciklerine polimerize olurlar ve bu yap1 pithtinin retikulumunu olusturur. Fibrin
monomerleri aralarinda zayif non-kovalen hidrojen baglar1 olusturur, fibrin iplik¢ikleri ise
digerleri ile capraz baglar yapmadigi i¢in olusan pihti zayif ve kolayca ¢oziinebilir
yapidadir. Normalde plazma globulinlerinde az miktarda bulunan fakat piht1 ic¢inde
bulunan trombositlerden salinan fibrin stabilize edici faktér (fibrin retikulumunu
giiclendirecek fonksiyonu olan madde) birka¢ dakika i¢inde devreye girer. Fibrin stabilize
edici faktor trombin tarafindan aktive edilir. Bu faktor fibrin monomerleri arasinda kovalen
baglar olusumuna ve komsu fibrin iplik¢iklerinin arasinda ¢ok sayida ¢apraz baglar
olugsmasini saglayan enzim gorevi goriir. Boylece olusan pihtiyr kuvvetlendirir (Guyton ve

Hall, 2006).

2.8.5. Piht1 Retraksiyonu

Piht1 olusumu sonrasi birka¢ dakika i¢inde kasilmalar baglar ve ortalama 20-60
dakika sonra serum piht1 igerisinden ayrilir. Trombositler fibrin stabilize edici faktoriin
salmmmi1 ve farkli iplik¢ikleri birbirine baglayabilecek sekilde fibrin iplik¢iklerine

baglanabilme 6zelliginden dolay1 pihtinin retraksiyonuna katkida bulunur ayrica iclerinde
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retrakte olabilir proteinleri igermesi (aktin-myozin) nedeniyle pihtinin retraksiyonunda
direkt katkida bulunur. Boylece pihtinin retraksiyonu sonucu damarda olusan yirtik uglar

birbirine dogru yaklastirilmis olur ve hemostaz asamasina katilir (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.6. Piht1 olusumunun kisir dongiisii

Kan pihtis1 olusmaya bagladiginda pozitif feedback mekanizmasi ile ¢evresindeki
kan dokusunda da koagiilasyon sekillenir ve piht1 genisler. Bu durumun en 6nemli nedeni
trombinin bir¢ok koagiilasyon faktorleri lizerindeki etkisidir. Kritik miktarda trombin
olustugunda daha fazla kanin koagiilasyonu sekillenecek ve daha fazla trombin meydana
gelmesine neden olacaktir. Boylece kanama durduruluncaya kadar bu kisir dongiide kan
pihtis1 biiyiimeye devam edecektir. Omek olarak trombin, protrombin iizerinde proteolitik
etki gostererek daha fazla trombin olusumuna bu durum da protrombin aktivatori

olusumunda sorumlu pihtilasma faktorleri iizerinde etkindir (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.7. Pihtimin baslamasi; protrombinin aktivatoriiniin yapim

Damar duvar1 ve onun komsu dokularinin hasar almasi ve kan dokusunun hasar
almasi1 sonucu protrombinin aktivatoriinlin yapimi baslatilir. Hasarli endotel doku ve
kollajen veya damar disindaki dokular ile kanin temasi sonucu protrombin aktivatorii
olusumuna neden olurlar. Bu da protrombinden trombin olusumuna ve diger koagiilasyon
asamalarinin gelisimine neden olur. Protrombin aktivatérii olusumu; damar duvarinin ve
cevresindeki dokularin hasara ugramasi (ekstrensek yol) ve kan dokusunun kendi i¢inden
hasara ugramasi (intrensek yol) ile olur. Plazma proteinleri (pihtilasma faktorleri olarak
tanimlanan) ektrensek ve intrensek yol ile inaktif formdan aktif forma doniisiir ve bir seri
koagiilasyon basamaklar1 sekillenir. Bunlar c¢ogunlukla inaktif proteolitik enzim
formlaridir (Guyton ve Hall, 2006).
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2.8.8. Koagiilasyonun baslamasinda ekstrensek yol

Ekstrensek yol damarin veya damar dist dokularin hasar1 sonucu aktive olur ve
boylece protrombin aktivatorii olusumunu baslatir. Bu asamada; hasar goren dokudan doku
faktorii veya doku tromboplastini adi verilen faktorlerin olusturdugu bilesim salinir. Bu
bilesim doku membranlarindan fosfolipidler ile lipoproteinlerden (6nemli proteolitik enzim
iceren) olusan kompleks yapidir. Doku faktoriinlin lipoprotein kompleksi koagiilasyon
faktoric VII ile kompleks olusturur. Bu durum Ca* iyonlarinin varhiginda faktér X
tizerinde etki gostererek faktor X’ nu aktiflestirir. (Faktor Xa) Aktif faktor X doku
faktoriinii olusturan fosfolipidleri veya trombositlerden salinan fosfolipidler ile birlikte
faktor V ile birlesir. Sonugta protrombin aktivatorii kompleksini olustururlar. Ca*
iyonlarinin varliginda protrombini trombine parcalar. Trombinin proteolitik aktivitesi ile
faktor V aktiflesir. (faktor Va) Baslangigta faktor V protrombin aktivator kompleksi i¢inde
inaktiftir fakat daha sonra aktifleserek protrombin aktivasyonu hizli ve gii¢lii bir sekilde
gerceklesir. Boylece son protrombin aktivatorii kompleksinde, aktif faktdr X protrombini
trombine ¢eviren gergek proteaz gorevi goriir. Trombosit fosfolipidleri ise bu olay1 daha da
hizlandirir. Islemler bir kez basladiginda trombinin faktér V iizerinde pozitif feedback

etkisi ile tiim olay1 hizlandirir (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.9. Koagiilasyonun baslamasinda intrensek yol

Protrombinin olusumunu baglatan ya da koagiilasyonu gerceklestiren ikinci bir
mekanizma intrensek yol kan dokusunun kendisinin hasar gormesi yada kanin hasar
gormiis damardan aciga c¢ikan kollagenle temasi sonrasi baslar. Kan dokusunun hasar
gormesi faktor XII aktivasyonuna ve trombosit fosfolipidlerinin salinnmina neden olur.
Kan dokusunun hasar1 veya damar duvarindaki kollagenle temas: sonucu koagiilasyon
faktorlerinden iki tanesinde degisiklik meydana gelir. Bu faktorler; faktor XII ve
trombositlerdir. Faktor XII’ de molekiiler degisim yaparak aktif faktor XII adi verilen
proteolitik enzime doniislir. Trombositleinde hasarlanmasi sonucu trombosit faktor |11
olarak tanimlanan lipoprotein yapisindaki fosfolipidleri ortama salinimi gergeklesir. Aktif
faktor XII enzimatik reaksiyonlar ile faktor XI” i aktive eder. Bu durum intrensek yolun
ikinci agsamasini oluturur. Bu reaksiyonun gerceklesmesi icin yliksek molekiiler agirlikli

kininojen’ e (HMWAK) ihtiyag duyulur. Prekallikrein ile de reaksiyon hizlandirilir. Bu
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reaksiyonlarin sonucunda aktif faktor XI faktor IX‘ u aktive eder. Bununla birlikte aktif
faktor X1, faktor VIII, trombosit fosfolipidleri ve hasarli trombositlerden salinan faktor 111
ile birlikte faktor X aktive ederler. Faktor VIII hemofili hastalarinda eksik olan faktordiir.
Bu nedenle antihemofilik faktor olarak ta adlandirilirlar. Aktif faktor X, faktor V ve
trombosit veya doku fosfolipidleriyle birlikte protrombin aktivatorii kompleksini meydana
getirirler. Bu kompleks kisa siirede (saniyeler i¢cinde) protrombini trombine parcalar. Bu

asama ckstrensek yolun son asamasi ile aynidir (Guyton ve Hall, 2006).

. : PIHTILASMA )
Intrensek sistem Ekstrensek sistem
(Subendotel, (-) ylizey)
Kallikrein <—— prekallikrein Doku faktoru (Flll)
: ‘
i HMw | l
'_..)(I!a . VII_a ) Vi
HMWK : “_.,. o i Cazi-
X| | -ininjen)¥ ,X|a
l * x""‘.
Trombosit X —— [Xa
Ca2+ E
Vil v ’
2+
Ca® PL : | Yii
v ' TROMBIN
Protrombin [l =———————lg eeomwrrmreses g
Ca?* PL.."
o Xllla
Fibrinojen | =———————Fibrin monomeri Tﬁfibrin

Sekil 6. Pihtilasma Mekanizmasi (Cakir, 2007)
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2.8.10. Kalsiyumu iyonlarinin koagiilasyondaki rolii

Intrensek yolun ilk iki basamag hari¢ diger tiim asamalarinda reaksiyonlarmn
meydana gelebilmesi ve hizli olabilmesi i¢in Ca*? iyonlarma ihtiya¢ vardir (Guyton ve

Hall, 2006).

2.8.11. Ekstrensek ve intrensek yollar arasindaki etkilesim ile koagiilasyon

Mmekanizmasinin 6zeti

Kan damarlarinin hasarlarin1 takiben koagiilasyon ekstrensek ve intrensek
sistemleri ayn1 anda baglatilir. Doku faktorii ekstrensek yolu, faktdr XII ve trombositler
intrensek yolu baglatir. Aralarindaki onemli farklardan biri ekstrensek yolun basladiktan
sonra gelisme hizidir. Yalnizca hasarlanan dokulardan salinan doku faktorii ile kanda
bulunan faktér X, VII, V diizeyleri ile smirlandirilabilir. intrensek yol da ise reaksiyonlarmn

hiz1 daha yavastir (Guyton ve Hall, 2006).

2.8.12. Primer Hemostazis

Primer hemostasis primer trombosit plagi olusturmakta sorumlu evredir. Burada
tepkiler vaskiiler endotelyum bilesenleri, trombositler ve von Willebrand faktorii ile (vWT)
meydana gelir. Normal vaskiiler endotelyum nitrik oksit (NO) ve prostasiklin (PGl,) dahil
trombosit etkinlesmesinin antagonistlerinin sentezi tarafindan olan koagiilasyon siirecini
engeller. Fakat vaskiiler hasardan sonra vazokonstriksiyon gelisir bu yiizden kan akisi
yavaslar ve kan kayb1 gecikir. Trombosit adezyonu, etkinlesmesi ve agregasyonu sonrasi
primer trombosit plagr bozulmus damar duvarinda olugur. Trombositlerin maruz kalmis
subendotelyumdaki kollajen liflerine adezyonuyla, trombositler kollajene baglanir
(Anoniml).

Trombosit adezyonu akim hizindan etkilenir. Yiiksek akim hizi olan bdolgelerde
(kiictik ve orta bilyiikliikteki arterler gibi), primer adezyon kollajen ve vWf yoluyla
meydana gelir. Diigiik akim hizi olan bolgelerde (venalar ya da biiylik arterler gibi)
trombosit adezyonu FIB ile aracilik yapar. Adezyon trombositleri etkinlestirir ve sekilleri

yiizey temasina yol acar. Aktif trombositler diger trombositlerin agregasyonunu uyarir. En
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Oonemli agregasyon maddesi protrombinden (faktor II) koagiilasyon yolu tarafindan
olusturulan trombindir. vVWf ve FIB birlikte ayn1 zamanda trombosit agregasyonunu
uzlastirirlar. Primer trombosit olusur ve fibrin tarafindan stabilize hale getirilmelidir. ilk

olarak, sekonder hemostazisin hedefi trombinle fibrin olusturmaktir (Anonim1).

2.8.13. Sekonder Hemostazis

Sekonder hemostazis koagiilasyon ve gegici hemostatik trombosit plaginin kalict
hemostatik plak olusumuna doniismesini kapsar. Koagiilasyonun son iirlinii olan trombosit
plagi icinde ve etrafinda fibrin baglarinin olusumudur. Béylece plak daha da saglamlagir ve
tekrar kanama ihtimali azalir. Koagiilasyon kaskadi ii¢ yol igerir bunlar; ekstrinsik,
intrinsik, ortak yoldur (Anoniml). Koagiilasyon kaskadinin siniflandirilmast in vivo
kosullara karsilik gelmemektedir, ancak laboratuvar testlerinin yorumlanmasi i¢in yararl
olur (Brooks, 2000; Furie, 2000). Ekstrinsik olarak nitelenmesinin nedeni bu yolun
komponentlerini ekstraseliiler alandan saglamasidir (Anomin 1;Smith, 2010). Ekstrinsik
yol bir travma tarafindan baslatilir ve organ kapsiilii ve mukoza zar1 gibi farkli dokulardan
doku faktorii (TF) salinimina yol agmaktadir. Bu durumda faktor IV (protrombin) aktive
eder. Yangi gibi bazi patolojik durumlar diger hiicre tipleri tarafindan doku faktorii
salinimina neden olabilir (Smith, 2010). Aktive FVII (FVI1Ia)-TF kompleksi faktor X (FX)
aktive eder. Bu durum ortak yolun ardindan ekstrinsik yolun kesisme noktasidir (Stokol).
In vivo olarak ekstrinsik sistem fonksiyonlarinmn faktér XI, VII ve V’ i aktive etmek icin
eseri miktarda hizli trombin sagladigi bildirilmektedir (Turgut, 2000). Ekstrinsik yol ile
olusturulan trombin (az miktarda) intrinsik yolun primer baslaticisidir (Anonim1).

Az miktarda trombin faktér XI aktivasyonu yolu ile intrinsik yolu baslatir. Faktor
XI yiiksek molekiiler agirliga sahip kininojen-prekallikrein kompleksi (kontakt aktivasyon)
tarafindan faktor XII' nin aktivasyonu ile otomatik aktivasyon sekillenir. Bu durum,
prekallikrein’ nin kallikrenine doniisiimiine yol agar, daha sonra ise yiiksek molekiiler
agirliga sahip kininojen’nin bradikinine donistiiriilmesinden sorumludur (Anonim1; Smith,
2010; Colman, 2006). Bradikinin doku plazminojen aktivatorii salinimina yol agar (Brown,
1999).

Bu asamada koagiilasyon etkisinden daha ¢ok profibrinolitik ve antikoagiilan etkisi
onemlidir (Smith 2010). Faktor XI (FXI) aktivasyonu sonrasinda aktive edilmis faktor XI,
faktor IX u aktive eder. Faktor X’ nun (intersection point) aktiflestirilmesi i¢in aktive FIX
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-aktiflestirilmis faktor VIII (FVIIla) kompleksi kalsiyum ve trombositler (tenase
kompleksi) ile etkilesime girer. Kesisme noktasinda ortak yol baslar ve aktive FX (FXa)-
aktive edilmis faktér V (FVa) kompleksi olusturulur (Anonim1). Bu kompleks kalsiyum ve
trombosit fosfolipid (protrombinaz kompleksi) ile etkilesime ve protrombinden trombinin
gelisimi (biiylik miktar) FIB’ i fibrine doniistiiriir (Anonim1; Smith, 2010). Faktor VIII ve
trombinin birlikte aktivasyonu, bu durumda kalsiyum ile birlikte fibrin polimerleri ¢apraz
bagli fibrin polimerlerin olusturulmasindan sorumludurlar (Stokol, 2000). Fibrin
polimerleri belirli bir miktarda ise sadece faktor VIII aktive olur. Kalsiyum ile birlikte
fibrin polimerlerinden c¢apraz bagli fibrin polimerlerinin olusumundan sorumlu olan
trombin ayni zamanda FVIII’ i aktive eder (Anoniml). FVIII ancak belirli bir fibrin
polimeri oldugunda aktive olur (Roberts ve ark, 2006).

Hemostaz i¢in en 6dnemli unsurlarindan biri olan trombin, sadece koagiilasyon i¢in
degil ayn1 zamanda anti-trombotik etkiyede sahiptir (Mann ve ark, 2003; Smith, 2010).
Fibrin formasyonu i¢in biliyllk miktarda trombin gereklidir. Bu durum intrinsik ve
ekstrinsik yolun arasindaki baglant1 ile saglanir (Wolberg, 2007). Trombinin plazmada
yarilanma omrii ¢ok kisadir (Crawley, 2007; Smith, 2010).

Ucgiinciil hemostaz pihtilasmanin bir pargasi olan fibrinolizdir. Bu siirecin amaci,
pihtinin dagilmasi i¢in plazmin olusturmaktir (Wiman, 1977; Anonim1). Plazminojen doku
plazminojen aktivatorii (tPA) tarafindan plazmine doniistiiriiliir. Plazminojen pihtidaki
fibrine baghdir. Kallikrein ve FVIla plazminojeni dogrudan aktive eder ayrica iirokinaz ve
FXIl de aktivatorlerdir (Smith, 2010; Anoniml). Aktive protein C (APC), plazmin
aktivasyonunu uyarir. Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI) plazminin bir inhibitortidiir
aktive protein C (APC) iizerindeki blokaj etkisi nedeniyle. Dolasimdaki plazmin oo-
antiplazmin (a,AP) tarafindan inhibe edilir (Stockham, 2008). Plazminojen ile olusan
fibrin yikimi sonucunda fibrin yikimlamma iriinleri meydana gelir. D-dimer sadece

plazminojen ile yikimu ile goriinen FDPs’ dir (Furie, 2000; De Laforcade, 2003).

2.9. Hemostatik bozukluk testleri
Hemorajik diatezin nedeni olan hemostaz bozuklugunun ortaya c¢ikarilmasi, i¢in

laboratuar incelemelerine gereksinim vardir. Bu amagla uygulanan basit hemostatik
bozukluk testleri mevcutttur (Turgut 2000).
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2.9.1. Trombosit Sayim

Trombosit sayimi trombositopeninin  siddetinin  belirlemesinde  6nemlidir.
Hastaliin  prognozunu, siddetini ve sagaltima olan cevabin  durumunun
degerlendirilmesinde yararli olur. EDTA antikoagule edilen kanlarda sayim yapilan
elektronik sayicilarda seyrek olarak psddotrombositopeni saptanabilir. Ayrica ¢ok biiyiik
trombobsitler, ya da trombositlerin olusturdugu kiigiik kiimeler bu elektronik sayicilarda
trombosit olarak sayilmadiklar1 gibi ¢ok kiigiik eritrositler de trombosit olarak sayilabilir.

Bu nedenlerle de periferik kan yaymasinin incelenmesi dnemlidir (Turgut 2000).

2.9.2. Aktive Edilmis Parsiyel Tromboplastin Siiresi (APTT)

Aktive edilmis parsiyel tromboplastin siiresi intrinsik ve ortak yollar1 test eder.
Sadece VII ve XIII faktorler degerlendirilmez. Genel olarak, Aktive edilmis parsiyel
tromboplastin siiresinin uzamast meydana gelmeden Once en az bir faktor normal
konsantrasyonu %30’ un altina diismelidir. Bu test Aktive edilmis pihtilasma zamanindan
daha duyarlidir ve primer hemostatik bozukluklardan etkilenmez (Anonim 2).

APTT’ yi bozan bazi patolojik durumlar sunlardir; (1) Yaygin damar igi
koagiilopati (DIC) (2) Heparin sagaltimi (3) Karaciger hastaliklar1 (4) Pihtilasma
inhibitorleri (lupus, edinsel faktér VII) (5) Faktor I, VII, IX, X, Prekalikreinin kalitsal
eksikligi (6) Masif transflizyon (7) Kan ornekleri alinirken heparin ile kontaminasyonu

(YYavru, 2006).

2.9.3. Protrombin Siiresi (PT)

Protrombin Siiresi ektrinsik ve ortak yollar1 test eder. Bu sekilde ektrinsik yolun
temel testidir. VII faktorlinlin yarilanma siiresinin kisa olmasindan dolayr bu test K
vitamini eksikligi ya da antagonizme c¢ok duyarlidir. Aktive edilmis parsiyel tromboplastin
stiresinden daha az duyarlidir (Anonim 2).

PT’ yi bozan baz1 patolojik durumlar sunlardir; (1) Karaciger hastaliklar1 (2) K

vitamini yoksunlugu (3) Antikoagiilanlarin kullanimi (4) Non-steroid antiinflamatuarlarin
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kullanim1 (5) Hipofibrinojemi (6) Yaygin damar i¢i koagiilopati (DIC) (7) Kalitsal olarak
Faktor V, X, VII yetersizligi (8) Masif transfiizyon (Yavru, 2006).

2.9.4. D-dimer

D-dimerler ¢apraz bagh fibrin plazmin ile yikimlandiginda olusan essiz FDPs'
lerdir. Sadece plazmininin aktiflesmesini gosteren FDPs' lere kiyasla D-dimerler trombin
ve plazminin aktiflesmesini gosterirler ve aktif pihtilasma ve fibrinolisis i¢in spesifiktirler
(Tripodi, 2011; Solak ve ark, 2003; Wakai ve ark, 2003). D-dimer’ larin yarilanma siireleri
kisadir (yaklasik 5 saat). Bu sekilde, sadece yakin zamandaki ve devam eden fibrinolisisin
tespit edilmesi i¢in faydalidirlar. D-dimer testi DIC i¢in duyarli bir testtir ve geleneksel
FDPs analizlerine gore biiyiik olasilikla iistiindiir. Ancak, D-dimer konsantrasyonu her
zaman DIC' 1 hastalarda yiiksek degildir ve yiikselmis D-dimer seviyeleri kesinlikle DIC
icin Ozgiin degildir. Yiiksek konsantrasyon tromboemboli, neoplazi, hepatik hastaliklar,
bobrek yetmezligi, kalp yetmezligi, i¢ kanama ve takip eden cerrahi prosediirleri olan
kopeklerde meydana gelir (Anonim 2).

Plazma D-dimer seviyesi artmis koagiilasyon aktivasyonunun (trombogenez)
yaninda indirekt olarak fibrinolitik aktivasyonun seviyesini de gosterir (Tokgozoglu, 2002;
Lee ve Gingsberg, 1998). Plazma D-dimer seviyeleri protrombotik durumun gostergesi
olmanin yaninda ayni zamanda tromboembolik riskin géstergesi olabilir (Tripodi, 2011).
Venoz tromboembolide D-dimer seviyelerinin kontrollere goére yaklasik 8 kat arttig
gosterilmistir. Trombozun yayginligi ile plazma D-dimer tepe seviyeleri uyumlu oldugu
saptanmigtir (Lip ve Lowe, 1995). Oral antikoagiilan sagaltim alan hastalarda intravaskiiler
fibrin sentezi ve trombiis olusumu azalir. Sonug olarak plazma D-dimer seviyeleri azalir.
Antikoagiilan  sagaltimmmin  D-dimer seviyelerini azaltmasi, antitrombotik ilag
uygulamalarinin trombogenezi azaltmadaki etkinligini yansitir (Mitush ve ark, 1996; Li-
Saw-Hee ve ark, 2000). Bu bulgu antikoagiilan sagaltim altindaki hastalardaki disiik D-
dimer seviyelerinin, yalnizca antiagregan dozda aspirin alan hastalarda gozlenmemesi ile
desteklenmistir. Bu durum tromboembolik riskin azalmasinda kumadinin kanitlanmis
yararinin, yalnizca aspirin sagaltimi ile gosterilmemesi ile de uyumludur. Sonugta artmis
D-dimer seviyeleri AF’ li hastalarda yiiksek tromboembolik riskin Ongordiiriiciisii
olabilecegi gibi, bu grubun antikoagiilan sagaltimindan en fazla yarar goérecegini de

gosterebilir. Kalp yetmezligi olan mekanik protez kapakli hastalarda D-dimer ve von
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Willebrand faktor yiiksekligi bu hastalarin embolik olaylar agisindan izlenmesini gerektirir

(Mastroroberto ve ark, 1996).

Tablo 3. Hemostatik test profillerinin yorumlanmasi (Turgut, 2000)

Hemostatik Test Profillerinin Yorumlanmasi

Hemostatik Test Profil Ornekleri

Nedenleri

Trombositopeni ve Normal APTT, PT ve FDPs

Testleri

Trombosit {iretiminin olmamast
Trombosit yikimlanmasinin artmasi
Generalize kemik iligi hipoplazisi ve
aplazisi

Kemik iligi neoplazisi

Trombositopeni ve APTT ve PT’ de uzama ve

Pozitif FDPs Testleri

Trombosit  faktorlerinin  eksikligi/
tiiketilmesi
Koagiilasyon faktorlerinin  eksikligi/
tiiketilmesi

(DIC’ en 6nemli nedeni)

Normal Trombosit Sayisi, APTT ve PT’ de

uzama ve Negatif FDPs Testleri

Multiple koagtilasyon defektleri
(rodentisit ~ zehirlenmesi,  karaciger
hastaliklar1)

Herediter defekt

Heparinli kan 6rneklerindeki artefakt

Normal Trombosit Sayisi, PT, APTT Uzama ve
Negatif FDPs Testleri

Intrinsik sistemde herediter defekt

Hemokonsatrasyon

Normal Trombosit Sayisi, APTT, PT Uzama ve
Negatif FDPs Testleri

Ekstrinsik sistemde herediter defektler
(Orn. faktér VII yetersizligi)

Vitamin K yetersizliginin erken dénemi

Normal Trombosit Sayisi, APTT, PT Uzama ve
Negatif FDPs Testleri ile Birlikte Hemorajik

Diyatezin Olmasi

Vaskiiler hasar
Trombosit fonksiyon defekti
Herediter trombosit anormalikleri

von Willebrand Hastaliklar1
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Aragtirmanin hayvan materyalini 28’ i L. infantum ile dogal enfekte (6nceden higbir
bir medikal sagaltim uygulamasinda bulunulmamis), diger 7 si ise saglikli kontrol olmak
iizere toplam 35 kopek olusturdu. Enfekte kopekler, Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Kiiciik Hayvan Klinigi’ ne CVL ile uyumlu Klinik
bulgulardan (deri lezyonlari, periokiileralopesi, hipotrikozis, kilo kaybi, onikogripozis,
lenfadenopati) bir ya da birkagini gosteren olgulardan segildi. Klinik bulgular temelinde
VL siipheli tanist konulan kopeklerde lenf yumrusu aspiratinda amastigot goriilmesi
ve/veya kan O6rneginde hizli ELISA prensibiyle ¢aligsan test kiti (Snap Leishmania, Idexx,
USA) pozitifligi ile CVL tanis1 kesinlestirildi (Feroglio ve ark, 2007; Athanasiou ve ark,
2014). Bolgemizde hastaligin prevalanst dikkate alindiginda yaklasik 500 civarinda
kopegin (Aydin bolgesindeki 6n caligmalarla % 8-10 prevalans beklendiginden) CVL
yoniinden degerlendirilmesi sonucu arastirmada kullanilacak yeter sayida olguya
ulagilabilecegi hesaplandi. L. infantum ile enfekte oldugu saptanan kdpeklerin vektorlerle
nakledilen ve koagiilatif hasara da yol agabilen Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum, Borrellia burgdorferri ve Dirofilaria immitis ile koenfekte olup
olmadiklar1 hizli test kiti (SNAP 4Dx plus, Idexx, USA) ile arastirildi ve yalnizca L.
infantum ile enfekte kopekler calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilmesi uygun
goriilen VL’ 1i kopekler, “LeishVet Calisma Grubu” nun serolojik, klinik ve laboratuvar
bulgular temelinde 6nerdigi evreleme (Tablo 4; Solano-Gallego ve ark, 2011) dikkate
alinarak 4 farkli gruptan (her grupta n=7) birinde degerlendirildi. Buna gore;

I. grupta CVL’in . evresindeki olgular (hafif),

I1. grupta CVL’in II. evresindeki olgular (orta siddetli),

11 .grupta CVL’ nin III. evresindeki olgular (siddetli) ve

IV. grupta CVL’nin IV. evresindeki olgular (¢cok siddetli) olgular yer alacaktir
(Tablo 4).

Saglikli kontrol grubu, klinige as1 veya saglik kontrolu amaciyla getirilen, klinik ve
laboratuvar degerlendirilmelerinde herhangi bir anormallik saptanmayan her iki cinsiyetten

ve VL’ li gruplarina benzer yas araligindaki kopeklerden (n=7) olusturuldu.
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Tablo 4. CVL’ de evreleme (Solano—Gallego ve ark, 2011)

Klinik Evre

Seroloji

Negatif veya
diisiik serum
antikor titresi

Klinik Goriiniim

Periferal lenfadenopati, papiiller
dermatitis

Laboratuvar
Bulgulari

Genellikle laboratuvar
bulgularinda
anormallikler tespit
edilmez.

Normal renal profil:
Kreatinin < 1.4 mg/dL,
non proteiniirik, IPK <
0.5

Diisiik veya
yiiksek serum
antikor titresi

Evre I’ deki bulgularin diginda
eksfoliyatif dermatitis,
onikogripozis, lilserasyonlar,
anoreksi, kilo kaybi, ates ve
epistaksis

Hafif diizeyde non-
rejeneratif anemi,
hipergamaglobulinemi,
hipoalbuminemi

Normal renal profil:
Kreatinin <1.4 mg/dL;
non-proteiniirik, [PK
<0.5 ya da Kreatinin <
1.4 mg/dL; IPK 0.5-1

Orta veya

Evre I ve Evre II’ deki klinik

Evre I’ ye ilaveten, 1.
derecede kronik bobrek

yiiksek serum  bulgular dahil olmak iizere, immun  yetmezligi* =IPK > 1
antikor titresi kompleks olusumu; vaskiilitis, ya da 2. Derecede
artritis, tiveitis ve glomerulonefritis  kronik bobrek
yetmezligi*= kreatinin;
1.4-2 mg/dL

Yiksek serum
antikor titresi

Evre III” deki klinik bulgular dahil
olmak lizere, tromboembolizm,
nefrotik sendrom, bébrek

hastaliklarinin son evreleri gozlenir.

Evre II’ ye ilaveten,
3.derecede kronik
bobrek yetmezligi*
kreatinin 2-5 mg/dL ya
da 4. Derecede kronik
bobrek yetmezligi*
keratinin > 5 mg/dL
nefrotik sendroma
bagli proteiniiri IPK >
5

* |IRIS (Uluslar arasi Nefroloji Dernegi siniflandirilmasi — IRIS Staging of chronic

renal disease)

VL tanis1 konulan kopeklerde hastaligin evresinin belirlenmesi amaciyla klinik ve

laboratuar muayeneler gerceklestirildi. Klinik muayenede; hastalifin evrelemesinde

dikkate alinan klinik bulgularin (Tablo 3) yayginlig1 ve/veya siddeti kaydedildi.

3.2. Evrelendirmeye Yonelik Laboratuvar Analizleri
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Evrelemeye yonelik laboratuvar muayeneler;, serolojik, hematolojik ve
biyokimyasal degerlendirmeleri kapsadi. Bu amagla tiim olgulardankan ve idrar 6rnekleri
alindi. Kan ornekleri Vena cephalica antebrachii’ den alinacak, idrar ornekleri goniillii
idrar numunesi olarak ya da kateterizasyonla toplanildi. Anti-Leishmania antikor titresi,
serum orneklerinde IFAT yontemi (Paltrinieri ve ark, 2010; Solano—Gallego ve ark, 2011)
ile belirlenendi. Bes ml antikoagulantsiz tiiplere alinan kan ornekleri santrifiije edilerek
serumlar1 ¢ikartildi ve CVL’ in evrelendirilmesine iliskin biyokimyasal analizlerin (serum
total protein, albumin ve kreatinin konsantrasyonu) &lgiimii gerceklestirilestirildi. Idrar
orneklerinde (5 mL) total protein ve kreatinin konsantrasyonlar1 oOlgiilerek, idrarda
protein/kreatinin oran1 hesaplandi. Sitrathh kan Orneklerinde (2 ml) hi¢ vakit
kaybetmeksizin hazirlanan plazmasinda APTT, PTT, FIB ve D-dimer konsantrasyonlari
bekletilmeksizin anlik olarak Ol¢iildii. Hastalarin evrelenmesinde dikkate alinacak IFAT
analizi Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji A.B.D’ da, iliskili serum
biyokimyasal ve idrar tahlilleri hizmet alim1 seklinde dis kalite kontrol programlarina iiye
laboratuvarlardan birisinde 6lgiildii. Serum Ornekleri hemoliz olmadan, analiz siiresine
kadar -20 °C’ de, idrar ornekleri ise bekletilmeksizin soguk zincirde giinliik olarak ilgili
laboratuvara nakledildi. Proje kapsamindaki laboratuvar parametreleriyle ilgili analiz ve
bilgiler Tablo 5’ de 6zetlenmistir.

Tablo 5. Projede izlenen laboratuvar yontemleri

Ornek Parametre/Ol¢ciim | Yontem/Cihaz
Serum Anti-Leishmania IFAT
antikor titresi
Total Protein Enzimatik
Albumin Enzimatik
Kreatinin Enzimatik
idrar Protein Kolorimetrik
Kreatinin Kolorimetrik
Plazma D-dimer Fluorescence Immunoassay Rapid
Kantitatif Test
APTT Mikrokoagiilometre
PTT Mikrokoagiilometre
FIB Mikrokoagiilometre
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Calismada biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii ile hematolojik degerlendirmeler
bir kez gergeklestirildi. Proje kapsamina alinacak olan kopekler, hasta sahipleri
bilgilendirilerek goniilliilik esasiyla elde edildi. Calisma 6ncesinde 14/08/2015 tarihinde
64583101/2015/086 sayili Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu onay1 alinmastir.

3.3. Hemostatik profil ve iliskili analizler

3.3.1. Mikrokoagiilometre test prosediirii

Yar1 otomatik koagiilometre cihazi (Beijing Precil 4 kanalli yar1 otomatik

koagiilometre cihazi) (Resim 11) ile gerceklestirilen ilgili analizlere ait test prosediirleri

asagida anlatildi.

| B G

Resim 12. Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 A.B.D’ da mevcut Bejing Precil 4 kanalli

yar1 otomatik koagiilometre cihazi
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3.3.1.1. Protrombin Time Reaktifi (PT)

Protrombin siiresinin (PT) belirlenmesi ve faktorlerin analizlerinin yapilmasi amaci

ile kullanildi.

Resim 13. PT reaktifi

Test prensibi; PT, tarama araci olarak ve ekstrinsik ile ortak yollarda koagiilasyon
faktorlerinin kantitatif testi i¢in kullamlmaktadir. Ozellikle oral antikoagiilan sagaltimmin
indiiksiyonu ve monitorizasyonu i¢in uygundur. PT aym zamanda karaciger
hastaliklarinda, karacigerin sentez yeteneginin kontrolii icinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Rekombinant insan doku faktorii karigimi1 ve kalsiyum iyonlari, plazmaya
test etmek icin ilave edilir bdylece koagiilasyon mekanizmasi baslatilmis olur. Fibrin
pihtist olustuktan sonra 6l¢iiliir.

PT reaktifi kompozisyonu (Resim 12), 1 mikrolitre/ml‘ den az insan doku faktorii,
fosfolipid, kalsiyum klorid, buffer soliisyonu, tuz ve stabilizor. PT reaktifi kullanima
hazirdi. Saklama ve stabilizasyon kosullari; agilmayan siseler +2 °C ile +8 °C arasinda
saklanildi. A¢ilan numuneler ilk kullanimdan hemen sonra +2 °C ile +8 °C arasinda
tutularak, tretici firmanin belirttigi sekilde 30 gilin siire igerisinde tliketildi ve asla
dondurulmadi. Kullanim oncesi tersine ¢evrilerek karistirildi.

Alman 06rnegin doku sivilar1 ile kontaminasyonu ve hemolizin ©nlenmesi
gerekmekteydi. Orneklerin hacmi beklenenin % 90’ nindan az ise analiz gerceklestirilmedi.
Numuneler alindiktan sonra en kisa siirede 1000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Test
hemen yapilacaksa plazma, ¢Okmiis hiicreler tizerinde kalabiliceginden ya da
ayrilabileceginden, plazmanin ayirilabilmesi icin plastik transfer pipeti ile plastik tiiplere
aktarildi. Testin yapilacagi zamana kadar buzdolabinda tutuldu ve iiretici firmanin belirttigi

sekilde asla buz iizerinde tutulmamasina 6zen gosterildi. Ornekler alindiktan sonra en fazla
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2 saat icersinde testin yapilmasi saglandi. Orneklerin 5 dakikadan fazla 37 °C’ de
beklememelidir.

Test prosediirii; PT reaktifinin 37 °C’ ye 6n 1sitma uygulandi. Test tiipline
0.1 ml plazmas: eklendi ve 3 dakika boyunca 37 °C' de &n 1sitilmaya birakildi. On 1sitma
uygulanmis PT reaktifinden 0.2 ml plasmaya eklendi ve karigtirildi. PT reaktifi eklenmesi

ile ayn1 anda kronometre baslatildi ve koagiilasyon zamani belirlendi.

3.3.1.2. FIB Assay Kit

Plazma drneklerinde FIB’ in kantitatif olarak belirlenmesi amaci ile kullanildi.
Test prensibi; Trombin pihtilagma siiresi FIB deneyi ilk olarak Clauss tarafindan
tarif edilen yonteme dayandirildi. Trombinin yiiksek konsantrasyonlarindadilue plazmada

koagiilasyon i¢in gerekli olan zaman koagiilasyon zamanu ile ters orantilidir.

Resim 14. Trombin reaktifi ve Imidazole saline buffer

Icersinde bulunan bilesenler su sekildedir;
v" FIB Assay Kiti
v" Trombin Reaktifi
v FIB Referans Kiti

v" Imidazole Buffered Saline
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Trombin reaktifi kompozisyonu olarak sigir trombin bufferi kullanima hazirdir. A¢ilmayan
siseler (Resim 13) +2 °C ile +8 °C arasinda saklanilarak muhafaza edildi. Kullanimdan
sonra tretici firmanin belirttigi sekilde +2 °C ile +8 °C arasinda saklanilarak 30 giin siire
igerisinde tiiketildi ve asla dondurulmadi. Kullanim 6ncesi tersine ¢evrilerek karistirildi.
FIB referans plazmasi kompozisyonu olarak; sodyum sitratli insan plazmast igerir. 0.1 ml
distile su ile sulandirildi. Stabilize edici maddeler ile tampon maddeleri, liyofilizasyon
oncesi ilave edildi. Coziilme tamamlanana kadar yavasga calkalandi. Sulandirilmis
materyal +2 °C ile +8 °C arasinda 8 saat stabil olarak kalabilir. Imidazole Buffered Saline
kompozisyonu; pH 7.35 +£0.2 ve %0.1 sodyum azit koruyucu olarak bulunur.

Reaktiflerde dikkat edilecek noktalar sunlardir; sodyum azit asidik kosullar altinda
hidrazoik asit veren, son derece zehirli bir bilesiktir bu nedenle atilmadan once akan su ile
seyreltildi ve olusabilecek birikim sonucu metal borularda patlayici kosullari
gelistirebileceginden bol miktarda su ile yikandi. FIB referans plazma siselerindeki vakum
eksikligi, diizensiz degerler ya da iriindeki renk degismeleri bozulma belirtisi
olabileceginden bu gibi durumlara dikkat edildi.

Almman Ornegin doku sivilart ile kontaminasyonu ve hemolizin Onlenmesi
gerekmekteydi. Orneklerin hacmi beklenenin % 90 nindan az ise analiz gerceklestirilmedi.
Ornekler alindiktan sonra en kisa siirede 1000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Ornekler
22-24°C’ de tutuldu veornekler alindiktan sonra en fazla 2 saat icersinde testin yapilmasi
saglandi.

Test prosediirii; FIB referans plazma Imidozole buffer saline i¢inde en az bes farkl
yogunlukta hazirlanildi ve plazmanin faktorler ile etkilesimini minimize edebilmek icin en
az 1/3 oraninda dilue edildi. Plazma 1/10 oraninda Imidazole buffer saline soliisyonu ile
sulandirildi. 0.2 ml’ lik diliisyon 37 °C’ de 3 dakika 6n 1sitma uygulandi ve sonra 0.1 ml’
lik trombin reaktifi daha onceden 1sitilan diliisyona ilave edildi. Trombin reaktifine 6n
1sitma uygulamasi gerekmediginden bu islem yapilmadi. Trombin reaktifi eklenmesi ile

ayn1 anda kronometrenin baglatildi ve koagiilasyon zamani belirlendi.

3.3.1.3.Aktive parsiyel tromboplastin zamam (APTT)

Aktive parsiyel tromboplastin zamanmin (APTT) belirlenmesi ve ellajik asit
aktivatorii kullanan diger APTT faktorlerinin analizleri i¢in kullanildi.
Test prensibi; APTT, Oncelikle intrinsik koagiilasyon bozukluklariin

degerlendirilmesinde ayrica faktor 2, 5, 10 ve FIB’ in fonksiyonlarindaki eksiklikleri de
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belirlemek i¢in kullanilan bir tarama araci olarak onemlidir. APTT da yaygin heparin
tedavisinin etkinligini izlemek igin bir arag olarak savunulmustur. APTT testi, test
ornegine plazma aktivatorii ve fosfolipidi iceren reaktif eklenerek gerceklestirilir. Karigim
uygun aktivasyon i¢in 37 °C’ de 3 dakika inkiibasyona birakilir. Daha sonra kalsiyum

iyonlari ilavesi koagiilasyon islemini baslatarak ve koagiilasyon stiresi dl¢iiliir.

‘.‘ - s .._.‘_ >, -. ; % 2% .;«-\,'4 _/;? v‘,?_.‘_ :.,‘_ _,.,' e } = ‘-g",’r"" '\

Resim 15. APTT ve PT reaktifleri ile kalsiyum klorid soliisyonu

Reaktifin kompozisyonu ellagik asit, buffer, tuzlar ve stabilizerler olusur. APTT
reaktiflerini kullanmadan once kisa siireli ¢alkalanmalidir.

Agilmayan siseler +2 °C ile +8 °C arasinda saklanilarak muhafaza edildi.
Kullanimdan sonra {iretici firmanin belirttigi sekilde +2 °C ile +8 °C arasinda saklanilarak
30 giin siire icerisinde tiiketildi ve asla dondurulmadi. Kullanim 6ncesi tersine gevrilerek
karistirildi. Reaktif beklemeye birakilirsa ellagik asit ve lipidlerden meydana gelen yesil
depozit sekillenebilir. Plazma ile kontaminasyon sekillenmemesine dikkat edildi.

Alinan Ornegin doku sivilari ile kontaminasyonu ve hemolizin 6nlenmesi
gerekmekteydi. Orneklerin hacmi beklenenin % 90’ nindan az ise analiz gerceklestirilmedi.
Ornekler alindiktan sonra en kisa siirede 1000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Plazmay1
ayirabilmek i¢in plastik transfer pipeti ile plastik tiiplere aktarildi. Testin yapilacagi
zamana kadar buzdolabinda tutuldu veasla buz iizerinde tutulmadi. Ornegin alinmasidan 2

saat icersinde testin yapildi. Orneklerin 5 dakikadan fazla 37 °C’ de beklememesine dikkat
edildi.
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Test prosediirii; kalsiyum klorid 6nceden 37 °C’ ye kadar isitildi. 0.1 ml testi
yapilacak plazma tizerine 0.1 ml APTT reaktifi ilave edildi ve sonra 37 °C’ de 3 dakika
inkiibasyona birakildi. Kalsiyum Kklorid eklenmesi ile ayn1 anda kronometre baslatild1 ve

koagiilasyon zamani belirlendi.

3.3.2. D-dimer Seviyesinin Belirlenmesi

Finecare D-dimer hizl1 kantitatif kiti ile birlikte Finecare FIA meter (Resim 15) tam
kan veya plazmadan D-dimer’ in kantitatif 6l¢iimii i¢in kullanilan floresan immunoassay
testidir.

Test materyali; test kartusu, dedektor buffer, test kartus ID ¢ipi, otomatik transfer
pipeti (10-100pL arasinda) ve sodyum sitratli kan orneginden elde edilen plazma
kullanildi.

Saklama kosullari; dedektor buffer 4-30 °C arasinda tutuldu ve bu sekilde 24 aya
kadar dayanikhidir. Test kartusu son kullanma tarihine kadar ambalaji1 kapali sekilde 4-30
°C arasinda tutuldu. Calismamizda test kartusu ambalaji agilmamis sekilde buzdolabindan
cikarilarak en az 30 dakika oda sicakliginda tutulduktan sonra kullanildi.

Orneklerin alinmasi ve hazirlanmasi; standart flebotomi prosediirii takip edilerek
antikoagiilantli kan toplama tiipii (Sodyum sitrath kan tiipii) ile damardan tam kan 6rnegi
toplanildi. Tam kandan plazma ayirma islemi kisa siire icinde hemoliz olusturmayacak
sekilde yapildi. Kan 6rnegi alindiktan sonra oda sicakliginda uzun siire bekletilmeden kisa
stire icersinde FIA testi uygulandi. Plazma orneklerine kisa siirede test uygulanmadiginda
ise 2 - 8°C’ de en fazla 2 giin veya daha uzun siire -20°C “ de tutuldu.

Test Prosediirii; 15 pL plazma otomatik transfer pipeti ile buffer tiipiiniin igerisine
ilave edildi. Icerisine plazma ilave edilen buffer tiipii bir dakika siire ile hafifce alt iist
edilerek karistirildi. Bu islemi takiben buffer tiiplinden 75 pL miktarinda 6rnek tranfer
pipeti yardimi ile alinarak test kartusundaki ornek haznesine konuldu. Test kartusu
Finecare FIA meter (Wondfo, Guangzhou) cihazindaki kartus haznesine takildi ve test

baslatildiktan sonra 3 dakika igerisinde D-dimer seviyesi belirlendi.
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Resim 16. Wondfo Finecare FIA meter cihazi

3.4. istatiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 programi kullanilarak gergeklestirildi. Tezde
kullanilan parametrelerin (PT, APTT, FIB) homojenite testi ve tanimlayici istatistikleri
yapildi. Shapiro wing testi sonuglarina gore incelenen parametrelerdeki degerlerin gruplar
icerisinde homojen olarak dagilmadigi belirlenerek Ln tabanina gore transformasyon
islemi gergeklestirildi. Transformasyon sonuglari degerlendirildiginde s6z konusu verilerin
halen daha normal dagilim gostermedikleri belirlenerek non parametrik testlerden bagimsiz
ornekler Kruskal Wallis testi kullanilarak istatistiksel karsilastirmalar gergeklestirildi. Tiim
test sonuglarinda p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu proje kapsaminda alinan tiim kopekler Leishvet Calisma Grubunun serolojik
(IFAT titreleri, ilaveten ELISA testleri), klinik ve laboratuar bulgular1 (6zellikle TP, ALB
ve IPK) dikkate alindiginda 4 farkli grupta (evre I-IV) yer aldi. Evre 1 (diisiik antikor
titreleri; 1/64), ile evre IV (yiiksek antikor titreleri; 1/1024-1/16000) mevcuttu.
Evrelendirmeye ve literatiire (Solano-Galego ve ark, 2011) uygun olarak I. ve 1l. evrede
normal renal profil, III. Evrede 1. derece yada II. derece kronik bobrek yetmezligi ve IV.

evrede I1l. derece ya da IV. derece kronik bobrek yetmezligi ile karsilasildi.

4.1. Olgulara Ait Demografik Bulgular
Olgular ilgili gruplara hematolojik, serum biyokimyasal ve evrelendirmeye iliskin

belirtecler dogrultusunda ayrildiktan sonra grup bazinda degerlendirme yapma olanagi

dogmustur. Bu baglamda olgulara ait demografik bilgiler Tablo 6 da bildirildi.
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Tablo 6. Projedeki olgularin demografik bilgileri

Igu

Cinsiyet

Irk
Melez
Spaniel Cooker
Alman ¢oban
Golden retriever
Melez
Melez
Melez

Yas (Yil)

Pointer
Melez
Melez
Melez
Melez
Terrier
Melez

Dogo Argentino
Kangal
Terrier
Kangal

Boxer
Melez
Dogo Argentino

QA NEFPEPNO WEWE BRRWDNDEDN

=
ol

Dogo Argentino
Golden Retriever
Boxer
Melez
Spaniel Cooker
Terrier
Golden retriever

whroWlWSro s

=N
& o

Saghklh

~No o bh,wWNRPINOOPR,WNREPINOOO R, WOWNREPINO O RWONPRINO O AWM Fg)

E= Erkek, D= Disi

OmOOmmMmOImmmO mmmmoO mmmmmpmmmOoOmmim O O OmoOm

Alman Coban
Golden Retriever
American Mastif

Beagle
Labrador retriever
Beagle
Labrador Retriever

ONNONO O
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4.2. Olgulara Ait Klinik Bulgular

Calismanin saglikli kontrol grubu (n=7) 6nceden belirlenen klinik ve laboratuvar
parametrelere gore degerlendirilerek saglikli oldugu ortaya konuldu. Calismanin hasta
gruplart (I, 1., Ill., ve IV.) ise yine ayn1 parametrelere gore evrelendirilerek klinik ve
laboratuvar bulgular1 degerlendirilmistir. Kontrol grubunda (Saglikli Grup) herhangi bir
klinik bulguya rastlanilmazken hasta gruplarda ise rastlanilan klinik bulgular Tablo 7° de
Ozetlenmistir.

Tablo 7. Hasta gruplardaki belirtilen klinik bulgular1 gosteren olgu sayisi

Semptomlar Gruplar
l. Grup 1. Grup 1. Grup IV. Grup Saghkh
Yiiksek viicut X X 1 Olgu 2 Olgu X
sicakhigi
Lenfodenopati 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu X
Kilo kaybi 3 Olgu 50lgu 7 Olgu 7 Olgu X
Onikogripozis 2 Olgu 30lgu 30lgu 4 Olgu X
Hipotrikozis 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu X
Periokiiler X 1 Olgu 1 Olgu 1 0lgu X
alopesi
Deri 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu 7 Olgu X
lezyonlar
Epistaksis X X X 2 Olgu X

Yiiksek viicut sicakligi, 1. ve II. gruplarda goriilmezken, III. grupta 1 olguda, IV.
grupta ise 2 olguda gozlemlendi. Caligmadaki saglikli grup haricindeki biitiin gruplardaki
olgularda lenfodenopati gozlemlendi. Kilo kaybi, I. grupta 3 olguda, II. Grupta 5 olguda,
II1. ve IV. grupta ise biitiin olgularda gozlemlendi. Onikogripozis, I. grupta 2 olguda, II. ve
III. grupta 3 olguda, IV. grupta ise 4 olguda gozlemlendi. Hipotrikozis, sagliklt grup
haricindeki biitiin gruplardaki olgularda gozlemlendi. Periokiiler alopesi, |. grupta
gozlemlenmezken, II., III. ve IV. grupta birer olguda gozlemlendi. Cesitli deri lezyonlar
ise saglikli grup harig¢ biitiin gruplardaki olgularda gozlemlendi. Epistaksis ise sadece IV.
gruptaki 2 olguda gozlemlendi.
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Resim 17. Evre I’ e ait olguda 6n bacakta bilek eklemi tizerinde atravmatik deri lezyonu

Resim 18. CVL’ li olguda (A) kulak ucu dermatozu, (B) kulak kepgesinin igerisinde ve (C)
bukkal mukozada hiperemi mevcut. Olguda (4.Evre olgu 4) APTT (27.4 sn), PT (9.69 sn),
FIB (518.0 mg/dL) ve D-dimer (3.4 mg/L) olarak belirlendi.

Resim 19. Evre III” e ait olguda bas bolgesinde deri lezyonlar1 ve gozlerde tiveitis
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Resim 20. Evre IV’ e ait olguda epistaksis mevcut. Olguda (4.olgu) APTT (22.7 sn), PT
(9.22 sn), FIB (238.8 mg/dL) ve D-dimer (4 mg/L) seviyeleri tespit edildi.

A

Resim 22. CVL’ li evre II’ ye ait kopekte tiveitis
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4.3. Olgulara Ait Laboratuvar Bulgular
4.3.1. Hematolojik analizler
4.3.1.1. IFAT bulgular:

Calismadaki  gruplar olusturulurken klinik bulgular esliginde olgularda
Leishmaniasis’e karsi iretilen antikor titresi (IFAT) dikkate alindi. S6z konusu bu
laboratuvar verileri Tablo 8 de 6zetlenmistir.

Calismanin saglikli kontrol grubundaki olgularda Leismaniasise karsi ait iiretilen
herhangi bir Ig G antikor titresine rastlanilmamistir. Calismanin evre [ grubundaki
olgularin hepsinde IFAT degerleri 1/64 iken, evre Il grubunda 2 olguda 1/512, diger 5
olguda 1/128’ olarak belirlendi. Evre III’ te 4 olguda 1/256, diger 3 olguda 1/512 iken, evre
IV grubunda 1 olguda 1/1024, 1 olguda 1/2048 ve diger 5 olguda ise 1/4096 diizeyinde

titreye rastlanildi.

Tablo 8. Calismadaki gruplara ait IFAT analiz (titrasyon) sonuglari

Gruplar IFAT (Titre diizeyleri)

1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 | 1/2048 | 1/4096
Evre | 7 - - - - - -
Evre Il - 5 - 2 - - =
Evre 111 - - 4 3 - - -
Evre IV - - - - 1 1 5
Saghklh - - - - - - -

4.3.1.2. Serum biyokimyasal bulgular

CVL ile enfekte kopeklerde evrelendirmeye yonelik olarak gerceklestirilen serum
biyokimyasal analizlerden albumin, total protein ve kreatinin parametrelerine ait bulgular
tablo 9° da gosterildi. Proje ve ¢alisma kapsaminda koagiilasyon profilinin
degerlendirilmesi ana ama¢ oldugundan ve yalnizca gruplara yonelik degerlendirme icin
serum biyokimyasal analizler gerceklestirildiginden, anilan parametrelere yonelik

istatistiksel yorumlama ya da incelemede bulunulmamaistir.
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Tablo 9. Proje kapsamindaki CVL ile enfekte kopeklerin gruplara gore albumin, kreatinin

ve total protein (minimum-maksimum) degerleri

I

Evre | Evre Il Evre 111 Evre IV Saghklh

ALB 2-2.86 (1.84-3.16) (1.3-2.76) (1.3-2.1) (2-2.5)
(mg/dL) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
CREA (0.44-1.3) (0.48-1.3) (0.6-2.3) (0.6-2.6) (0.4-0.8)
(mg/dL) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
TP (2.8-8.3) (5.4-6.8) (3.86-6.22) (5.5-8.9) (3.6-5.8)
(mg/dL) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)

ALB: Albumin, CREA: Kreatinin, TP: Total protein

Serum albumin diizeyleri sirasiyla evre I-IV ile enfekte CVL’ li olgularda
(minimum-maksimum) 2-2.86 mg/dL (evre 1); 1.84-3.16 mg/dL (evre Il); 1.3-2.76 mg/dL
(evre 111); 1.3-2.1 mg/dL (evre IV) ve 2-2.5 mg/dL (saglikli kontrol grubu) olarak saptandi.

Serum kreatinin diizeyleri ele alindiginda (minimum-maksimum) evre |, 0.44-1.3
mg/dL; evre |1, 0.48-1.3 mg/dL; evre Ill, 0.6-2.3 mg/dL; evre IV, 0.6-2.6 mg/dL ve saglikli
kontrol grubunda ise 0.4-0.8 mg/dL olarak saptandi.

Serum total protein diizeyleri sirasiyla evre I-IV ile enfekte CVL’ li olgularda
(minimum-maksimum) 2.8-8.3 mg/dL (evre 1); 5.4-6-8 mg/dL (evre I1); 3.86-6.22 mg/dL
(evre IlI); 5.2-8.9 mg/dL (evre 1V) ve 3.6-5.8 mg/dL (saglikli kontrol grubu) olarak
saptandi.
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4.3.1.3. Idrarda protein/kreatinin bulgular

Kontrol grubunda yer alan saglikli kopeklerde IPK degerlerinin 0,1 in (iist referans aralik) altinda oldugu belirlendi. IPK degerlerinin
caligmanin I. grubundaki olgularda <0,1-0,3, Il. grubunda 2-3, Ill. grupta 2-5, IV. grubunda 5-10 arasinda degisim gostermekte oldugu
saptanmustir. Calismaya dahil edilen gruplara ait IPK bulgulari tablo 10 da gésterildi.

Tablo 10. Calismadaki gruplara ait IPK bulgulari

Saghkh

epfiy 1 2 34 567123456712 3 456 7123456 7 1234567

IPK 01 01 03 <01 2 2 3 2 3 3 2 3 2 2 5 6 6 6 10 10 <01

[PK: Idrarda protein/kreatin orani
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4.3.1.4. Koagiilasyon bulgularn

Tablo 11. Koagiilasyon parametrelerinin olgu sayisi bazinda degerlendirilmesi

Parametre Evre l Evre 11 Evre 111 Evre IV ‘
APTT’ de uzama - 2 4 4
APTT’ de kisalma - 1 - -
PT’ de uzama 1 2 4 2
PT’ de kisalma - 1 2 1
FIB Diizeyinde artis - 3 2 1
FIB Diizeyinde azalma - 1 - -
D-dimer seviyesinde artis 5 6 7 7

PT: Protrombin zamani, APTT: Aktive parsiyel protrombin zamani, FIB: Fibrinojen

Bu calismada evre I CVL ile enfekte 7 kopekte APTT’ de uzama veya kisalma
gozlenmedi. Evre II CVL ile enfekte 7 kopegin ikisinde (olgu 6, 7) APTT’ de uzama,
birinde (olgul) kisalma goriildii. Evre III CVL ile enfekte 7 kopegin dordiinde (olgu 2, 3,
5,7) APTT’ de uzama goriiliirken, diger olgularda kisalma gozlenmedi. Evre IV CVL ile
enfekte 7 kopegin dordiinde (olgu 2, 3, 4, 5) APTT’de uzama goriiliirken diger olgularda
degisim gozlenmedi. Ilgili degisiklikler tablo 11° de gosterildi.

Evre I CVL ile enfekte 7 kdpegin birinde (olgu 4) PT’ de uzama goriiliirken higbir
olguda kisalma gozlenmemistir. Evre Il CVL ile enfekte 7 kopegin ikisinde (olgu 5, 6) PT’
de uzama gortiliirken birinde (olgu 1) kisalma gozlenmistir. Evre III CVL ile enfekte 7
kopegin dordiinde (olgu 2, 3, 4, 7) uzama goriiliirken ikisinde (olgu 1, 6) kisalma
mevcuttu. Evre IV CVL ile enfekte 7 kopegin ikisinde (olgu 1, 5) PT’ de uzama
goriiliirken birinde (olgu 7) kisalma belirgindi. Ilgili degisiklikler tablo 11° de gosterildi.

Evre I CVL ile enfekte 7 kdpekte higbir olguda FIB diizeyinde artma veya azalma
gozlenmemistir. Evre II CVL ile enfekte 7 kdpegin ticiinde (olgu 1, 2, 5) FIB diizeyinde
artis gozlenirken birinde (olgu 6) azalma gozlenmistir. Evre III CVL ile enfekte 7 kopegin
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ikisinde (olgu 1, 3) FIB diizeyinde artma go6zlenirken higbir olguda azalma
gozlenmemistir. Evre IV CVL ile enfekte 7 kdpegin birinde (olgu 4) FIB diizeyinde artma
gbzlenirken hicbir olguda azalma gdzlenmemistir. ilgili degisiklikler tablo 11’ de
gosterildi.

Evre I CVL ile enfekte 7 kopegin besinde (olgul, 2, 3, 5, 6) D-dimer seviyesinde
artis gozlenirken higbir olguda azalma gozlenmedi. Evre 1l CVL ile enfekte 7 kopegin
altisinda (olgu 1, 2, 4, 5, 6, 7) D-dimer diizeyinde artis gozlemlenirken higbir olguda
azalma goriilmedi. Evre Il ve evre IV CVL ile enfekte 7 kdpegin tamaminda (olgu 1, 2, 3,
4,5, 6, 7) D-dimer seviyesinde artis gozlendi. Koagiilasyon parametrelerinin olgu sayisi

bazinda degerlendirilmesi Tablo 11.” de 6zetlendi.

Tablo 12. Projedeki CVL ile enfekte kopeklerin gruplara gore koagiilasyon degerlerinin

(ortalamazstandart hata) karsilastirilmasi

. Gmplar | |

Parametre Saghkh Evre | Evre Il Evre 111 Evre IV P
degeri
PT(sn) 8,9 0,2 8,6 +0,3 12,2 43,8 9,5+ 0,6 9,2+0,3 0,507
(7,9-9,8) (7,9-10,3) (7,5-35,2) (6,4-11,6) (7,5-10,2)

APTT 13,0 £0,7 13,3+0,4 15,9 42,6 19,142,9 19,941,8 0,009
(sn) (11,5-17,6)  (11,8-151)  (6,09-26,0)  (13,0-382)  (13,7-27,2)
FIB 2440 53,8 2994+44.9  4644+1004 413,473 2815+482 0,327
QLIS (119,0502,1)  (168,3-518,0) (965-762,9) (209,8-720,3) (164,7-518,0)

0,1 £0,01° 1,5+0,7 2,3+13 1,8 +0,6° 1,8 +0,6° 0,009
(0,09-0,2) (0,09-5,4) (0,09-10) (0,4-5,1) (0,4-4)

PT: Protrombin zamani, APTT: Aktive parsiyel protrombin zamani, FIB: Fibrinojen

Bu ¢alismada D-dimer seviyeleri (ortalamatstandart hata) (mg/L) saglikli ve diger
enfekte (evre I-IV) gruplarda sirasiyla 0.1+£0.01, 1,5+0.7, 2,3+1.3, 1,8+0,6 ve 1,8 +£0,6
olarak saptandi. APTT diizeyleri (ortalamatstandart hata) (sn) saglikli ve diger enfekte
(evre I-1V) gruplarda sirastyla 13,0+0,7, 13,3+0,4, 15,942,6, 19,1+2,9 ve 19,5+1,8 olarak
saptand1. PT diizeyleri (ortalamatstandart hata) (sn) saglikli ve diger enfekte (evre I-1V)
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gruplarda sirasiyla 8,9+0,2, 8,6+0,3, 12,2+3.8, 9,5+0,6 ve 9,2+0,3 olarak saptandi. FIB
diizeyleri (ortalamatstandart hata) (mg/dL) saglikli ve diger enfekte (evre I-1V) gruplarda
sirastyla 244,0+£53,8, 299,4+44.,9, 464,4+100,4, 413,4+73 ve 281,5+48,2 olarak saptandi.

Yukaridaki tabloya gére APTT degerleri agisindan saglikli grup ile evre IV grubu
arasinda istatistiksel bir fark oldugu (p=0.009) saptandi. APTT i¢in ise saglikli ile evre IV
gruplart arasinda p=0,023 diizeyinde farklilik s6z konusuydu. PT ve FIB degerleri
agisindan gruplar aras1 farklihk yoktu. D-dimer diizeyleri agisindan yapilan
degerlendirmede saglikli grup ile evre Il ve evre IV gruplar arasinda istatistiksel olarak
belirgin faklilik (p=0.009) saptandi. D-dimer i¢in gruplar arasindaki farkliliklar saglikli ile
evre Il arasinda p=0,016 diizeyinde, saglikli ile evre IV arasinda p=0,022 diizeyinde fark
dikkati ¢ekti.
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5. TARTISMA

Leishmaniasis; Leishmania soyunda yer alan 20’ nin iizerinde etkenin 100’ ¢ yakin
farkli iilkede 350 milyon insan igin tehdit olusturdugu bir hastaliktir. Visceral leishmaniasis
(VL), Eski Diinya iilkelerinde insan ve kopeklerde L. infantum’ un neden oldugu benzer
klinik tablo ile siddetli, kopeklerde zaman zaman mortaliteye sebep olan sistemik bir
hastaliktir. DSO, diinya genelinde ¢ok fazla insanin VL riski altinda bulundugunu, 300 bin
olgudan yillik 20 bin insanin 6ldiigiinii bildirmekte ve hastalig1 “alarm veren aciller” arasinda
degerlendirmektedir (Candido ve ark, 2008). VL’ de enfekte kopekler, etkenin dogal ana
rezervuari olarak goriilmekte ve insanlara bulagmada anathar rol oynamaktadir. L. infantum’
dan ileri gelen CVL, ozellikle Akdeniz iilkeleri ve Ortadogu iilkelerinde endemik olup,
prevalanst %67’ ye kadar ¢ikabilmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2001). Akdeniz iilkelerine
benzer sekilde iilkemizde de Ege Bolgesinde hastalia sik rastlanilmakta ve prevalansinin %
1,6-28,26 arasinda degistigi rapor edilmektedir (Voyvoda ve ark, 2004; Atasoy ve ark, 2010).

CVL Kklasik olarak 2011 yilinin basina kadar gereceklestirilen tiim ¢alismalarda basitce
3 farkli donemde incelenmistir. L. infantum ile enfekte herhangi bir klinik bulgu géstermeyen
olgular asemptomatik; CVL ile uyumlu klinik bulgulardan yalnizca birini gosterenler
oligosemptomatik; multiple yada ¢ok sayida klinik bulgu gosterenler polisemptomatik olarak
adlandirilmistir (Ciaromella ve ark, 1997; Quinnel ve ark, 2001; Moreira ve ark, 2007).

Hastaligin patogenezisinin daha detayli olarak aydinlatilmasi i¢in konuya ait
calismalar hizla siiregelmekte ve devinim gostermektedir. 2005 yilinda Italya’ da
gerceklestirilen III. Diinya Leishmania Forumunda LeishVet grubunun temelleri atilmis, grup
2008°de Ispanya merkezli olarak resmi ve yasal faaaliyetlerine baslamistir. Grubun asil
amaglarindan birisi veteriner pratisyen, akademisyen/arastimact ve 6grencilere yonelik olarak
CVL’ nin tamsinda standart kriterlerin getirilmesidir. Bu baglamda gurubun resmi
raporlarinin yayinlandigr giincel literatur esliginde enfekte kopekler klinik ve laboratuar
bulgular1 baz alinarak hafif, orta, siddetli ve cok siddetli olarak siniflandirilarak, evreye 6zgii
sagaltim protokolleri onerilmektedir (Solano—Gallego ve ark, 2011).

Periferal lenfadenopati veya papuler dermatitis gibi klinik bulgularin goriilebildigi,
hematolojik/serum biyokimyasal analizlerde anormallik belirlenmeyen ve normal renal profile
sahip, negatif/diisiik antikor titresi bulunan CVL’ 1i kopekler hafif enfekte olarak
simiflandirilmaktadir (evre I). Evre I' de goriilen klinik bulgular yami sira eksfoliyatif

dermatitis, ates, onychogryphosis, iilserasyon, anoreksi, kilo kaybi, ates ve epistaksis gibi
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klinik bulgularin da goriilebildigi, hafif non-rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi,
hipoalbuminemi belirlenen, kreatinin<1.4 ve non-proteiniirik [idrarda protein/kreatinin orani
(IPK)<0.5] ya da kreatinin<1.4 mg/dl; IPK=0.5-1 olan ve diisiik/yiiksek antikor titresine sahip
kopekler orta siddetli enfekte olarak adledilmektedir (evre II). Evre I, II’ de goriilen klinik
bulgulara ilaveten vaskulitis, artritis, uveitis ve glomerulonefritis gibi immun kompleks
bozukluklarin saptandigi, non-rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye
ilaveten |. derece kronik bobrek yetmezligi; IPK>1 ya da II. derece kronik bobrek yetmezligi;
kreatinin=1,4-2 mg/dl bulgulariyla da karsilasilan ve orta/yiiksek antikor titresi mevcut
kopekler siddetli enfekte (evre III) olarak siniflandirilmaktadir. Diger evrelerdeki klinik
bulgulara ilaveten pulmoner tromboembolizm, nefrotik sendrom, bobrek hastaliklarinin son
asamasiin  tespit  edilebildigi, laboratuar  bulgularinda non-rejeneratif  anemi,
hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye ilaveten kronik bobrek hastaliklarinin ve nefrotik
sendrom bulgulariyla karsilasildigi III. derece kronik bobrek yetmezligi (kreatinin 2-5 mg/dl)
ya da IV. derece kronik bobrek yetmezligi (kreatinin>5 mg/dl) ve proteinuri (IPK >5)
saptanan olgular eslik eden yiiksek antikor titresi ile birlikte ¢ok siddetli (evre IV) olarak
degerlendirilmektedirler (Solano—Gallego ve ark, 2011). Hastaligin evrelendirilmesinde
ozellikle yukarida sozii edilen IFAT sonuglari, serum biyokimyasal parametreler ile idrar
analizleri yer tutmaktadir. Bizde bu calismada IFAT analizleri, serum biyokimyasal
parametrelerden total protein, albumin ve kreatinin seviyeleri ile idrarda protein/kreatinin
oranlar1 baz alinarak 28 hasta kopek 4 farkli evrede degerlendirildi. Her grupta (n=7) yeterli
sayida olgu yer ald1.

Glincel literatiir esliginde cesitli atif dizinleri incelendiginde, grubun raporlarini
dikkate alarak gergeklestirilen ve CVL’ de koagiilasyon bozukluklarimi bu yoOniiyle
degerlendiren baska herhangi bir ¢alisma bulunmamasi, gergeklestirilen bu projeyi daha da
onemli kilmaktadir.

Leishmania tiirleri makrofajlarin igerisinde ¢ogalarak kronik bir yangiya neden
olmaktadir (Blavier ve ark, 2001). CVL’ 1i birgok olguda kronik bir seyir izlemekte,
kardiyovaskiiler sistemi ve koagiilasyon bozukluklarini da i¢ine alan hayati bir¢ok organi ya
da sistemi etkilemektedir (Torrent ve ark, 2005). Kronik makrofaj stimiilasyonu,
hiperfibrinojemiden sorumludur. CVL ve benzeri hastaliklarda, onceden bildirildigi gibi
aktive makrofajlardan salgilanan IL-6, karacigerden FIB sentezini arttirmaktadir (Di Minno
ve Mancinin, 1992).Giinlimiizde 06zellikle insan hekimliginde yapilan c¢aligmalarda
Leishmaniasis’ in koagiilasyon bozukluklarina iliskin olusturdugu degisikliklerin noninvaziv

yontemlerle anlagilmasina ihtiya¢ duyulmakta, ancak etik nedenlerden otiirii kisith sayida
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gerceklestirilebilmektedir. VL gerek insanlarda gerekse kopeklerde ayni etken tarafindan
olusturulan benzer hastalik tablosuna sahip oldugundan, bu baglamda VL’ li insanlarda
yapilacak caligmalara rol model olarak kopekler miikkemmel bir 6rnek olabilir (Hommel ve
ark, 1995). Cikis noktasindaki hedeflerimizden biri ilk olarak ¢alismamizda elde edilecek
sonuclarin gerek Veteriner Hekimlik alaninda gerekse Tip Hekimligi alaninda sonradan
yapilacak c¢aligmalara 151k tutacagi ve yol gosterecegi kanaatidir.

CVL® li kopeklerde hemostatik anormalliklerin degerlendirildigi bazi1 deneysel ve
klinik ¢alismalar (Ciaramella ve ark, 2005; Corona ve ark, 2004; Juttner ve ark, 2001; Moreno
ve ark, 1999; Moreno ve ark., 1998; Pelagalli ve ark, 2004; Petanides ve ark, 2008; Valladares
ve ark, 1998) literatiirde yerini almistir. Anilan c¢alismalarda epistaksis ve benzeri klinik
bulgulardan yola ¢ikilarak koagiilasyon profili degerlendirilmis ve anlamli degisiklikler
saptanmasina karsin, higbirisinde CVL’ de klinik evrelendirme yapilmamis, D-dimer
konsantrasyonlar1 degerlendirilmemistir. Yakin zaman diliminde literatiirde yerini alan
yalnizca Leishmaniasis’ li 1 olguda evrelendirme yapilmaksizin hizli kalitatif Latex testi ile
D-dimer analizi yapilmis ve pozitif sonu¢ belirlenmistir. Ancak anilan olguda kalitatif tayin
nedeniyle titrasyon ya da kantitatif bir deger verilememistir (Honse ve ark, 2013). S6z konusu
calismalarda spontan kanama ya da kanama temayiiliinde artisa neden olarak trombositopeni,
trombositopati ya da uzamis bukkal mukoza kanama zamani gosterilmistir (Corona ve ark,
2004; Juttner ve ark, 2001; Moreno ve ark, 1998; Valladares ve ark, 1998). CVL’ in
olusturdugu koagiilasyon bozukluklar1 ¢ok dnemli olmakla birlikte, hastaligin gidisati, klinik
bulgularin varligt yada yoklugu ve donemiyle iligkili olarak olusan YDPB her zaman
belirlenemeyebilmekte, dolayisiyla gdzden kagmaktadir. Bu baglamda YDPB’ na iliskin
lezyonlarin ya da laboratuvar bulgularinin her her daim belirlenememesi nedeniyle enfekte
hayvanlarda kanama temayiiliiniin ortaya konulabilmesi ile trombozise zemin hazirlayan
koagiilasyon artigin1 saptamak amaciyla APTT, PTT ya da FIB tayininin yan1 sira ilave, daha
da giivenilir analizlere ihtiyag duyulmaktadir (Zabala ve ark, 2005). Bu ¢alismada
konvansiyonel rutin koagiilasyon profili (PT, APTT, FIB) ile pro-trombotik durumun
degerlendirilmesi i¢in D-dimer analizleri gerceklestirildi.

Yine yukarida da sozii edildigi tizere L. infantum ile enfekte kopeklerde trombozis ya
da tromboemboli gelistigine dair ¢calismalar literatiirde (Font ve ark, 1993; Ciaramella ve ark,
1997; Ciaramella ve ark, 2002; Felix ve ark, 2008; Garcia-Sancho ve ark, 2010; Koutinas ve
ark, 2014) yer alsa da, anilan galismalarda CVL’ de evrelendirme s6z konusu olmaksizin ve

D-dimer analizleri gerceklestirilmeksizin tan1 konulmustur.
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Plazmada sekillenen fibrinolitik aktivitenin 6nemli bir belirteci olan D-dimer diizeyleri
birgok klinik durumda artabilir. D-dimer ¢apraz bagli fibrinin, plazmin vasitasi ile enzimatik
yikimina ait bir irliniidiir (Sadosty ve ark, 2001; Wakai ve ark, 2003). Trombiisiin ana
komponenti olan fibrin, koagiilasyonun aktive olusuyla sekillenir (Wakai ve ark, 2003).
Fizyolojik kosullar altinda fibrin olusumu ve fibrinin plazmin vasitasiyla yikimlanmasi
dengelidir, boylelikle hemostazda anahtar rolii tasir (Kroneman ve ark, 1990; Rao ve ark,
1994; Lugovskoy ve ark, 2002). Fibrinin plazminojen kanaliyla ¢6ziinmesi, D-dimer' 1 da
igerisine alan spesifik yikimlanma iiriinlerinin olusumuyla sonug¢lanmaktadir (Marder ve
Francis, 1983).

D-dimer ¢apraz bagli bazi parcalar icerir ve bu parcalar plazmin enziminin aktive
olmasiyla pihtidan salinirlar ve kan akimina katilirlar. D-dimer normal yara iyilesme siireci ve
kanin piht1 olusumunun bir pargasi olarak iiretilir. Patolojik olarak herhangi bir neden bagl
pithtilagma meydana geldiginde; D-dimer analizi istem dis1 trombozisi gosteren degerli
belirte¢ halini alir (Lee ve Gingsberg, 1998). Bu sebepten &tiirii 6zellikle derin ven trombozu
ya da YDPB olan olgularda teshiste gitttikce 6nem kazanan parametrelerden birisidir (Caldin
ve ark, 1998; Monreal, 2003; Nelson ve Andreasen, 2003). D-dimer analizi yiikksek oranda
duyarliliga sahip oldugundan, normal D-dimer diizeyi damar igi fibrin olusumu ve yikiminin
varligl icin yiiksek negatif tahmin degerine sahiptir (Angstwurm ve ark, 2004). D-dimer ile
birlikte plazmada yikimlanma iiriinlerinin kantitatif 6l¢iimii sayesinde, yiiksek dogrulukla
tromboembolik hastalik ekarte edilebilir (Angstwurm ve ark, 2004). Kopeklerde de CVL
disindaki hastaliklarda D-dimer analizlerinin 6nemi gésteren arastirma makaleleri liteartiirde
yerini almaktadir (Caldin ve ark, 1997; Stokol ve ark, 2000; Griffin ve ark, 2003; Nelson
ve Andreasen, 2003).

D-dimer analizi ve plazma seviyesindeki artislari, kopeklerde tromboembolik
hastaliklarda ya da YDPB’ da tanisal anlamda farkindalik yaratmaktadir (Caldin ve ark, 1997;
Stokol ve ark, 2000; Griffin ve ark, 2003; Nelson ve Andersen, 2003). Ciddi organ ya da
sistem bozukluklar1 olarak kopeklerde bu sekilde trombeoembolik hastaliklarda erken tani
sayesinde antitrombotik sagaltim uygulanabilmekte, boylelikle mortalite azaltilmaktadir
(Monreal, 2003). Kopeklerde tromboembolik bozukluklarda ya da YDPB’ da; D-dimer
seviyelerinin spesifik olarak degerlendirildigi 5 farkli ¢aligma mevcuttur (Caldin ve ark, 1998;
Lanevschi-Pietersma ve ark, 2003; Nelson ve Andersen, 2003; Hirschberger ve ark, 2004;
Dewhusrt ve ark, 2008). Ancak anilan ¢alismalarda CVL degerlendirme dis1 birakilmis ya da
anilan hastaligin varligr ya da yoklugu degerlendirilmemistir. D-dimer tayininde kullanilan

insan monoklonal antikor testlerinin, kopeklerde de D-dimer seviyelerini rahatlikla
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belirleyebilecegi bildirilmistir (Caldin ve ark, 1998; Stokol ve ark, 2000; Grifin, 2003; Nelson
ve Andersen, 2003; Hohenhaus, 2005).

YDPB, pihtilasma ve fibrin yikiminin aktivasyonu esnasinda ve takiben tiiketim
koagiilopatisine yol agan, enfeksiyon, sepsis, tiimor, travma, ve iligkili hastaliklar gibi altta
yatan etmenlere bagli gelisebilen kompleks bir sendromdur (Levi, 2005). YDPB tanisinda D-
dimer seviyesindeki artig 6nemli bir yer tutmaktadir. D-dimer analizlerinin yani sira PT artisi,
trombosit sayis1 Ve FIB konsantrasyonu azalmasi tanida diger 6nemli belirteclerdir (Taylor ve
ark, 2001; Noyan, 2012). Bu ¢alismada evre | CVL ile enfekte 7 kopegin besinde, evre Il
CVL ile enfekte 7 kopegin altisinda, evre III ve evre IV CVL ile enfekte 7 kopegin
tamaminda D-dimer seviyesinde artis gdzlenmistir. Bunun yani sira FIB konsantrasyonunda
azalma yalnizca bir olguda (evre II) belirlenirken, PT’ de artis 9 olguda [sirasiyla 1 olgu (evre
1), 2 olgu (evre I1), 4 olgu (evre I11), 2 olgu (evre 1V)] mevcuttu.

L. infantum ile enfekte kopeklerde diger paraziter enfestasyonlara benzer olarak ¢estili
mekanizmalarla YDPB meydana gelmektedir (Honse ve ark, 2013). Koagiilasyonun aktive
olusu ve ardisik fibrin depolanmasi; enfeksiy6z ajana karst etkenin yayilimini ve yangisal
yanit1 azaltma anlaminda konak¢i savunmasinin bir parcasini olusturmaktadir (Levi ve Ten
Cate, 1999). Bu cevap siddetli olarak meydana geldiginde koagiilasyon egilimi artmakta
boylelikle mikrovaskiiler trombozis, organ disfonksiyonu ve kanama meydana gelmektedir
(Opal ve Esmon, 2003). Dolayisiylada CVL’ de epistaksis (Moreno ve ark, 1998; Ciaramella
ve Corona, 2003; Ciaramella ve ark, 2005), hematiiri (Ciaramella ve Corona, 2003;
Ciaramella ve ark, 2005; Binhazim ve ark, 1992), YDPB (Font ve ark, 1994; Moreno, 1999;
Valladeres ve ark, 1998) meydana gelmektedir. Tiim bu klinik belirtiler, sorumlu protozoer
etken olan Leishmania sp.” nin primer ve sekonder hemostazisin yani sira fibrinolizisi de
etkiledigini gostermektedir (Honse ve ark, 2013). CVL’ de sekillenen dolasimdaki fibrin
yikimlanma triinleri (6zellikle de D-dimer), YDPB ile iliskide olabilir (Honse ve ark, 2013).
Nitekim CVL’ de konsantrasyonu artmis olan fibrin yikimlanma iiriinleri; antitrombin III” {in
renal kayibina iliskin sekillenen hiperkoagiibilite ve artan fibrinolizis (Font ve ark, 1993) ya
da YDPB (Font ve ark, 1994; Valladares ve ark, 1998) ile yakin iliskidedir. Bu ¢aligmada
25/28 olguda artmis olan fibrin yikimlanma {riini olarak D-dimer seviyelerinin
hiperkoagiilobilite ya da fibrinolizise yorumlanabilir.

Onceki calismalarda (Herwaldt ve ark, 1999; Seaman ve ark, 1996; Werneck ve ark,
2003; Abdelmoula ve ark, 2003; Collin ve ark, 2004), 6zellikle de giincel literatiirde (Costa ve
ark, 2013) insanlarda Leishmaniasis ile iliskili sistemik inflamatuvar cevap sendromunun,

YDPB ve diger klinik bulgulara neden oldugu bildirilse de kdpeklerde bu konuda yok
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denecek kadar az arastirma makalesi mevcuttur. VL’ in siddetli hastalik olusturdugu
durumlarda patogenezisinin detayli olarak anlasilamamasi, dolayisiyla da yetersiz/eksik
sagaltim uygulanmasi gibi tiim faktorler klinisyenlerin hastaligin evrelerini incelemeden ve
bilmeden serbest ila¢ uygulamalarina, hastaligin aktif durumda seyretmesine, buna karsin
mortalitenin gitgide artmasina mahal vermektedir (Harhay ve ark, 2011). Kala-azar nedeniyle
yasamini kaybeden insanlarda ileri derecede anemi, hepatititis, pndmoni, nefritis, diyare ve
Ozellikle de tanisal anlamda gozden kagirildiginda ciddi mortaliteye neden olan YDPB’ na
rastlanilmaktadir (Herwaldt ve ark, 1999; Seaman ve ark, 1996; Werneck ve ark, 2003;
Abdelmoula ve ark, 2003; Collin ve ark, 2004). Ozellikle Kala-azar’ 1m ileriki evrelerinde
meydana gelen sepsis, sitma ya da Leptospirozis gibi hastaliklara benzer olarak sistemik
inflamatuvar cevap sendromu ile iliskilendirilmektedir (Devignot ve ark, 2010; Wagenaar ve
ark, 2007; Bray, 2005; Clark ve ark, 2006). Costa ve ark. (2013) Kala-azar’ I1 ve kanama
temayiiliinde artis saptadiklari insanlarda disiik trombosit sayisinin, yiiksek D-dimer
konsantrasyonlari ile iliskide oldugunu, bu sebeple trombosit sayist ile D-dimer
konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon bulundugunu saptamislardir. Lomtadze ve ark.
(2005) VL’ 1i 45 insanda koagiilasyonun degerlendirilmesi agisindan intravaskiiler aktif
belirteglerini sagaltim Oncesi ve sonrasi degerlendirmisler, hastaligin siddetli ve ileriki
formlarinda D-dimer seviyelerinin % 95.6 oraninda arttigin1 saptamislardir. Son sozii edilen
calismanin sonuglar1 irdelendiginde VL’ de 0&zellikle hastaligin ileriki asamalarinda
intravaskiiler koagiilasyonun sekillendigi, D-dimer seviyelerinin diyagnostik ve prognostik
oneme sahip oldugu, hastaligin erken safhalarinda koagiilasyon profilinin, 6zelliklede D-
dimer seviyelerinin dikkate alinarak sagaltima baglanilmasinin muhtemelen kompanze
edilemeyen YDPB gelisimini de engelleyebilecegi bildirilmistir (Lomtadze ve ark, 2005) .
Bizim g¢alismamizda D-dimer seviyeleri (ortalamatstandart hata) saglikli ve diger enfekte
(evre 1-1V) sirasiyla 0,1 +0,01, 1,5 £0,7, 2,3 +1,3, 1,8 +£0,6 ve 1,6 +0,6 olarak saptanirken,
evre | CVL ile enfekte 7 kdpegin besinde, evre |1 CVL ile enfekte 7 kopegin altisinda, evre 111
ve evre IV CVL ile enfekte 7 kopegin tamaminda D-dimer seviyesinde artis gézlenmistir.
YDPB tanisinda kullanilan diger parametrelerdeki (PT, PLT ve FIB) degisimlerin olmayist
evre I-IV gruplarinda yer alan 1 olgu hari¢ (evre IV) bu yonde degerlendirme yapmamiza
olanak saglamamaistir.

D-dimer analizi ile koagiilopati ya da yangisal cevabin belirlenebilecegi (Sumney ve
Whitmean, 2010), bunun yani sira insanlarda vaskiilosentrik ve/veya vaskiilopati ile seyreden
kutandz yangisal bozukluklarda D-dimer’ in kutandz hastalik belirteci olarak kullanilmasi

sayesinde vaskiiler endotel hasarin tespit edildigi saptanmistir (Kirchhof ve ark, 2014).
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Kopeklerde 500 ng/ml’ nin iizerindeki D-dimer seviyesi kutan6z damarlarda trombozis
gelisimine dair bir kanit oldugu, dolayisiyla da kutandz vaskulitisli kopeklerde trombozis’ in
tanisinda  kullanilabilecegi belirtilmektedir (Rosser, 2009). CVL’ 1li kopeklerde deri
lezyonlarmin etiyolojisinde rol oynayan vaskiilitis (Saridomichelakis ve Koutinas, 2014) g6z
ontinde bulunduruldugunda, D-dimer analizi yukarida da bahis edildigi lizere gerek trombozis
gerekse kutandz hastalik belirteci olarak tanida yarar saglayabilir. Tiim bunlar1 destekler
mabhiyette CVL’ li 6zellikle IV. evredeki kopeklerde sekillenen pulmoner trombozembolizm
(Solano-Galego ve ark, 2011) ve 6nde gelen sebeplerinden derin ven trombozunun (Khurana
ve ark, 2004; Giannini, 2008) tanisinda yine D-dimer tayini aktif ve belirgin rol oynayabilir.
Calismamizda evre IV kopeklerde D-dimer seviyeleri olgu sirasina gore (olgu 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7) sirasiyla 0.4, 4, 0.7, 3.7, 0.5, 0.7 ve 1.7 mg/L olarak belirlendi. Evre | CVL ile enfekte 7
kopegin besinde (olgu 1, 2, 3, 5, 6) D-dimer seviyesinde artis gozlenirken higbir olguda
azalma gozlenmemistir. Evre I CVL ile enfekte 7 kdpegin altisinda (olgu 1, 2, 4, 5, 6, 7) D-
dimer diizeyinde artis gdzlemlenirken higbir olguda azalma goriilmemistir. Evre III ve evre 1V
CVL ile enfekte 7 kopegin tamaminda (olgu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) D-dimer seviyesinde artis
gozlenirken diger olguda azalma gozlenmemistir. Ancak yine de s6z konusu olgularda
doppler-USG muayene gergeklestirilemediginden bu yonde degerlendirme yapilamamustir.

Petanides ve ark (2008) dogal yolla olusan CVL’ de meydana gelen epistaksisin altta
yatan patomekanizmalarinin (hemostatik disfonksiyon, biyokimyasal degisiklikler, kronik
rhinitis ve ko-enfeksiyonlar) agikliga kavusturulmasi i¢in gerceklestirdikleri bir ¢alismada 51
leishmaniasisli kopegin 24’ iinde epistaksis varligin1 belirlemislerdir. Anilan calismanin
sonuclar1 irdelendiginde CVL ile iligkisi epistaksisin trombositopati, hiperglobulinemi
kaynakli serum hiperviskositesi ve nazal mukozada iilserasyon ile yakin iliskide oldugu
belirlenmistir (Petanidas ve ark, 2008). Bu calismada evre IV CVL ile enfekte 2/7 olguda
epistaksis ve trombositopeni dikkati c¢ekti. Her 2 olguda da nazal mukozada iilserasyon
dikkati ¢ekmekteydi.

Epistaksis, hematiiri ve hemorajik diyare gibi hemostatik bozukluklar CVL’ de rapor
edilmektedir (Ciaramella ve Corona, 2003). Leishmania enfeksiyonunda saptanan
trombositopeni, trombositopati, uzamis trombin siiresi (TT), uzamis aktive parsiyel
thromboplastin siiresi (APTT) ve artmis FIB/fibrin yikimlanma iriinleri, bu protozonun
primer hemostazi, pihtilasmay1 ve fibrinolisisi etkiledigini géstermektedir (Font ve ark, 1993;
Font ve ark, 1994; Moreno, 1999). Leishmaniasisli 14 kopek iizerinde yapilan baska
aragtirmada klinik duruma bakilmaksizin bozulmus trombosit agregasyonu belirlenmistir

(Ciaramella ve ark, 2002). Calismamizda toplam 5 olguda (2° si evre IV, 3’ i evre II)
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trombositopeni saptandi. Olgularimizda beliren trombositopeni, parazitin kendisi tarafindan
olustrulmayan ve sonug¢ olarak bagisikliga dayali siireci aktive ederek farkli trombosit
membran reseptorlerine dogrudan hasar vermesi ile agiklanabilinir. Enfeksiyonun ilk
asamasinda Leishmania mikroorganizmasinin "immun yapisma'" olarak adlandirilan spesifik
mekanizma aracili ile trombositler ile dogrudan etkilesime gegtigi ispatlanmistir (Dominguez
ve ark, 2001).

Hemostatik anormallikler epistaksisi bulunan ya da bulunmayan Leishmania
enfeksiyonu mevcut kopeklerde incelenmistir. Bu hayvanlarda olusagelen trombositopeni,
kendiliginden sekillenen kanamayi tetiklemek igin yetersiz siddettedir, fakat hareketsiz
trombosit agregasyonu veya uzamig BMBT (bukkal mukozal kanama zamani) ile yansiyan
trombositopati en tutarli hemostatik anormallik olarak saptanmistir (Moreno ve ark, 1998;
Valladares ve ark, 1998; Juttner ve ark, 2001; Corona ve ark, 2004).

Dikkate deger olgiide Leishmaniasisli semptomatik kopeklerde gozlenen renal hasar
trombositlerin fonksiyonunda daha siddetli azalmanin nedeni olabilir (Ciaramella ve ark,
2005). Insanlarda kronik bobrek yetmezliginde bildirildigi iizere, azalmis trombosit
agregasyonu, biyokimyasal trombosit anomalileri sonucu olabilir ki prostasiklin ve nitrik
oksit salgilanmasindaki artig trombosit CAMP' de artisa ve trombosit reaktivitesinin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Kyrle ve ark, 1988; Noris ve ark, 1993). Calismamizda
ozellikle evre III ve IV grubu kopeklerde renal yetmezlik mevcuttu. Uluslararst nefroloji
dernegi (IRIS) ve litaratiir esliginde (Solano-Galego ve ark, 2011) serum kreatinin ile idrarda
protein/kreatin degerleri baz alindiginda evre III ve IV CVL ile enfekte kopeklerde degisen
derecelerde renal yetmezlik belirlenmesi trombosit fonksiyonlarindaki bozulma ya da
koagiilasyon kaskadina ait degisikliklerden sorumlu olabilir.

Ciaramella ve ark (2005) CVL ile enfekte 33 kopekten belirgin derecede semptomatik
12 olguda APTT’ deki uzama, artmig olan ALT aktivitesi ve azalan plazma albumin
seviyelerini belirlemislerdir. APTT' deki artis hepatik hasar1 takip eden bir veya daha fazla
pihtilagsma faktorlerinin sentezindeki azalmaya bagli olabilir (Moreno, 1999). Ancak, bu
calismada semptomatik kopeklerde bulunan hepatik hasarin laboratuar yansimasi 6zellikle
normal PT degerlerinin varliginda; APTT' deki artis1 yeterince desteklememektedir. Bu
farklilik ya koOpek plazmasina uygulanan, ticari PT testlerinin koagiilasyon faktor
eksikliklerini belirlemede APTT’ ye oranla daha diisiik duyarliligindan ya da yangisal
medyatdrlerinin olusumunda aktivator olarak kullanilan intrinsik pihtilasma faktorlerinden bir

ya da birden fazlasinin daha hizli tiiketiminden kaynaklanmaktadir (Jimenez ve Fernandez,
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2000). Yine de bizim g¢alismamizda kullanilan ticari PT ve APTT test kitlerinin
duyarliliklariin 6nceki ¢aligmalarla belirlendigi tizere iyi oldugu soylenebilir.

Moreno (1999) CVL’ de sekonder hemostazisi degerlendirirken hastalikli kopeklerin
FIB konsantrasyonunun normal diizeyde oldugunu ve renal ya da hepatik bozukluklar
tarafindan etkilenmedigini belirlemiglerdir. Leishmaniasis’ deki hipofibrinojenemi, trombiis
olusumu sirasinda asir1 FIB tiiketimine baglanmistir (Font ve ark 1993). Hiperkoagiilasyon
durumu pro ve antikoagiilan dengesini altiist eden protein ve anti-trombin III’ {in kaybina
iliskin nefrotik sendromun sonucudur. Immun komplekslerinin yiiksek plazma
konsantrasyonu  lesihmaniasisli ~ kopeklerde  rapor  edilmistir ve  birikimlerinin
glomeruloneftitise neden oldugu ispatlanmistir (Slappendel, 1988; Lopez ve ark, 1996).
Ancak son sozii edilen aragtirmada proteiniirili kdpeklerdeki muhtemelen hastaligin erken
teshisine bagli olarak bobrek yetmezligi ile hipofibrinojenemi arasinda gozle goriiliir bir iliski
belirlenmemistir (Moreno, 1999). FIB’ in konsantrasyonu {izerine hepatik hasarin etkisinin
yetersiz kalmasi, karacigerin FIB’ i sentezlemek i¢in sahip oldugu yiiksek kapasiteyle iliskide
olabilir. Total sentez kapasitesindeki hasarin ilerleyisi ancak akut hepatik bozukluk veya
dekompanze kronik hepatik hastaligin sonucu olarak meydana gelebilmektedir (Center 1997).
Leishmaniasis’ in kroniklesmesi ve bu hastaliktaki akut hepatik bozuklugun yaygin olmayisi
CVL’ 1i kopeklerde bulunan normal FIB seviyesinden sorumlu olabilir (Moreno, 1999).
Nitekim bizim c¢alismamizda 6 olguda hiperfibrinojenemi, yalmizca 1 olguda sekillenen
hipofibrinojenemi disinda, 21 olguda FIB konsantrasyonlarinin degismemis olmasi, yukarida
sozl edildigi tlizere hastalifin o6zellikle ileriki evrelerde kroniklesmesi ya da akut hepatik
hasarin  bulunmayist  (Moreno, 1999) ile aciklanabilir. Altt olguda sekillenen
hiperfibrinojeneminin gruplara dagilimi incelendiginde ilging olarak evre arttikga FIB
konsantrasyonunda yiikselme olan olgu sayisinin azaldigida dikkati ¢ekmistir.

Fibrin yikimlanma firiinlerinin konsatrasyonundaki artts CVL’ de rapor edilmistir
(Bernardini ve ark, 1980; Font ve ark, 1993; 1994). Moreno (1999)’ nin arastirmalarinda
CVL’ de normal ve hasta kopekler arasinda fibrin yikimlanma iiriinlerinin seviyelerinde
belirgin farklar saptanmamistir. Bir kopekte rapor edilen fibrin yikimlanma iriinlerindeki
artis, antithrombin III' iin bobreklerden kaybini takip eden hiperkoagiilasyon durumu ve
fibrinolizisin artisina baglanmistir (Font ve ark, 1993). Baska bir vakada fibrin yikimlanma
tiriinlerindeki artig bilinmeyen mekanizmalara bagli YDPB ile iligkilendirilmistir (Font ve ark
1994). Bu durumun eksikligi ya da yiliksek kreatinin seviyesi trombozise eslik eden bobrek
yetmezliginin kendisinin hiperkoagiilasyona yol a¢madigini gostermektedir. Fibrin

yikimlanma firiinlerindeki artiglar, hepatik fonksiyon kétiilestikce azalan antitrombin 111
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seviyeleri ve eslik eden hiperkoagiilasyon durumu ile artmig fibrinolizisle
iliskilendirilmektedir. Ek olarak, karaciger hasari sonucu fibrin yikimlanma iiriinlerinin
uzaklastirilma oraninda azalmaya bagli olarak dolasimdaki seviyeleri artar (Center, 1997).
Hepatik hastaligin az siklikla gelisimi ve Akdeniz Havzasinda CVL’ nin erken tanis1 gibi
nedenlerden otiirii hepatik hasarin fibrinolizisteki degisikliklere olan etkisini en az seviyede
olabilir (Moreno, 1999). Bu calismada fibrin yikimlanma iriinii olarak degerlendirilen D-
dimer konsantrasyonlarinin gruplara dagilimi incelendiginde evre III ve IV CVL ile enfekte
14 olgunun tamaminda, genel toplamda 25/28 olguda artis belirlendi. Ilgili artislarin evre 111
ve IV’ te rapor edilen tromboembolizm ( Solano-Galego ve ark, 2011) ya da YDPB ile
birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

Nitekim yukarida son s6zii edilen aragtirma CVL’ de kanama her zaman mevcut
olmasa da hemostatik bozukluklarin (APTT ve trombin siiresi) tanisal testlerinin pozitif
olabilecegini gostermektedir. Karaciger bozuklugu, APTT' nin uzamasinin patojenitesi ile
ilgili olabilir. Onceki bildirimlere karsit olarak ilgili ¢alismada, FIB konsantrasyonu ve fibrin
yikimlanma iriinlerinin  seviyeleri incelenen tiim kopeklerdeki normal seviyelerde
saptanmustir (Moreno, 1999).

APTT, intrinsik ve ortak yollar1 degerlendirmek igin en yaygin kullanilan testtir.
Onceki bir arastirmada, APTT yiiksek plazma ALT aktivitesi olan hastalikli kopeklerde hatiri
sayilir bir sekilde daha uzundu. Daha 6nceden canine leishmaniasiste karaciger fonksiyonu ve
hemostaz1 degerlendiren higbir rapor bulunmadi ve karaciger rahatsizligi olan kopeklerin
yiizde kaginin kanama bozukluklari oldugu bilinmemektedir (Center 1997). Font ve digerleri
(1994) leishmaniasisi ve hepatik parankimde bir¢cok kanama odaklar1 olan bir kdpekte uzamis
APTT rapor ettiler. CVL’ deki hepatik bozukluk ALT aktiviteleri ve APTT arasindaki
oldukca onemli gerileme tarafindan gosterildigi gibi intrinsik yolla ilgili olan faktorlerin
azalmis sentez oraniyla sonuglanabilir. Anormal APTT degerlerine ragmen, hepatik hastalikli
hayvanlarda kanama yatkinligi yaygin bir sekilde rapor edilmemistir (Badylak, 1988).
Plazma pihtilasma faktorlerinin konsantrasyonundaki ya da hafif hepatik hasar tarafindan
ortaya ¢ikan faktorlerin hareketliligindeki az ile orta derecede degisiklikler asir1 kanamaya
neden olmak i¢in yetersiz olabilirler. Bu yiizden, leishmaniasisli kdpeklerde kanamanin
seyrek goriinmesi endemik bolgelerde hastaligin erken teshisine bagl olabilir ve hastalifin
daha ileri asamalarinda hepatik hasarin ilerlemesi sonunda hemostatik degisikliklere yol

agabilir.
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Epistaksis, hematiiri ve hemorajik diyare gibi hemostatik bozukluklarin CVL’ de
sekillendigi bildirilmektedir (Ciaramella ve Corona, 2003). Trombositopeni, trombositopati,
uzamig trombin zamani, uzamis APTT ve artan FIB/fibrin yikimlanma {irtinleri Leishmania
enfeksiyonunda tespit edilmis ve s6z konusu protozoer etkenin primer hemostazisi,
koagiilasyonu ve fibrinolizisi bozdugu gosterilmistir ( Font ve ark, 1994; Font ve ark, 1993;
Moreno, 1999). Leishmaniali 14 kopek iizerinde yapilan 6n calismada, klinik durumuma
bakilmaksizin trombosit agregasyonunda degisiklikler tespit edilmistir (Ciaramella ve ark,
2002).

Onceden gergeklestirilen bir calismada CVL’ de, hem APTT hemde PT’ nin belirgin
sekilde uzadig1 goriilmistir. Uzamis PT ekstrinsik ve ortak yollar ile iliskili koagiilasyon
faktorlerinin azalmasi ya da YDPB’ nin goriilmesiyle agiklanabilmistir (Honse ve ark, 2013).
Ciaramella ve ark (2005) normal PT degerleri gézlemlemislerdir ve bu durumu ya kopek
plazmasi tlizerinde yapilan ticari PT testlerinin diisiikk hassasiyetine ya da bir ya da daha fazla
yangisal mediyatorlerin olusumunda aktivator olarak bulunan intrinsik yoldaki koagiilasyon
faktorlerinin daha hizli tiiketimine baglamislardir. Moreno (1999) ayn1 zamanda farkli hepatik
hasar derecesi ve yaygin intravaskiiler koagiilasyonun olmamasi ile ac¢iklanan muhtemel
normal m-OSPT (modifiye tek asamali protrombin zamani) oldugunu bildirmistir. Badylak ve
ark (1983) hepatik hasarl (karaciger enzimleri olgiilmeden) kopeklerde uzamis tek asamali
protrombin zamani belirlemiglerdir. Uzamig APTT, intrinsik ve ortak yollarla iliskili
koagiilasyon faktorlerinin azalmasi ile yaygin intravaskiiler koagiilasyonun goriilmesi ile
aciklanabilinir (Badylak ve ark, 1983). Bu durum ilgili vakada bobrek ve karaciger enzimleri
Olciilmemesine ragmen senteze zarar vererek koagiilasyon faktorlerinin eksikligiyle
sonuglanabilecek renal ya da karaciger yetmezligi ile iligkilendirilmistir. Font ve ark (1994)
hepatik parenkimde multiple kanama odagi olan CVL’ li kopekte uzamis APTT rapor
etmistir. Moreno (1994) ayni1 zamanda hemorajinin siirekli olmamasina ragmen uzamis APTT
tanimlamugtir. Valladares ve ark (1998) deneysel yolla olusturulan leishmaniali kopeklerde
normal PT ve APTT degerleri gozlemistir. Ruiz de Gopegui ve ark (1994) gore referans
araliklarindaki PT ve APTT' nin erken ve kompanze YDPB' li hastalarda ortaya ¢iktigi
gozlemlemistir.

Bizim ¢alismamizda evre I CVL ile enfekte 7 kopekte APTT’ de uzama veya kisalma
gozlenmemistir. Evre 11 CVL ile enfekte 7 kopegin ikisinde (olgu 6,7) APTT’ de uzama,
birinde (olgu 1) kisalma goriilmiistiir. Evre III CVL ile enfekte 7 kopegin dordiinde (olgu 2, 3,
5,7) APTT’ de uzama goriiliirken, diger olgularda kisalma gozlenmemistir. Evre IV CVL ile
enfekte 7 kopegin dordiinde (olgu 2, 3, 4, 5) APTT’ de uzama goriiliirken diger olgularda
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kisalma gozlenmemistir. Evre I CVL ile enfekte 7 kopegin birinde (olgu 4) PT’ de uzama
goriiliirken higbir olguda kisalma gézlenmemistir. Evre II CVL ile enfekte 7 kopegin ikisinde
(olgu 5, 6) PT’ de uzama goriiliirken birinde (olgu 1) kisalma gézlenmistir. Evre Il CVL ile
enfekte 7 kopegin dordiinde (olgu 2, 3, 4, 7) uzama goriiliirken ikisinde (olgu 1, 6) kisalma
gozlenmistir. Evre IV CVL ile enfekte 7 kdpegin ikisinde (olgu 1, 5) PT’ de uzama
goriiliirken birinde (olgu 7) kisalma gozlenmistir. APTT ve PT’ de birlikte uzamanin yani
sira, pozitif (uzamig) D-dimer testleri trombosit faktorlerinin eksikligi, tiiketilmesi ya da
koagiilasyon faktorlerinin eksikligi (Turgut, 2000) ile iliskilendirilebilinir.

Bruno ve ark (2015) Ileishmaniasisli kopeklerde sagaltim Oncesi ve sonrasi
tromboelastometrik yontem ile hemostazisi degerlendirmis, semptomatik olgular ile
asemptomatik olgular arasinda FIB konsantrasyonlar1 agisindan belirgin bir fark oldugunu
bildirlmektedir (p=0.002). CVL’ ye iliskin olarak sekonder hemostazisin ve fibrinolizisin
bozuldugu bildirimi dikkate alindiginda, bizim ¢alismamizda FIB konsantrasyonlarinda
evreler arast ya da saglikli kontrollere gore bir farklilik olmadigi dikkati c¢ekmistir.
Leismaniasis’ in klinik ilerleyisi hemorajik diyatez olusumu ile yakindan iliskide olmakla
beraber bu durum sadece parazit yiikii ile iliskide siirli kalmamakla birlikte meydana gelen
yangisal proses bozulmus olan immunolojik cevap yada hepatik ve/veya renal yetmezlikle
yakindan iligkidedir (Ciaramella ve ark, 2005). Leishmaniasisli kopeklerde gerceklestirilen
birgok ¢aligmada trombositopeni ve azalmig trombosit fonksiyonu belirlenmistir (Moreno ve
ark, 1998; Valladares ve ark, 1998; Ciaramella ve ark, 2005; Terrazzano ve ark, 2006; Cortese
ve ark, 2009; Pelagalli ve ark, 2004). Buna karsin sekonder hemostazis ve fibrinolizis degisen
derecelerde bildirilmektedir. Bazi ¢alismalarda artmis olan APTT belirlenirken, baska diger
calismalarda kompanze edilmis YDPB’ nin fibrin yikimlanma iiriinlerinde artisa karsin,
normal plazma FIB konsantrasyonlari ile seyrettigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda
CVL’ i kopeklerde FIB konsantrasyonunda degisim olmamasi arastiricilart bildirdigi iizere
kompanze edilmis YDPB ile agiklanabilinir (Valladares ve ark, 1998; Ciaramella ve ark,
2005; Moreno ve ark, 1999).

Torres ve ark (2016) hepatik lezyonu bulunan veya bulunmayan kopeklerde PT’ yi
saniye cinsinden sirasiyla 8.12-20.62 olarak tespit etmisler, hepatik lezyonu bulunan
kopeklerde PT’ nin belirgin derecede (p=0.04) azaldigin1 bildirilmektedir. Ayni ¢alismada
CVL’ 1i kopeklerin %23.33* linde PT’ de degisim %30’ unda ise APTT’ de degisim
saptamiglardir. Bunu yani sira CVL’ 1i kopeklerin %16.66° sinda FIB konsantrasyonun
azaldig1 ve CVL ile kontrol grubu arasinda FIB konsantrasyonlar1 agisindan belirgin istatiksel

fark (p=0.005) meydana geldigi goriilmistiir (Torres ve ark 2016). Bu ¢alismada evre | CVL
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ile enfekte 7 kopegin higbirinde FIB diizeyinde artma veya azalma gozlenmemistir. Evre 11
CVL ile enfekte 7 kopegin tigiinde (olgu 1, 2, 5) FIB diizeyinde artis gozlenirken birinde
(olgu 6) azalma gozlenmistir. Evre III CVL ile enfekte 7 kdpegin ikisinde (olgu 1, 3) FIB
diizeyinde artma gozlenirken higbir olguda azalma gozlenmemistir. Evre IV CVL ile enfekte
7 kopegin birinde (olgu 4) FIB diizeyinde artma gozlenirken higbir olguda azalma
gozlenmemistir. Evre artis1 ile FIB diizeyindeki degisimlerin arasinda korrelasyon olmadigi

dikkat ¢cekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz incelemelerde daha 6nce CVL’ nin farkli evrelerindeki kopeklerde
konvasiyonel rutin koagiilasyon profili (PT, APTT ve FIB) ile fibrin yikimlanma iirtinlerinin
(D-dimer) degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamis olmasi aragtirmanin orjinalligini ve
onemini gostermektedir. Olgularda konvensiyonel koagiilasyon parametrelerinin yan1 sira D-
dimer seviyelerinin belirlenmis olmasi, konuya iliskin dnceden yapilan sinirli ¢aligmalarin
Otesinde YDPB’ nun potansiyel bir belirteci olarak da taninin desteklenmesini, belkide ileride
olusturulacak sagaltim protokollerinin degisimine katki ve etki saglayacaktir. Bu kapsamda
giincel ve yeni bir parametre olarak D-dimer seviyelerindeki degisikliklerin belirlenmesi ile
literatiirdeki 6nemli bir boslugun doldurulmasi sayesinde ileride gerek Veteriner Hekimlik
alaninda gerekse insanlarda yapilacak ¢alismalara yon verilmesi saglanacaktir. CVL’ de evre
arttikca FIB diizeylerinde baslangigta artisin azaldigi, buna karsin D-dimer seviyelerinde artis
goriilen olgu sayisinin arttiglr gozlemlendi. Yine CVL’ de evre arttik¢a hastaligin kronik
tabiati i¢ organ yetmezliklerinin sekillenmesine ve APTT seviyelerinde uzama sekillenen olgu
sayisindaki artisa neden olmaktadir. Bu baglamda konvansiyonel rutin koagiilasyon profilinde
ozellikle FIB konsantrasyonunda artis durumunda non-steroidal antiinfalamatuar sagaltimina,
D-dimer seviyelerinde artis sekillendigi durumlarda ise diisiik molekiiler agirliklt heparin

tiirevleri ile sagaltima yon verilmesi gerektigi soylenebilir.
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