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ONSOZ

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan leishmaniasis’in kontrolii amaciyla enfekte
kopeklerin tespiti, etkin sagaltimi ve vektor kontrolii gibi 6nlemlerin alinmasinin gerekli
oldugunu 6nemle vurgulamaktadir. Ancak kullanilan insektisidlere karst vektoriin,
sagaltimda kullanilan ilaglara karsi etkenin diren¢ kazanmasi ve ilaglardan istenilen
etkinligin saglayamamasi1 nedeniyle ciddi sikintilar ortaya c¢ikmaktadir. Hastaliktan
korunmak i¢in kopeklerin Phlebotomus’larla temasinin azaltilmasi ve visseral
leishmaniasise kars1 asinin veya daha etkili bir sagaltim protokoliiniin gelistirilmesi gibi

alternatif stratejilerin uygulamaya gecirilmesinin gerekli oldugu bilinmektedir.

Bu calismada, KVL’nin sagaltiminda parazitin protein sentezlemesini
engelleyen allopurinol ile dopamin D2 reseptor antagonisti olan, prolaktin tiretimini
arttirarak bagisiklik sisteminin hastalifa karsi daha iyi yanit vermesini sagladigi
bildirilen domperidonun kombine kullaniminin etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.
Elde edilen veriler ile mevcut sagaltim prosediirlerine bir alternatif olarak yan etkisi
minimalize edilmis, kisa siirede etkili, maliyeti ucuz bir sagaltim protokolii

olusturulmaya ¢alisilmistir.

Kopek visseral leishmaniasisin sagaltimida allopurinol ve domperidon’un
kombine kullaniminin etkinliginin arastirildigit bu ¢alisma, Adnan Menderes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan VTF-10019

kod numarasi ile desteklenmistir.
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1. GIRIS

Leishmaniasis, Leishmania spp. tirlerinin meydana getirdigi kendiliginden
iyilesebilen deri formundan, sagaltilamadigi durumlarda 6liime yol agabilen visseral forma
kadar genis bir yerlesim gosterebilen protozoal enfeksiydz bir hastaliktir (Ciaramella ve
ark 1997, Strauss—Ayali ve Baneth 2000, Desjeux 2001, Papadopoulou ve ark 2005,
Solano—Gallego ve ark 2009).

Diinya Saglk Orgiiti (DSO) tarafindan 1980 yillariin bagindan beri 6nemi
vurgulanan leishmaniasis, malaria ve lenfatik filariasis’den sonra 3. vektor kaynakli en
onemli hastalik olarak degerlendirilmektedir. Hastaligin tropikal ve subtropikal 98 iilke
veya bolgede 350 milyon insani tehdit ettigi, diinyada 12 milyon insanin enfekte oldugu,
her yil 1-2 milyon olgunun eklendigi, bunlardan 500.000 insanin visseral leismaniasise
(VL) ve 1,5 milyon insanin da kutandz leishmaniasise (KL) yakalandigi bildirilmektedir
(Desjeux 2004). Visseral leishmaniasisin yilda 59.000 insanin dliimiine (bu oran sadece
sitma tarafindan asilabilmistir) ve 2.357.000 insanin da sakatliga mahkum olmasina sebep
oldugu rapor edilmistir (Desjeux 2004). Ayrica leishmaniasisin kirsal bolgelerde yasayan
insanlar1 etkileyen en 6nemli enfeksiyoz hastalik oldugu da vurgulanmaktadir (Alvar ve
ark 2006).

Leishmania paraziti, Giiney Amerika’da ilk kez “Valley sickness” veya “Andean
sickness” olarak isimlendirilmis, iilseratif deri lezyonlariyla karakterize olan bu hastaliga
XV. ve XVI yiizyllardan kalma Inca yaztlarinda da deginilmistir. Ciizzama ¢ok
benzemesinden dolay: hastaliga “beyaz ciizzam” adi da verilmistir. 1882 yilinda Clarke,
Hindistanl1 hekimler tarafindan, Sanskritce “kala azar” adi verilen ve anlami kara ates
“black fever” olan hastalifin Hindistan’da bazi yerlerde hemen hemen hi¢ insan

birakmayacak kadar 6liimlere sebep oldugunu da bildirmistir (Unat 1981).

Uzun yillardir goriilen ve nedeni bilinemeyen bu hastalik, XX. yiizyilin baslarinda,
Olen bir askerin dalagindan yapilan preparasyonda ufak oval cisimler gormesiyle Leishman
tarafindan ortaya konulabilmistir. Donovan, 1902 yilinda kala—azar vakalarinda dalaktan
hazirladigi yayma preparasyonlarda aynmi etkeni gormiis ve bunlarin Trypanosoma
olmadigint vurgulamistir. 1903 yilinda Major Ross bu parazitler igin, Leishmania cinsini

ortaya koymus ve kala—azar etkenine Leishmania donovani ismini vermistir (Unat 1981,



Kuman ve Altintag 1996). 1908°de Nicolle ve Comte, Tunus’da buldugu kii¢iik kala—azar
etkenlerine L. infantum adimi vererek hastaligi ilk defa tanimlamiglardir (Solano—Gallego
ve ark 2009). O zamandan giiniimiize kadar hastaligi anlamak ve ¢oziimlerini {iretmek

adina pek ¢ok calisma yiiriitiilmektedir.

Tiirkiye’de, insan leishmaniasisin varligir ilk kez Kristamonas tarafindan ortaya
koyulmus ve Ilk bildirim Izmir’de 1918 yilinda Dr. Hofer Kaller tarafindan yapilmistir.
Yapilan incelemeler 1931 yilinda Ibrahim Osman, 1936 yilinda ise Dr. Akil Ozden
tarafindan kala—azar vakalarinin varliginin ortaya konuldugunu géstermistir. Dr. Arif Ismet
Cetingel tarafindan 1936 yili ve sonrasinda yapilmis olan aragtirmalarda hastaliga dikkat
cekilmis ve iilkemizde 1948 yilina kadar yiizden fazla kala—azar vakasi belirtilmistir.
Yurdumuzda kdpeklerde kala—azar bulunduguna dair ilk yaymn 1946 yilinda Dr. Nurettin
Onur tarafindan bildirilmistir (Unat 1981, Kuman ve Altintag 1996).

Insan leishmaniasisi, Leishmania parazitinin pek ¢ok tiirii tarafindan meydana
getirilebilmektedir. Insanlarda leismaniasisin klinik goriiniimii degiskenlik gostermekle
birlikte genel olarak VL, KL, post-kala—azar-dermal leishmaniasis (PKDL), diffuz deri
leishmaniasis (DDL) ve mukokutandz leishmaniasis (MCL) gibi siniflandirmalar
yapilmaktadir (Murray ve ark 2005, Solano-Gallego ve ark 2009). Hastaligin visseral
formu; degisken ates, kontrol edilemeyen kilo kaybi, siplenomegali, hepatomegali (Resim
1.1) ve ozellikle ¢ocuklarda siddetli anemi ile seyreden, sagaltilamadigi durumlarda
oliimciil olabilen bir hastaliktir. Kutandz leishmaniasis ise insanlarda en ¢ok karsilasilan
formdur. Yiiz, kol ve bacaklarda sayis1 bazen ayni olguda 200’e kadar ulasabilen iilseratif
deri lezyonlariyla kendini gosterir (Resim 1.2). Lezyonlar sagaltima alinsalar bile bolgede
belirgin  bir  skar tabakasi  nedeniyle  goriilebilen izler  kalabilmektedir
(www.who.int/leishmaniasis). Diffuz deri leishmaniasisi kronik deri lezyonlariyla, PKDL
formu ise Leishmania donovani’nin endemik oldugu boélgelerde visseral leishmaniasis’i
atlatan insanlarda hipopigmente makuler, makulopapiiler ve nodiiler deri lezyonlariyla
karakterizedir (Murray ve ark 2005). MCL ise genellikle total veya parsiyel olarak burun,
ag1z ve bogaz bolgesinde mukoz membranlarin tahribatiyla estetik kayiplarin olustugu bir
form olarak degerlendirilmektedir (Resim 1.3) (Ozensoy T6z ve ark 2002, Murray ve ark
2005).



Resim 1.1. Visseral leishmaniasis’de asites Resim 1.2. Kutan6z leishmaniasis
(www.who.int/leishmaniasis) (www.who.int/leishmaniasis)

Resim 1.3. Mukokutanéz leishmaniasis
(www.who.int/leishmaniasis)



Veteriner hekimlikte, Leishmania infantum’un sebep oldugu visseral leishmaniasis
ozellikle kopeklerde dnem arz etmektedir. Akdeniz iilkelerinde insanlarda goriilen visseral
leishmaniasisin, dogadaki asil rezervuarmin, evcil ve yabani karnivorlar oldugu, ayni
zamanda hastaligin bir bolgede endemik veya sporadik olgularla devam etmesinde bu
hayvanlarin en 6nemli rolii oynadig bildirilmistir (Molano ve ark 2003, Gramiccia ve
Gradoni 2005). Gelismis veya gelismekte olan {ilkelerde kdpeklerin, insanlarin en onemli
evcil hayvanlarindan biri olmasi, gelismekte olan iilkelerde basibos kopek sayisinin fazla
olmasi, kopeklerin bu hastalik agisindan ne kadar énemli oldugunu ortaya koymaktadir.
Enfekte kopeklerin bulundugu bolgelerde, kedilerde (Martin—Sanchez ve ark 2007, Coelho
ve ark 2011), vahsi karnivorlarda (Sobrino ve ark 2008) ve atlarda (Fernandez—Bellon ve
ark 2006) VL nin tespit edildigi de rapor edilmistir.

Visseral leishmaniasisli kopeklerde, klinik bulgular hastaligin seyrine gore degisim
gostermekle birlikte, deri anormallikleri en sik karsilagilan bulgulardir. Deri lezyonlarinin
karakteri, hiperkeratoz, depigmentasyon, kepeklenme ve iilseratif deri lezyonlarina kadar
degisim gosterebilmektedir (Voyvoda ve ark 2004). Kil ortiisii ve derideki anormallikler
tim viicutta goriilebildigi gibi burun, gbéz ¢evresi, kulaklar ve ayaklara da lokalize
olabilmektedirler (Pasa ve ark 2005). Kil ortiisii gogunlukla bozulmus, kuru, gevrek bir
goriiniimdedir ve lokal veya yaygin alopesik alanlara da rastlanilabilmektedir. Gelisen
dermatitisler ~mukokutanéz {ilserler ve kiiglik intradermal nodiiller seklinde
olusabilmektedir.  Ayrica tirnaklarda kuruma ve anormal bigimde uzama

(onychogryphosis) goriilebilmektedir (Voyvoda ve ark 2004, Pasa ve ark 2005).



Resim 1.4. Ege Universitesi Parazitoloji ABD’da sag kolda tespit edilmis KL lezyonu
(EU Parazitoloji ABD arsivi 2005)

Resim 1.5. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji ABD’da tespit
edilmis bir VL’li bir ¢ocukta hepatosiplenomegali olgusu
(EU Tip Fakiiltesi Parazitoloji ABD arsivi 1999)

Resim 1.6. Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢
Hastaliklar1 ABD’da tespit edilmis bir KVVL olgusu
(ADU Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1t ABD arsivi 2010)



2. GENEL BILGILER

2.1. Etiyoloji

Leishmania paraziti, Kinetoplastidae sirasinda, Trypanosomatidae ailesine ait olan
bir protozoondur. Yasamini devam ettirebilmesi i¢cin kemirgen, kopek veya insan gibi
omurgali ve kum sinekleri gibi omurgasiz iki farkli konakg¢iya ihtiya¢ duymasi nedeniyle
difazik protozoon sinifinda yer almaktadir (Noli 1999, Killick—Kendrick 1999).

Leishmania tiir ve alt tiirlerinin simiflandirmas: olduk¢a karmasiktir. Baslangigta
morfolojileri, vektor sinekler, lezyonlarin tipi, serolojik testler ve cografik dagilima
bakilarak simiflandirilmaya calisilan bu parazitin, bugiin izoenzimatik ¢aligmalar, DNA
peptit haritasi, monoklonal antikorlar, hiicre zar1 yapist analizleri ve yag asit analizleri gibi
daha gelismis tekniklerle 22 tiirii ve alt tiirliniin identifiye edildigi bildirilmistir (Noli 1999,
Molano ve ark 2003).

Kopek visseral leishmaniasise neden oldugu bilinen ve identifiye edilmis Leishmania
tiirlerinin Eski Diinya iilkelerinde L. infantum ve L. tropica, Yeni Diinya iilkelerinde ise L.
chagasi oldugu bildirilmistir (Strauss-Ayali ve Baneth 2000). Leishmania tiirlerinin cografik

dagilimi ve vektor kum tiirleri Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Leishmania tiirlerinin yasam evrelerinde, vektérde bulunan promastigot, insan ve
diger memelilerde bulunan amastigot olmak tizere iki ayr1 form goriliir. Vektor olan kum
sineklerinde bulunan flagellata (promastigot) formu, 10-15 pm uzunlugunda, 1,5- 2,5 um
genisliginde mekik seklinde bir viicuda, 15-28 pm uzunlugunda olan ve parazitin 6n
ucundan ¢ikan bir serbest kamgiya sahiptir (Resim 2.1). Aksenik kiiltiirlerde ve omurgasiz
vektoriin - sindirim  kanalinda c¢ogalmaktadirlar. Konakg¢idan beslenme esnasinda
promastigotlar konakc¢iya gecer ve kamgilarini kaybederek amastigot formlara doniistirler.
Omurgali konakg¢ida bulunan flagellasiz olan amastigot formu ise 2-5 um boyutlarinda ve
¢ekirdegin yani sira ¢ubuk bigiminde bir kinetoplast’a sahiptir (Resim 2.2). Amastigot
formu genelde canliligini siirdiirebilecegi ve ¢ogalabilecegi intraseliiler bir pozisyonda,

genellikle de makrofajlar igersinde goriiliir (Noli 1999, Slappendel ve Ferrer 1990).



Cizelge 2.1. Leishmania tiirlerinin cografik dagilimi ve vektor kum sinegi tiirleri

(Solano—Gallego ve ark 2009)

Leishmania Cografik dagihm Tespit edilmis vektor tiirleri Siipheli vektor tiirleri
tiirleri
L. infantum Orta Dogu Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. longicuspis, P. syriacus,
Akdeniz Bolgesi P. perfiliewi, P. neglectus, vbh.
P. langeroni, P. Tobbi
Giiney Asya, iran, P. kandelakii
Ermenistan P. brevis, P. halepensis, vb.
Afkanistan P. chinensis, P. alexandri
Orta Asya, Cin P. smirnovi, P.
transcaucasicus,
P. Longiductus
L. donovani Orta ve Giiney Amerika P. orientalis, P. martini P. rodhaini
L. tropica North Africa P. sergenti, P. arabicus P. chabaudi, P. saevus

L. braziliensis

Orta ve Giiney Amerika

Lu. wellcomei, Lu. spinicrassa,

Lu. whitmani, Lu. yucumensis,

Lu. carrerai carrerai, Lu. llanosmartinsi,
Lu. ovallesi, Lu. intermedia, Lu. gomezi,
Lu. trapidoi, Lu. ylephiletor, Lu.

Lu. amazonensis, Lu.
migoneli,

Lu. panamensis, Lu.
paraensis,

Lu. complexus, Lu. pessoai,

umbratilis vb.

L. peruviana Peru Lu. peruensis, Lu. verrucarum, Lu. Lu. noguchii, Lu. pescei
ayacuchensis

L. panamensis Orta Amerika Lu. trapidoi, Lu. ylephiletor, Lu. gomezi, Lu. shannoni, Lu. ovallesi,

Lu. panamensis, Lu. hartmanni

vb.

Ulkemizde epidemiyolojik ¢alismalar sirasinda insan ve kopeklerden izole edilen

suslar, Fransa’da Montpellier’de zymodem analizi ile identifiye edilerek L. infantum

MON-1 olarak tanimlanmis ve molekiiler biyolojik arastirmalarda genotipik olarak ayni

gruba girdikleri gézlenmistir (Akman ve ark 2000).




Resim 2.1. Leishmania infantum’un promastigot formu

(www.leishmaniasis.info/promastigote_2.htm)

Resim 2.2. Leishmania infantum’un amastigot formu

(ADU Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1t ABD arsivi 2010)



2.2. Epidemiyoloji

Leishmaniasisin 98 iilkede endemik olarak seyrettigi, giinimiizde diinya genelinde 12
milyon insanin enfekte oldugu, her yil 1-1,5 milyon insanin kutan6z leishmaniasis’e,
500.000 insanin da visseral leishmaniasis’e yakalandigi ve 350 milyon insanin da risk
altinda bulundugu Diinya Saglik Orgiitii tarafindan rapor edilmistir (Desjeux 2001,
Schallig ve Oskam 2002, Molano ve ark 2003).

Epidemiyolojik olarak Leishmaniasisde zoonotik ve antroponotik olmak {iizere iki
farkli form gorilmektedir. Akdeniz lilkelerinde yaygin olarak goriilen zoonotik formda,
disi kum sinekleri tarafindan enfekte edilen kopekler hastaligin asil rezervuaridirlar (Paz ve
ark 2010). Ancak son yillarda 6zellikle keneler ile pirelerin de vektor olabilecegi ve bu
ekto-parazitlerin hastaligin bulagmasinda 6nemli roller iislenebilecekleri vurgulanmistir
(Paz ve ark 2010, Colombo ve ark 2011). Dogu Afrika’da, Bangledes’de, Hindistan’da
goriilen antroponotik formda ise, hastalik vektér olan kum sinekleri ile insandan insana
bulagsmaktadir (Gallego 2001).

Avrupa’da kopeklerin insanlara gore visseral leishmaniasis’e daha sik yakalandiklar
ve hastalifin ana kaynagini olusturdugu rapor edilmistir (Ashford ve Bettini1987).

Akdeniz Ulkelerinde KVL’in seroprevalansmin % 1,6 ile % 44,9 arasinda degistigi rapor
edilmistir (Strauss—Ayali ve Baneth 2000, Lachaud ve ark 2002).

Kopeklerde Leishmania enfeksiyonunun insidensi ve prevalansi hakkinda
epidemiyolojik ¢alismalarin temelini serolojik arastirmalar olusturmaktadir. Ulkemizde
KVL’in epidemiyoloji lizerine yapilan sinirli sayidaki ¢aligma, hastaligin seroprevalansinin
% 2,58 ile % 28,26 arasinda degistigini gostermistir (Voyvoda ve ark 2004, Ertabaklar ve
ark 2005, Balcioglu ve ark 2009, Ozensoy Toz ve ark 2009).

Kopek visseral leishmaniasisin olusumunda uygun bir vektor, enfekte konak,
rezervuar, nem, 1s1k, hava hareketi, beslenme ve konagin bagisiklik reaksiyonu gibi
faktorler 6nemli rol oynamaktadir (Killick—Kendrick 1999, Strauss—Ayali ve Baneth
2000). Kopek visseral leishmaniasisin vektorii Eski Diinya iilkelerinde Phlebotomus, Yeni
Diinya iilkelerinde ise Lutozomyia cinsi kum sinekleridir ve bilinen 500 Phlebotomus
tirtinden sadece 30 tanesinin hastaligin vektorii oldugu bildirilmektedir (Reithinger ve
Davies 2002). Tirkiye’de ise 18 Phlebotom tiiriiniin var oldugu ve bunlardan 9 tanesinin

leishmaniasisin muhtemel vektorii olabilecegi bildirilmektedir (Yasarol ve Sencer 1964,



Ozbel ve ark 1995, Ok ve ark 2002, Volf ve ark 2002).

Phlebotom’lar deniz seviyesinden 100-800 m yiikseklikte ve c¢ogunlukla kirsal
bolgede bulunurlar. Yasamlarini devam ettirebilen Phlebotom’larin, ugus menzilleri
olduk¢a simirlt olup, bulundugu bolge etrafindaki 2,5 km’lik alan1 asamazlar (Strauss—
Ayali ve Baneth 2000, Killick—Kendrick 1999). Phlebotom’larin en aktif oldugu zaman
giines battimidir ve nadiren gece de aktivitelerini siirdiirebilirler. Bu durum ilkbaharin
baslangicindan sonbaharin bitimine kadar siirer. Sicakligin 15-28,8 °C, nem oranm ise
%50’nin lizerinde oldugu donemlerde Phlebotom’lar aktif olabilmektedirler. Hastaligin
bulasmasinda 2-3 mm uzunlugundaki Phlebotom’larin disileri rol oynamaktadirlar.
Yumurtalariin gelisimi icin gerekli olan proteinleri elde etmek amaciyla, amastigotlar
tastyan enfekte omurgalinin bas, nasal bolge, kulak kepgesi, inguinal ve perianal bolgeler
gibi kilsiz bolgelerini tercih ederek kan emme esnasinda icinde parazit bulunan
makrofajlar1 da alirlar. Amastigotlar makrofajlarla fagozomal vakuoller igersinde nitrik
oksit gibi oksijen metobolitler ile serbest kalarak, parasitoforus vakuolleri igersinde
lizozomal hidrolize ugratilmaya calisilmasina ragmen non-spesifik defans ile hayatta
kalmay1 basarirlar. Bu sayede konakc¢idan vektor tarafindan alinarak bir kismi sindirilirken
diger bir kismu tiirlere 6zgii olarak sindirim sistemi enzimatik reaksiyonlarindan kurtularak,
sekil degistirmeden boliinerek cogalir ve daha sonra uzun ve zayif yapidaki formlara
(promastigot) donisiirler (Alvar ve ark 2004, Bates 2007, Volf ve ark 2008). Ancak bu tiir
bir sindirim hidrolizine adapte olmus tiirlerin, kum sineginin bulundugu boélgelerde dogal
yollarla bulagabilecekleri bildirilmektedir (Killick—Kendrick 1999, Volf ve ark 2008,
Sharma ve Singh 2009).

Kum sinekleri hastaligin biyolojik olarak bulagmasinda vektorligi kanitlanmis tek
artropottur. Baz tiirleri sadece bir Leishmania tiiriiniin vektori iken, bazilarinin hastaligin
birkag tiiriiniin bulagsmasina sebep oldugu bilinmektedir (Volf ve ark 2008). Arastiricilar
(Coutinho ve ark 2005, Coutinho ve Linardi 2007) keneler ve pirelerin hastaligin biyolojik
siklusuna uygunluk géstermesine ragmen bulasmada kesin olarak rol oynadiklariyla ilgili
bir kanit tespit edememislerdir. Ancak, son yillarda enfekte kopekler {izerinde bulunan
kenelerin ve pirelerin etken ile enfekte olduklart ve 8 ile 10 giin bu enfektif durumlarinin
devam ettigi belirlenmistir (Colombo ve ark 2011). Diger bir ¢alismada, deneysel enfekte
edilen Rhiphipicephalus sanguineus tiirii kenelerin yumurtalarinin 4 ay sonra enfektif

olabildigi rapor edilmistir (Dantas—Tores ve ark 2010). Buna karsin bazi arastirmacilar
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(Paz ve ark 2010) enfekte kenelerden yapilan ekimlerde, parazit kiiltiiriinde bir gelismenin
olmadig1 ve biyolojik siklusuna uygunlugunun daha fazla arastirllmasinin gerekliligini
belirtmektedirler. Insanlarda ve kopeklerde leishmaniasisin bulagsmasi ve yayilmasinda
nadir olarak da kongenital bulasma, kan transfiizyonu, direkt temas, sindirim yolu ve
laboratuar inokiilasyonlarinin da rol oynadig1 rapor edilmistir (Symmers 1960, Blanc ve

Robert 1984, Mancianti ve Sozzi 1995, Riera ve Valladares 1996).

Amerika’da yapilan bir c¢alismada, vektoriin olmadigi bir bolgede tilkilerden
kopeklere direkt bulasmanin oldugu ileri siiriilmiis; ancak, bu durum deneysel yapilan
caligmalarla ispatlanamamistir (Duprey ve ark 2006). Hastaligin transplasental yolla
bulasabildigi de ispatlanmistir (Rosypal ve ark 2005). Silva ve ark (2009) enfekte bir disi
kopekden dogan 2 adet yavru kopegin karaciger ve dalaklarinda immunohistokimyasal ve
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile hastaligin varligin ortaya koymuslar ve endemik
bolgelerde transplasental bulasmanin nasil bir rol iislendiginin arastirilmasi gereklilgini
vurgulamiglardir. Bu bulasma yollar1 disinda venereal bulasmanin da olabildigi rapor
edilmistir (Silva ve ark 2009). Yapilan diger ¢aligmalarda bulagsmada enfekte kopek kant
ve triinlerinin de rol oynadiginin unutulmamasi gerektigi vurgulanmaktadir (De Freitas ve
ark 2006, Tabar ve ark 2008). S6z konusu yollarla bulasma olmakla birlikte
leishmaniasisin dogal gelisiminde ve epidemiyolojisinde, kum sinekleri digindaki tiim
bulagsma yollarinin 6nemli bir role sahip olmadigi, ancak dikkatle arastiritlmasi gereklilgi

diistiniilmektedir (Baneth ve ark 2008).

Leishmaniasis, disi kum sineginin enfekte konagi 1sirmasiyla sinek igersinde
promastigota doniisen Leishmania tiirleri tekrar form degistirerek kisa ve genis formda orta
bagirsagin 6n kismina dogru ilerlerler ve burada farinksi tikayacak kadar ¢ogalirlar. Disi
phlebotom tarafindan enfekte kanin alinmasindan 3—7 giin sonra ilk enfektif olan safthalar
hortumda goriiliir. Enfektif promastigotlar vektor tarafindan yine kan emme esnasinda yeni
omurgali konagin kanina gecerek konagin cesitli savunma mekanizmalarina karsi1 koyarlar.
Ozellikle komplemanin sitotoksik ve eritici etkisine karsi koyarak ve buna ilaveten
savunma mekanizmalarint kendi lehine kullanarak konagin makrofajlarina girerler ve
burada amastigot forma doniisiir ve ikiye boliinme ile gogalirlar (Resim 2.2). Makrofajlari
patlatarak serbest kalan amastigotlar tekrar baska makrofajlar1 isgal ederek dalak,
karaciger, kemik iligi gibi organlara dagilir ve cesitli patolojilere sebep olurlar (Slappendel
ve Ferrer 1990, Strauss—Ayali ve Baneth 2000). Yapilan ¢alismalar Leishmania tiirlerinin
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kum sineklerinde trans-overial bir bulasma meydana getiremedigi, Sineklerin aktif
olmadig1 kis aylarinda ise konakg¢inin igersinde yasamlarini siirdiirdiiklerini gostermistir

(Bates 2007).

Endemik olmayan bolgelerde de KVL’nin dikkate alinmasmin gerektigi
vurgulanmaktadir (Shaw ve ark 2003). Ozellikle vektdr kaynakli bir hastalik olmasi
endemik olmayan bolgelerde goriilen olgular arastirmacilart ¢ogu zaman yaniltmaktadir.
Ancak hastaligin, endemik olan bolgelerde bulunan kopeklerin transportu ve o bolgeye
yapilan seyahatler sonucunda da endemik olmayan bolgelere tasmacagini unutmamak
gerektigi rapor edilmistir (Teske ve ark 2002). Bunun yaninda kum sineklerinin endemik
bolgelerde yayilim i¢inde bulundugu ve endemik olmayan bolgelere dogru ilerledigi de

diistiniilmektedir (Maroli ve ark 2008).

Kopekler, L. infantum’un insanlara bulasmasinda en 6nemli rolii oynamaktadirlar.
Bununla birlikte, L. infantum ile enfekte kopek sahiplerinin de insanlar igin risk
olusturdugu bir ¢alismada bildirilmistir (Gavgani ve ark 2002). Enfekte olan bir kdpege
komsuluk yapma veya onunla ayni evi paylasmak insan sagligi acisindan bir risk
olusturmaktadir. Ancak Brezilya’da enfekte kopeklerin eliminasyonunun uzun vadede
hastalikla yapilan miicadeleye yardim etmedigi, enfekte insan ve kopek sayisini
azaltmadig tespit edilmistir (Dantas—Torres ve ark 2006, Nunes ve ark 2008).
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Sekil 2.1. Leishmania parazitinin yasam dongiisii
(http://www.who.int/leishmaniasis)

Kopek visseral leishmaniasisinde evcil kopekler en Onemli rezervuar olmasina
ragmen, insan, kemirgenler, yabani kopek ve kedilerin de tesadiifen konak¢1 olabildikleri
bildirilmistir (Koutinas ve ark 1999, Gavgani ve ark 2002, Martinez—Subiela ve ark 2002,
Molano ve ark 2003, Mohebali ve ark 2004). Portekiz, Ispanya, Italya, Fransa, Yunanistan,
Israil, Filistin ve Brezilya’da hastaligin kedilerdeki epidemiyolojisi iizerine yapilan
arastirmalarda, leishmaniasisin kedilerde varligi rapor edilmistir (Maia ve ark 2010).
Ancak epidemiyolojik calismalarda kedilerde enfekte olma oraninin kdpeklere gore daha
diisiik oldugu vurgulamaktadir (Duarte ve ark 2010).

Visseral leishmaniasin kopeklerde irk, cinsiyet ve yas predispozisyonuna bagli
olmadigi; ancak, kirsal bolgelerde yasayanlarla, av kopeklerinin hastaliga yakalanma
riskinin daha fazla oldugu (Moreno ve Alvar 2002), ¢ok geng ve yash kopeklerde
inkiibasyon siiresinin uzun olmasindan dolay1 hastalifin daha az goriildiigii bildirilmistir
(Denerolle 1996, Noli 1999, Solano-Gallego ve ark 2009). Visseral leishmaniasis’li
kopeklerde hastaligin gerek erkek gerekse disilerde esit oranda goriildiigii; ancak, erkek
kopeklerin disilere gore hastaliktan daha ¢ok etkilendigi rapor edilmistir (Slappendel 1988,
Martinez ve Lleret 1992, Denerolle 1996, Ciaramella ve ark 1997, Solano-Gallego ve ark
2009).
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Kopeklerde Leishmania enfeksiyonunun prevalanst ve insidanst hakkinda
epidemiyolojik ¢alismalarin temelini serolojik ve molekiiler arastirmalar olusturmaktadir
(Aoun ve ark 2009, Galletti ve ark 2011). Ulkemizde KVL’in epidemiyolojisi iizerine
yapilan calismalar, hastaligin seroprevalansinin % 2,58 ile % 28,26 arasinda degistigini
gostermistir (Cizelge 2.2). Kopek visseral leishmaniasisinin Kiy1 Ege Bolgesinde 2010
yilinda yapilan son epidemiyolojik aragtirma sonucunda seroprevalansin % 9,0 oraninda

bulundugu bildirilmistir (Atasoy ve ark 2010).
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Cizelge 2.2. Tirkiyenin farkli bolgelerinde kopeklerde L. infantum enfeksiyonunun

Seroprevalansi
Arastirici(lar) Yil Bolge veya sehir(ler) Incelenen  Prevalans Oram
Kopek
sayisl

Coskun ve ark 1997 Bursa, Mugla, Istanbul 182 % 5,5
Ozensoy ve ark 1998 Manisa/Alasehir Karabiik 494 % 3,6-9% 8,7
Ozbel ve ark 2000 Manisa 490 % 3,6-% 19
Ertabaklar ve ark 2001 ~ Mugla 52 % 3,8

Goktepe Koyii
Ozensoy Téz ve ark 2002 Karaburun ve Urla 55 % 23-% 27
Voyvoda ve ark 2004  Aydm, Izmir/ 158 % 3,2

Selguk
Ozensoy ve ark 2005  Kusadasi 253 % 16,6
Ertabaklar ve ark 2005 Corum 131 % 3,7-% 28,26
Aslantas ve ark 2005 Ankara 116 % 2,58
Dogan ve ark 2006 Bilecik Eskisehir 111 % 13,51

Afyon
Ozensoy Toz ve ark 2009 Denizli 140 % 20,7
Balcioglu ve ark 2009 Antalya 176 % 7,95
Atasoy ve ark 2010 Kiy1 Ege Bolgesi 300 % 9,0
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Avrupa’da ise insanlara gore kopeklerin visseral leishmaniasise daha sik
yakalandiklar1 ve hastaligin ana kaynagi olduklari rapor edilmistir (Ashford ve Bettini
1987). Akdeniz Ulkelerinde de KVL iizerine yapilan bircok epidemiyolojik arastirmada,
hastaligin seroprevalansinin % 1,6 ile % 44,9 arasinda degistigi bildirilmistir (Bettini ve
Gradoni 1986, Valladares ve ark 1996, Fernandez—Perez ve ark 1999, Lachaud ve ark

2002).

Semiao-Santos ve ark (1995), Portekiz’de kopeklerde L. infantum’un
seroprevalansiniin % 0,7 ile % 8,5 arasinda degistigini rapor ederken, Cardoso ve ark
(2004) Portekiz’in kuzeyinde endemik bir bolgede bu oranin % 20,4 e kadar ulagtigini
bildirmislerdir.

Morena ve Alvar 2002 yilinda Fransa’da KVL’in bolgelere gore seroprevalansinin
% 26,5 oldugu bildirilmig, Aoun ve ark (2009) ise bu oranin Kuzey Fransa’da % 15

oldugunu rapor etmistir.

Maroli ve ark (2001) italya Santa Anastasya’da 326 kopek iizerinde yaptiklari
calismada hastaligin seroprevalansininin % 40,4 oldugunu, Gambino ve ark (1997) ise
Sicilya’da % 44,9, Moreno ve Alvar (2002) italya’nin Apulia bdlgesinde % 14,5, Tuscany
bolgesinde ise % 24 olarak tespit edildigini bildirmislerdir.

Ispanya’da KVL’nin seroprevalansinin Madrid’de % 5, Priorato blgesinde ise % 18
bulunmustur (Moreno ve Alvar 2002). Seroprevalansin Giiney Ispanyanin kirsal
bolgesinde Nisan aymda % 12, Ekim aymda ise % 18’e kadar yiikselebildigi tespit
edilmistir (Acedo—Sanchez ve ark 1998). Couto ve ark (2010) Ispanya’da prevalans: 131

sokak kopeginin degerlendirilmesinde % 5,3 buldugunu rapor etmistir.

Yunanistan’da L. infantum’un pek ¢ok bolgede endemik oldugu (Sideris ve ark 1999)
ve bazi bolgelerde kopeklerde hastaligin seroprevalansinin % 22,4’e kadar ulasabildigi
rapor edilmistir (Gallego 2001).

Almanya’da ise kopeklerde L. infantum olgularmin gorildiigii ve bu olgularin
hastaligin endemik olarak seyrettigi bolgelere yapilan yolculuklar sonrasinda ortaya ¢iktigi

bildirilmistir (Koehler ve ark 2002).
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Tunus, Cezayir ve Malta’da kopeklerde KVL’in varligi bildirilmis ve enfeksiyon
oraninin Tunus’ta % 6 (Ben Sait ve ark 1992), Cezayir’ de % 37,5 (Belazzoug 1987)

oldugu saptanmistir.

Kopek visseral leishmaniasisin Tiirkiye’den Portekiz’e kadar olan Avrupa kiyi
bolgelerinde, Kuzey ve Giiney Afrika’da, Orta Doguda, Cin’de endemik oldugu (Santos—
Gomes ve ark 2002), ayrica, Israil’de % 11,5 (Baneth ve ark 1998) Iran’da % 21,6-40,6
(Gavgani ve ark 2002, Mohebali ve ark 2005), Kibris’da % 10 (Deplazes ve ark 1998)
oldugu rapor edilmistir. Azerbaycan, Tiirkmenistan, Kazakistan ve Ermenistan gibi
tilkelerde de olgulara rastlanildig: bildirilmistir (Strelkova ve ark 1993, Gasanzade ve ark
1990). Képek visseral leishmaniasis ile ilgili sporadik vakalara isvigre, Hollanda, Amerika
Birlesik Devletleri ve Kanada gibi iilkelerde de rastlandigi rapor edilmistir (Strauss—Ayali
ve Baneth 2000).

2.3. Patogenez

L. infantum ile enfekte kopekler fiziksel muayeneye bulgularina gére genel olarak
asemptomatik, oligosemptomatik ve polisemptomatik olarak siniflandirilmaktadir
(Mancianti ve Meciani 1988). Hastaligin farkli goriiniimlerde ortaya ¢ikisi inkiibasyon
periyodunun degiskenlik gdstermesi ve subklinik enfeksiyon oraninin yiiksek olmasiyla
iliskilendirilmektedir (Ferrer ve ark 1988, Solano—Gallego ve ark 2001, Baneth ve ark
2008). Ancak, gorsel belirtilere dayanan bu siniflandirma klinikopatolojik anormalikler ve
yaygin organ disfonkiyonlar1 nedeniyle ¢ok smirli kalmaktadir (Solano—Gallego ve Baneth
2008).

Kopek visseral leishmaniasisinde genel patojenite, parazitin girdigi dokuda
makrofajlarin toplanmasi, proliferasyonu ve ana dokunun yerini almasidir. Leishmania
parazitinin kan monositlerinde, histiositlerde, makrofajlarda, epiteloid hiicrelerde,
karaciger Kupffer hiicrelerinde, dalakta kirmizi pulpa hiicrelerinde, kemik iliginde,
bagirsak duvarinin ve lenfoid dokunun mononiikleer fagositik hiicreleri igerisinde
cogalarak siplenomegali ve hepatomegaliye, kemik iliginde genellikle hiperplazi ve
diseritropoezise, genaralize lenfadenopatiye ve dalaktaki hipertrofiye bagli olarak ortaya
c¢ikan siplenomegali sonucunda eritrositlerin, graniilositlerin ve trombositlerin kisa siirede

yikimina, etkisiz eritropoezis sonucu ciddi pansitopeni tablosunun ortaya ¢ikabilmesine,
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ince bagirsaklarda 6zellikle Peyer plaklarinin etrafinda bulunan submukozanin amastigotlu
makrofajlarca istilasina bagli olarak da malabsorpsiyon sonucu diareye sebep oldugu

bildirilmektedir (Buracco ve ark 1988, Lappin 1992, Engwerda ve Kaye 2000).

L. infantum, enfekte disi kum sineginin kopegin derisini 1sirmasi sonucu metasiklik
promastigotlar1 deri i¢ine verilmesiyle bulasir (Killick—Kendrick ve Killick—Kendrick
1999, Killick—Kendrick 1999). Parazitin deri immun sistemi ile ilk etkilesimi ve
amastigotlar i¢ine geg¢mesini takiben, amastigotlar enfekte makrofajlar yoluyla bolgesel
lenf yumrularina taginir (Slappendel ve Ferrer 1998, Baneth 2005). Bu noktadan sonra
enfeksiyonun ortaya ¢ikisi, vektor (tekrarlanan enfeksiyoz 1sirmalar, kum sinegi salyasinin
deri i¢ine verilmesi), parazitin virulensi ve konak (genetik ge¢misi, hiicresel ve humoral
bagisiklik sisteminin durumu, sitokin durumu, konkurent enfeksiyonlar) gibi bir c¢ok
faktore bagli olarak degisim gosterdigi bildirilmektedir (Moreno ve Alvar 2002, Baneth
2005, Sanchez—Robert ve ark 2005, Banuls ve ark 2007). Hastalik, lokal olarak deride ve
lenf yumrularinda elimine edilebilir, sinirlandirilabilir (non—dissemine enfeksiyon) veya
asemtomatik enfeksiyon olarak seyredebilir yada biitiin viicuda yayilarak dissemine
semptomatik enfeksiyon veya dissemine asemptomatik enfeksiyon gibi degisik sekillerle
de sonuglanabilmektedir (Chatterjee ve ark 1999, Nejjar ve ark 2000, Moreno ve Alvar
2002, Baneth 2005, Baneth ve ark 2008).

Enfekte kopekler genel olarak KVL’ye duyarli veya direngli olarak
siniflandirilmaktadir. Duyarli kopeklerde, enfeksiyonun baslangicinda parazit sinirsiz
olarak ¢ogalarak graniilamatdz yangisal reaksiyonlara ve immun—-mediatér mekanizmalari
aracilifiyla multiple organ bozukluklarmna yol acarken, direngli kopeklerde intraseliiler
Leishmania amastigotlar1 etkili olarak o6ldiriliir ve klinik bir tablo ortaya ¢ikmayabilir
(Slappendel ve Ferrer 1998, Baneth 2005). Ancak, bu direngli kdpeklerin bazi durumlarda
enfekte olmakla birlikte klinik olarak saglikli goriilebildikleri, immun sistemlerinin
baskilanmasi nedeniyle tekrar duyarli hale gelebildikleri bildirilmistir (Chatterjee ve ark
1999, Travi ve ark 2001, Moreno ve Alvar 2002, Baneth ve ark 2008).

Kopeklerde Leishmania enfeksiyonun patogenezi dogal ve deneysel enfekte
kopeklerde, enfekte insanlarin incelenmesi veya laboratuar hayvanlarinin visserotropik
Leishmania tiirleriyle enfekte edilmesiyle agiklanmaya galisilmistir. Bu tip ¢alismalarin
kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dogal enfekte kopekler, ortaya

konan patogenez hipotezinin kanitlanmasinda en iyi kanitlar1 saglamasina ragmen,
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enfeksiyonun zaman icersinde degiskenlik gosterebilmesi, her kopegin duyarlilik ve
direnglilik 6zelliginin katagorize edilmesinin zorlugu ve es zamanli hastaliklarin olasi
etkisi gibi baz1 dogal sakincalar bulunmaktadir. Deneysel enfekte edilen kopeklerde ise bu
dezavantajlar1 agmak daha kolaydir. Ancak bu ¢alismalarda, genel olarak konak direncini
asacak dozlarda inokulasyonlar yapilmaktadir. Bunun sonucunda da elde edilecek sonuglar
parazitin enfekte evresine (promastigot veya amastigot), enfeksiyonun ilerleyis yoniine,
inokulasyonun biiyiikliigiine bagli olarak degismektedir (Slappendel ve Ferrer 1998,
Gradoni ve ark 2005, Petanides ve ark 2008).

Kopek visseral leishmaniasisi, insan visseral leishmaniasisi i¢in yararli bir model
oldugu ileri siriilmiistiir (Nieto ve ark 1999, Moreno ve Alvar 2002). Ancak, insan
immun—komponentleri kopeklere gore daha direngli oldugundan, klinik ve patolojik
bulgular her zaman benzerlik gostermeyebilir. Eksfoliatif dermatitis kopeklerde
goriilmesine ragmen insanlarda rapor edilmemistir. Bu farkliligin patogenetik

mekanizmalarindan kaynakli oldugu vurgulanmaktadir (Quinnell ve ark 2001).
2.3.1. Vektoriin Rolii

Vektoriin rolii hastalik i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Hastaligin kum sinekleri
araciligiyla kopekten kopege ve ayni zamanda insandan insana ve kopekten insana
bulasabildigi bildirilmektedir (Killick—Kendrick ve Killick—Kendrick 1999, Killick—
Kendrick 1999). Kum sinekleri disinda keneler, sivrisinekler ve pirelerin alternatif
vektorler oldugu (Coutinho ve ark 2005), direkt bulagsmanin, vertikal, kan transfiizyonu ve
transmisible venereal tlimor hiicrelerinin implantasyonu sonucunda da olabilecegi rapor
edilmistir (Owens ve ark 2001, Rosypal ve ark 2003). Ancak, bu bulagma yollarinin kum
sineklerinin hastaligi bulastirmasi ile karsilastirildiginda, epidemiyolojik bir 6neminin
olmadigr vurgulanmistir (Killick—Kendrick 1999). Yaklasik 30 degisik Phlebotomous ve
Lutzomyia cinsi kum sinegi tliriiniin hastaligin bulagsmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir
(Killick—Kendrick ve Killick—Kendrick 1999). Erigskin disi kum sineginin yilin sicak
mevsimlerinde ve geceleri aktive oldugu, 2—6 haftalik yasam siireleri igerisinde 1 ile 5 kez
kan ile beslendikleri bilinmektedir (Rutledge ve ark 2002). Kopeklerin {izerine
geldiklerinde ilk olarak agiz bolgesi, kulak uglari, géz kapaklari gibi favori beslenme
alanlarina yonelmekte ve epidermise penetre olmakta, ardinda da eger 4-25 giin igerisinde
enfekte olmus iseler beslenme esnasinda metasiklik promastigotlar1 konagin siiperficial

dermisi igerisine enjekte etmektedirler (Killick—Kendrick 2002, Moritz ve ark 2001).
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Endemik bolgelerde kum sinekleri i¢in uygun ¢evresel sartlar ortaya ¢iktiginda, bir
kopek bir saat icersinde 100’ den fazla 1siriga maruz kalabilmektedir. Baz1 bolgelerde bu
wsiriklart olusturan kum  sinekleri igersinde, enfekte sinek oraninin % 10.5’e¢ kadar
ulasabildigi rapor edilmistir (Bettini ve ark 1986). Bu kapsamda bir kopegin bir gece
boyunca enfekte 1sirik alma ihtimali degerlendirildiginde, bu ihtimalin gegen yillar
icersinde giinlerce, aylarca devam ettigi dikkate alindiginda oldukca yliksek oldugu
vurgulanmaktadir (Gradoni 2002). Yiizden 1000’¢ kadar ulasabilen bu enfektif isiriklar
sonucunda enjekte edilen promastigotlarin, hastalik yapabilmeleri i¢in ne kadar sayida
olmalari gerektigi hala tam olarak bilinmemektedir (Overath ve Aebischer 1999). Ne kadar
sayida olurlarsa olsunlar, endemik bolgede yasayan ozellikle gece boyu disarida duran

kopeklerin siirekli olarak etkenle karsi karsiya kaldiklarinin unutulmamasi gerektigi rapor

edilmistir (Berrahal ve ark 1996).
2.3.2. Parazit Viriillansmin Rolii

Promastigotlar, viicuda girmelerinin ardindan makrofajlar igersinde doniisiime
ugrayarak amastigot formuna gecer (Banuls ve ark 2007). Parazit, hiicre igerisine girme,
yasamini siirdiirebilme ve hiicre icerisinde ¢ogalma gibi ¢ok gii¢lii mekanizmalara sahiptir
ve bu oOzellikleri sayesinde bagisiklik sistemine karsi koyarak organ ve dokularda
patolojilere sebep olurlar (Banuls ve ark 2007). Bu mekanizmalarin hem Leishmania
tirlerinde, hem de alt tiirlerinde farklilik gostermesi sebebiyle insan ve hayvanlarda
leishmaniasisinin polimorfizmi kismen agiklanabilmektedir (Sundar ve Rai 2002).
Insanlarda, visseral, kutanéz (lokalize veya yaygin), mukokutanéz ve post-Kala Azar
dermal leishmaniasis formlar1 oldukga farkli tiir ve alt tiirler tarafindan meydana
getirilmektedir (Grimaldi ve Tesh 1993). Bu farklilik kopekler igin de gecerlidir. Ornegin
L. braziliensis, kutan6z veya mukokutanéz hastalik tablosu olustururken, L. infantum
visseral leishmaniasise sebep olmaktadir (Koutinas ve ark 1999). Akdeniz iilkelerinde L.
infantum ile enfekte kopeklerin klinik bulgulariyla, Brezilya’da L. chagasi’nin klinik
bulgularinin birbirinden farkli oldugu bilinmektedir. Parazitin patojenitesinde pek c¢ok
farklillk olmasina ragmen klinik fenotiplerin belirlenmesinde ilave faktorlerin de

bulundugu rapor edilmistir (Almeida ve ark 2005).
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2.3.3. Konak Genetigi

Konagin genetik gecmisi, hastaliga karsi olusan direng veya duyarlilik agisindan
biiylik 6nem arz etmektedir (Ferrer ve ark 2002). Dogal seleksiyona dayanikli sokak
kopekleri ve yerli wrklar endemik bolgelerde diger kopek irklarina gore yasamlarimi
stirdiirebilmekte ve parazite karsi daha etkili immun yanit verebilmektedirler (Solano-
Gallego ve ark 2000). Brezilya kopekleri gibi yerli irklarda, endemik bolgelerde hastaligin
daha az gorildigi, diger kopek irklarina oranla daha diisiik Leishmania—spesifik 19G
antikorlarinin bulundugu rapor edilmistir (Quinnell ve ark 2003). Boxer, Alman Kurt
Kopekleri, Rottweiler gibi kopek irklarinin hastaliga predispoze olduklari, hatta bazilarinin
genc yaslarda klinik bulgu gosterdigi rapor edilmistir (Miranda ve ark 2008). insanlarda ve
laboratuar hayvanlarinda yapilan genetik ¢alismalarda duyarliligin ve direngliligin oldukga
karmasik oldugu ve bu 6zellikleri kontrol eden 20°den fazla gen bulundugu rapor edilmistir

(Lipoldova ve Demant 2006).
2.3.4. Képek Leishmaniasisinin Immunolojisi

Leishmania paraziti, mononiikleer fagositik sistemde bulunan makrofajlar, Kuppfer
hiicreleri gibi pek ¢ok tipte hiicreyi, dentritik hiicreleri, fibroblastlari, endotel hiicrelerini,
hepatositleri, notrofilleri, transmissible venereal tiimor hiicrelerini ve merkezi sinir sistemi
de dahil viicutta bulunan tiim organ ve dokular istila edebilmektedir (Vinuelas ve ark
2001). Parazit, non—fagositik hiicrelerde yasamini siirdiirebilmesine ragmen nadiren
tiretken olabildigi (Rittig ve Bogdan 2000), bu yiizden de 6zellikle mononiikleer fagositik
hiicrelerden makrafojlar1 konak hiicre olarak kullandigi bildirilmektedir (Baneth 2005).
Hastaligin olusabilmesi i¢in parazitin, dermise inokulasyonundan sonra ilk komplement
lizisinden kurtulmasi, fagosite edilmek ve hiicre parazitoforus vakuolleri icersinde yerini
almak amaciyla makrofajlarin  komplement reseptorlerine yapismasi  gerektigi
vurgulanmaktadir (Lima ve ark 2007). Hastaligin ilerleyisinde makrofajlarin fonksiyonu,
oncelikle paraziti bolgesel lenf yumrularina tasima, ardindan da tiim viicuda yaymadir.
Dogal enfeksiyonlarda inokulasyonun ardindan hastaligin yayilim hizi bilinmemektedir,
ancak, deneysel caligmalarda intradermal inokiilasyonun ardindan 96 saat sonra L.
donovani’nin lenf yumrularinda ve dalakta tespit edildigi rapor edilmistir (Saldarriaga ve
ark 2006). Yayilimin gerceklesip gergeklesmedigi konagm direncine baglidir. Duyarli
kopeklerde parazitin yayilimi birkag saatte gerceklesirken, direngli kopeklerde deride veya

lokal lenf yumrularinda kalabilmektedir (Ferrer 2002). Makrofajlarin ikinci 6nemli rolii de
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biiyiikk doku uyusum kompleksi (MHC) (major histocompatibility complex) molekiilleri
vasitastyla T hiicrelerine parazit antijenlerini hazirlamasidir (Ferrer 2002). Sonug¢ olarak
intraseliiler parazit 6liimii, indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) ile nitrik oksit (NO)
tiretimine, yeterli Thl hiicresinin yapimini uyaran B7 molekiiline ve uygun sitokin
ortamina Ozellikle interferon—gama’ya (INF—gama) bagli olarak amastigot apoptozisi ile
aciklanmaya calisilmaktadir (Pinelli ve ark 1995, Zafra ve ark 2008).

Duyarli kopek icersinde 6zellikle B7 molekiil salinimi ve NO {iretiminde aksamalar
oldugu tespit edilmistir (Vouldoukis ve ark 1996). Bu da parazitin, yasamini siirdiirdiigii
hiicre igersinde caprazlama g¢ogalarak hiicrenin patlamasina ve komsu makrofajlarin
enfekte olmasina sebep olmaktadir. Notrofiller ve eozinofiller gibi diger fagositik
hiicrelerin rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, dermotropik veya visserotropik
Leishmania tiirleriyle laboratuar hayvanlari iizerine yapilan ¢alismalarda, nétrofillerin
parazitin inokulasyonun ardindan ilk birka¢ giin icersinde aktif oldugu, bunun yaninda
notrofillerin ve eozinofillerin reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi yoluyla amastigotlerin
oldiirtilmesinde gorev aldiklar1 da rapor edilmistir (Smelt ve ark 2000). Bunun aksine
duyarli kopeklerde nétrofillerin fagositik aktivitesi yiikselmesine ragmen hiicre iginde

amastigotlarin 6limii ger¢eklesememektedir (Brandonisio ve ark 1996).

Parazitin dermise inokulasyonundan sonra epidermal kutan6z dendritik hiicreler de
enfekte olmaktadir (Saint-André Marchal ve ark 1997, Ferrer 2002). Makrofajlar gibi
MHC molekiilleri sayesinde T hiicrelerine antijenlerini sunmakta, sayilarini arttirmakta ve
bu sayede hiicresel bagisiklik sisteminin major roliinii iislenmekte, morfolojilerinde
meydana gelen degisim sayesinde Leishmania deri testlerinde pozitif reaksiyon vererek
taniya da yardimci olmaktadirlar (Saint—-André Marchal ve ark 1997, Ferrer 2002, Sacchi
ve ark 2006)

Hiicresel bagisiklik sistemi, Leishmania gibi intraseliiler patojenlere karsi biiyiik
Oonem arz etmekte (Moreno ve Alvar 2002) ve Leishmania deri testleri, lenfosit
prolifrasyon testleri ve in vivo gecikmis tip hipersensivite reaksiyonlari ile ilgili ¢aligmalar

bu sisteme dayandirilmaktadir (Fernandez—Bellon ve ark 2006).

T lenfositler ve onlarin alt populasyonlar1 immun yanitta c¢ok biiyiik rol
tislenmektedirler. Duyarli kdpeklerde sirkiilasyondaki ve lenf doku ve organlardaki sayilar

azaldig1 ve hastaliga kars1 yanit veremedikleri ortaya konulmustur (Martinez—Moreno ve
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ark 1995). Pek ¢ok calismada CD4+ T—helper (Th) ve CD8+ T lenfositlerin sayilarinin
yetersizliginin hastaligin siddetiyle direkt olarak iliskili oldugu da vurgulanmaktadir
(Alhaidari ve Rivierre 2005). Elde edilen veriler 1si8inda Thl and Th2
subpopulasyonlarinin karmasik yapilarmma ragmen Thl’in hiicresel aktivasyonu ve

direngliligi, Th2’nin ise duyarlilig1 sagladig: bilinmektedir.

Deneysel ve dogal enfekte kdpeklerde sitokinlerin rolii de pek ¢ok calismada
degisik hiicrelerde, doku ve organlarda (Periferal kan mononiikleer hiicreleri/lenfositler,
kemik iligi, lenf yumrulari, dalak, karaciger, deri) arastirtlmis, interlokin—2 (IL-2) ve INF—
gama’nin hastaliga karsi olusan direnci sagladigi, 1L-12 ise INF—-gama’nin firetimini
zenginlestirdigi ortaya konulmustur (Ramiro ve rak 2003, Dos Santos ve ark 2004). Thl ve

Th2 arasindaki iliskiler ve sitokinlerin rolii Sekil 2.2°de 6zetlenmeye calisiimistir.
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Immun yamtin giiglii olmasmna bagl olarak parazitin kontrolii saglanabildiginde,
hastaligin seyri asemptomatik olarak devam edebilmektedir (Belkaid ve ark 2000). Latent
olarak hastalig1 tasiyan kopekler bolgede hastaligin yayilimina katkida bulunmakta ve
hastaligin bolgelere gore dagilimimin degerlendirilmesinde biiyiik hatalara neden
olmaktadirlar. Elde edilen veriler asemptomatik kopeklerde hastaligin nasil seyrettigi
hakkinda yeterli bir bilgi vermemesine ragmen son yillarda parazit ve konagin arasinda
kompleks iliskiler oldugu kanisina varilmistir (Manna ve ark 2006). Enfeksiyon siddeti
konak¢r makrofajlarinin amastigotlart yok edebilme etkisine bagli olarak degistigi
vurgulanmakta, bu etkinin de heterojen sitokin takimlar1 arasindaki dengeyle iligkili oldugu

bildirilmektedir (Rhalem ve ark 1999).
2.3.5. Eszamanh Hastaliklarin Rolii

Kopek visseral leishmaniasisde eszamanli, enfeksiyéz hastaliklar (monositik
ehrlichiosis, babesiosis, anaplasmosis, bartonellosis, hepatozoonosis, dirofilariosis,
spirocercosis, demodikosis, sarkoptik uyuz), immun-mediatér hastaliklar (pemfigus
foliaseuz, sistemik lupus eritematosus), endokrinopatiler (hipotiroidizm) ve gesitli
neoplazilerle (hemanjiosarkoma, lenfoma, miyeloma, histiositoma, transmissible venereal
tiimor) karsilasilabilecegi rapor edilmistir (Slappendel ve Ferrer 1998, Levy ve ark 2006,
Mylonakis ve ark 2006, Mylonakis ve ark 2008, Petanides ve ark 2008).

Endemik bolgelerde siklikla goriilen ve kronik seyirli olmasi nedeniyle KVL’ye
eslik eden sporadik hastaliklarin olmasi olagandir. Ancak, KVL tespit edilen yash
kopeklerde eszamanli bazi hastaliklarin  seropozitifligin  beklenenden daha yiiksek
¢ikmasina neden olabildigi bildirilmistir (Gaskin ve ark 2002, Miranda ve ark 2008). Bu
durum, kopeklerin bakim besleme kosullariyla, eszamanli hastaliklarin ve KVL’nin
kopeklerin bagisiklik sistemine etkisi (immunsupresyon) ile agiklanmaya galigilmistir
(Cringoli ve ark 2002). Bununla birlikte KVL ile enfekte kdpeklerde hiicresel bagisikligin
siddetli olarak baskilanmasinin eszamanli hastaliklara karsi duyarlilifin artmasmna ve
Ehrlichia canis, Neospora caninum ve Demodex canis gibi latent hastaliklarin
aktivasyonuna sebep olabilecegi de vurgulanmaktadir (Gaskin ve ark 2002). Hipotezler
arasinda bunun tersinin de disiiniilmesi gerektigi bildirilmistir (Cringoli ve ark 2002).
Immun kékenli hastaliklarin sagaltimi igin kullanilan ilaglarin da KVL’ye duyarlilig
arttirabildigi bildirilmistir (Miranda ve ark 2008). Bu nedenden dolayr KVL tespit edilen

kopeklerde eszamanlt hastaliklarin klinik bulgular, tan1 ve ayirici tani, prognoz ve sagaltim
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etkinliginin kontrolii agisindan mutlaka taranmasi ve dikkate alinmasi gerekliligi

vurgulanmaktadir.

2.4. Klinik Bulgular

Kopek visseral leishmaniasisde pek ¢ok doku ve organda graniillamat6z
inflamasyon ve/veya immun-mediatér mekanizmalar (otoimmunantikorlar, immun-—
kompleks birikimi) devreye girmektedir (Ferrer 2002). Hastalikta goriilen her bir klinik
bulgu ve laboratuar anomallikleri bir veya birgok mekanizmanin yansimasi olarak ortaya
¢ikabilmektedir (Koutinas ve ark 1999).

Hastalikla iligkili olarak klinik bulgu gostermeyen kopekler asemptomatik, en az iki
Klinik bulgu gosterenler oligosemptomatik, belirgin {i¢ ya da daha fazla klinik bulgulari
gosterenler polisemptomatik olarak nitelendirilmektedir (Koutinas ve ark 1999,
Saridomichelakis 2009). Son yillarda ise enfekte kopekler klinik ve laboratuar bulgularina
gore; hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli olarak siniflandiriimaktadir (Solano—Gallego ve
ark 2009). Periferal lenfadenopati veya papuler dermatitis gibi klinik bulgularin
goriilebildigi, hemato-biyokimyasal bulgularda ¢ogu zaman bir anormallik belirlenmeyen,
negatif veya diisiik antikor titresine sahip visseral leishmaniasisli kopekler hafif olarak
(Evre 1), evre I’de goriilen klinik bulgular yaninda eksfoliatif dermatitis, onychogryphosis,
tilserasyonlar, anoreksi, kilo kaybi, ates ve epistaksis gibi klinik bulgularin da
goriilebildigi, laboratuar bulgularinda hafif diizeyde non-rejeneratif — anemi,
hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemi belirlenebilen, diisiik veya yiiksek antikor titresi
sahip visseral leishmaniasisli kopekler orta siddetli (Evre II), evre I, II’de goriilen klinik
bulgulara ilaveten vaskulitis, artritis, uveitis ve glomerulonefritis gibi immun kompleks
lezyonlar  tespit edilebildigi, laboratuar bulgularinda non-—rejeneratif anemi,
hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye ilaveten kronik bobrek hastaliklarinin
laboratuar bulgulariyla da karsilagilan (kreatin 1,4-2 mg/dl), orta veya yiiksek antikor
titresi sahip visseral leishmaniasisli kopekler siddetli (Evre 1), evre I, II, 1II’de goriilen
klinik bulgulara ilaveten pulmoner tromboembolizm, nefrotik sendrom, bdbrek
hastaliklarinin son evrelerinin tespit edilebildigi, laboratuar bulgularinda non-rejeneratif
anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye ilaveten kronik bobrek hastaliklarinin ve

nefrotik sendrom bulgulariyla karsilasildigi (kreatin 2-5 mg/dl, proteiniiri), yiiksek antikor
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titresi sahip visseral leishmaniasisli kopekler ¢ok siddetli (Evre [1V) olarak
siiflandirilmaktadir (Solano—Gallego ve ark 2009).

Hastalikta makrofaj, histiosit, lenfosit plazma hiicreleri ve bazen de néotrofil ve
eozinofillerin katilimiyla olusan graniilamatéz inflamasyon, lenf yumrulari, kemik iligi,
dalak, bagirsaklar, karaciger, kemikler, erkek genital sistem ve mukozalarda lezyonlara ve
patolojilere sebep olmaktadir (Lamothe ve Poujade 2002). Diger taraftan immun—mediator

mekanizmalar renal ve hepatik patolojilerde 6nemli rol iislenmektedir (Poli ve ark 1991).

Visseral leishmaniasisli kopeklerde 6zellikle cok sayida makrofajin enfekte olmasi
nedeniyle lenf yumrularmin kortikal ve medullar boélgelerinde hipertrofi meydana
gelmektedir (Cortada ve ark 2004). Bunun sonucu KVL’de en sik goriilen tipik
belirtilerden biri periferal lenfadenopatidir (Cortada ve ark 2004). Bununla birlikte
hastaligin ileri asamalarinda Ozellikle bobrek yetmezlikli kopeklerde, periferal lenf
yumrulart viicut kondisyon kaybi nedeniyle ¢ogu zaman normal veya hipoplastik

olabilmektedir (Giunchetti ve ark 2008a).

Enfekte kopeklerde klinik bulgular hastaligin seyrine gore degisim gostermekle
birlikte, deri anormallikleri en sik karsilasilan diger bir bulgudur (Slappendel 1988). Deri
lezyonlarina Yyaygin olarak rastlanmakta ve olgularin %80-90’inda goriilmektedir
(Slappendel 1988, Voyvoda ve ark 2004, Pasa ve ark 2005). Bu lezyonlar genellikle
simetrik, multifokal veya diffuz eksfoliyatif dermatitis seklinde olmakta (Slappendel 1988)
ve klinik olarak da kuru, kepekli, alopesik, eritramatdz veya hiperpigmente olarak
goriilebilmektedir (Papadogiannakis ve ark 2005). Deri iilserleri ise olgularin %15-40’1nda
goriilebilmekte ve genellikle kulak uglarinda, ekstremitelerin sert zeminlerle temas ettigi
noktalarda, ayaklarda ve mukokutanoz birlesim noktalarinda lokal travmalar ve vaskuler
hasarlar nedeniyle meydana gelmektedir (Slappendel 1988, Fondevila ve ark 1997). Deri
lezyonlar1 nadiren de nodiiler tipte olabilmekte ve olgularin %2-9’unda karsilagilmaktadir.
Yogun parazit yiikiiniin, konagin artmis duyarliligi ile iligkilendirilmektedir (Kontos ve ark
1993, Fondevila ve ark 1997). Papuller dermatitis lezyonlarina nadiren rastlanmaktadir. Bu
lezyonlarin birden ¢ok kum sinegi 1sirigina maruz kalmis direngli kopeklerde veya diisiik
parazit ylikii sebebiyle olustugu ve sagaltilabilir oldugu bildirilmektedir (Ordeix ve ark
2005). Kopek visseral leishmaniasisinde, steril pustular dermatitis, genellikle goz
cevresinde bulunan lokal alopesi, nazal depigmentasyon, nazal ve taban yastig1

hiperkeratozisi, onychogryphosis, steril graniiloma—piyograniilloma benzeri lezyonlar,
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nodiiler dermatofibrosis, acral lick dermatitisi benzeri lezyonlar, vaskulitise bagl
hemarojik lezyonlar, siiperfisiyal veya derin piyoderma lezyonlari gibi deri lezyonlar1 daha

az karsilasilan ve daha az tanimlanmis diger deri bulgularidir (Naranjo ve ark 2005).

Graniilamat6z inflamasyonun kemik iliginde meydana gelmesi, lenfosit ve plazma
hiicrelerinin  sayisin1  arttirmasina, eritroid ve megakoryositik hipoplazi ve/veya
displazisine, miyoloid/eritroid orani artmasina ve eritrofagositosise neden olabilir (Rodes
ve ark 1999). Biitiin bu degisimlerin ¢ogu lokal parazit yiiki ile iligkilidir ve gelisen anemi
ve trombositopeniyi agiklayabilmektedir (Rodes ve ark 1999).

Abdominal palpasyonda tespit edilememekle birlikte siplenomegali, KVL’in en sik
karsilasilan bulgularindandir (Ciaramella ve Corona 2003). Siplenomegali immun
hiicrelerin infiltrasyonu ve proliferasyonu ile mikrovaskuler yapidaki degisimleri
sonucunda beyaz ve kirmizi pulpada hiperplaziye bagli olarak ger¢eklesmektedir (Ferrer
2002, Ciaramella ve Corona 2003).

Hastalikta hepatik tutulum olduk¢a sik karsilasilan bir durumdur ve tim
mikroskobik incelemelerin tamamina yakininda lezyonlarla karsilasilmaktadir (Giunchetti
ve ark 2008b). Bu tutulumda, sadece makrofajlar enfekte olmamakta, Kuppfer hiicreleri,
bazende hepatositler enfekte olabilmektedir (Giunchetti ve ark 2008b). Karacigerde
meydana gelen kronik graniilamatéz inflamasyon, baslangigta sinozoidler igersinde
kalabilirken, daha sonradan portal bdlgeyi de igene alacak sekilde genisleyerek kapsula
haline donebilir veya diffuz bir inflamasyon meydana getirebilir (Giunchetti ve ark 2008b).
Histolojik olarak karaciger incelendiginde, Kuppfer hiicrelerinde hipertrofi/hiperplazi,
hepatositlerde vakuol dejenerasyonu ve nekrozis, nadiren de amiloidosis goriilebilmektedir
(Giunchetti ve ark 2008b). Klinik muayene sonucu ¢ogu zaman ortaya koyulamayan, post
mortem bulgularda belirlenebilen hepatomegalinin, yangisal hiicre infiltrasyonu, dayanikli
hiicrelerin hiperplazisi/hipertrofisi ve bunlara bagli olarak olusan pasif konjesyon sonucu
olustugu bildirilmektedir  (Giunchetti ve ark 2008b). Karaciger patolojileri,
hipoalbuminemi, serum enzim aktivitelerinde artis gibi degisken kliniko-patolojik
anormallikler ile kendini  gosterirken, nadiren karaciger yetmezligiyle de
sonuglanabilmektedir (Giunchetti ve ark 2008Db).
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Bagirsak lezyonlari, parazitin varligi ve piyograniilamatdz veya graniilamatoz
yangisal reaksiyonlar sonucu meydana gelmektedir (Ciaramella ve Corona 2003). Bu
reaksiyonlar kronik ince ve/veya kalin bagirsak ishali seklinde kendini gosterebilir veya

Klinik olarak latent kalabilirler (Ciaramella ve Corona 2003).

Hastaligin kemik tutulumu parazitin hematolojik yayilimimin ardindan meydana
gelen graniilamat6z ostemiyelitis seklinde tespit edilir (Agut ve ark 2003). Bu yangisal
reaksiyon sonucunda olusan proliferatif ve litik lezyonlar radyolojik olarak goriilebilirler
(Agut ve ark 2003).

Erkek genital organlarda parazitin meydana getirdigi lezyonlarin ise parazitin
lokalizasyonuna ve yogunluguna bagli olarak degistigi ve sekonder testikuler dejenerasyon
ile lenfoplazmositik intersitisiyal orsitise, histiolimfositik epididimise, penisin
graniilamatoz yangisina ve histioplazmositik balanopostitise yol agabilecegi rapor
edilmistir (Diniz ve ark 2005).

Hastaligin mukozal tutulumuna nadiren rastlanmakta ve nodiiler veya iilseratif
lezyonlar goriilebilmektedir (Lamothe ve Poujade 2002). Enfekte makrofajlarin gogiiyle,
lokal minor travmalar sonucu veya enfekte kum sineklerinin yanligla yenilmesi sonucu
meydana geldigi diisiiniilen bu lezyonlarin parazitin varligi sonucu meydana gelen
graniilomatéz veya piyograniilomatéz yangi nedeniyle de olustugu rapor edilmistir

(Lamothe ve Poujade 2002).

Bobrek  patolojilerinde, histopatolojik muayeneler sonucunda daha ¢ok
membranoproliferatif veya mesangioproliferatif glomerulonefritisin, tubulointersitisiyal
nefritisin ve nadiren de amiloidosisin lezyonlar1 goriiliir (Palacio ve ark 1995). Glomerulde
immuno—kompleks birikimi glomerulonefritise neden olmakta, tubulointersitisiyal
lezyonlarin ise hem glomerular patoloji hem de bobrek intersitisiyumunda ve tubular bazal
membranlarda immuno—kompleks birikimi sonucunda yangiya bagli sekonder olarak
ortaya c¢iktigi bildirilmektedir (Palacio ve ark 1995). Bu patolojiler proteiniiri ve
hipertansiyonun sebebi olarak diisiiniilmekte ve hastalig1 en ¢ok oliime siirtikleyen kronik
bobrek yetmezligi ve nefrotik sendrom gibi hastaliklarin olugsmasina neden olmaktadir

(Cortadellas ve ark 2008).
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Enfekte kopeklerde iskelet kaslari yangisi ile siklikla karsilagilmaktadir. Genellikle
elektromyografik anormallikler, bazen de serum kreatinin fosfotaz ve laktat dehidrojenaz
aktivitelerinde artis esliginde muskuler atrofi seklinde kendini géstermektedir (Koutinas ve
ark 1999). Makrofajlar ve miyofibriller igersinde bulunan amastigotlar, immuno—kompleks
birikimler ve miyofibrillere karsi gelisen otoantikolar sebebiyle de polymiyozitisin
meydana gelebildigi bildirilmistir (Vamvakidis ve ark 2000).

Eklem lezyonlar1 visseral leishmaniasisli kopeklerde goriilebilmekte ve genellikle
bilateral simetrik, eroziv veya eroziv olmayan poliartritis ve topallik ile sonuglanmaktadir
(Agut ve ark 2003). Bu lezyonlarin, graniilomatéz yanginin synovial enfeksiyona neden
olmasi ve immuno—kompleks birikimler nedeniyle nétrofil infiltrasyonu sonucu oldugu
distiniilmektedir (Agut ve ark 2003). Bununla birlikte topalligin nedeninin her zaman
olusan polyartritise baglamanmn yanlis oldugu, bunun olasi kemik ve ayak yastigi
lezyonlar1, polymiyozitis ve noraljiden de olabildigi rapor edilmistir (Agut ve ark 2003).

Blefaritis, konjuktivitis, keratitis, keratokonjuktivitis sicca, uveitis ve retina ayrimi
gibi gz lezyonlar1 neredeyse tiim muayenelerde karsilagilabilmektedir (Agut ve ark 2003,
Naranjo ve ark 2005). Lezyonlarin altinda yatan nedenler, parazitin varligi nedeniyle
meydana gelen graniilomatdz yangi, Ozellikle uveitise sebep olan immun—kompleks
birikimi, keratokonjuktivitisin keratitise neden olmasi gibi diger goz yapilarindaki
lezyonlarin g6z patolojilerine neden olmasi, KVL’ nin sistemik etkilerinden hipertansiyona
bagli olarak gelisen retinal lezyonlar gibi patogenetik mekanizmalarla aciklanmaya

calisilmistir (Agut ve ark 2003, Garcia—Alonso ve ark 1996).

Daha 6ncede bagsedildigi gibi KVL’de, bazi1 klinik bulgularin patomekanizmalari
ve klinikopatolojik bulgular1 oldukca karmasiktir ve belirsizligini korumaktadir. Kilo kayb1
Ozellikle hastaligin uzun siire devam ettigi kopeklerde siklikla karsilagilan bir bulgudur
(Slappendel 1988). Bu durum meydana gelen anoreksi ile agiklanmaya calisilmis,
anoreksinin de triptofan gibi esansiyel besin maddelerinin konak ve parazit tarafindan
kullanilarak tiiketilmesi, bagirsak absorpsiyonunda azalma ve renal patolojilerin meydana
gelmesiyle olustugu bildirilmistir (Slappendel 1988, Jiittner ve ark 2001). Epistaksis’in,
thrombositopeni, thrombositopati, hyperglobulineminin neden oldugu hyperviskozite,
rhinitis, nasal ilserasyon, immun-kompleks vaskulitise bagli olarak gelistigi

bildirilmektedir (Jiittner ve ark 2001, Petanides ve ark 2008). Myokardiyal lezyonlarin ise
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graniilomatéz yangiya, immun—kompleks birikimine ve sistemik hipertansiyona bagl

olarak meydana gelebildigi bildirilmektedir (Torrent ve ark 2005, Cortadellas ve ark 2006).

Hastalikta merkezi sinir sistemi bulgularina nadiren rastlanmaktadir. Davranig
degisiklikleri, nébetler, meningitis, spinal hemorajiler gibi merkezi sinir sistemi bulgulari
goriilebilir. Bu bulgularin parazitin varlig1 nedeniyle olusan graniilomat6z yangi, vaskulitis
ve meninkslerde immun-kompleks birikimi nedeniyle olustugu rapor edilmistir
(Guttadauro 2004, Torrent ve ark 2005).

Asites, KVL’li kopeklerde nadiren tespit edilen bir bulgudur (Ciaramella ve ark
1997, Koutinas ve ark 1999, Dantas-Torres ve ark 2006). Asitesli enfekte kopeklerin
abdominal sivilarinda amastigotlara rastlanabilecegi vurgulanmaktadir (Dantas—Torres ve
ark 2006). Asitesin tam olarak nedeni bilinmemekle birlikte, meydana gelen sistemik

vaskulitese bagl olarak sekillenebildigi bildirilmektedir (Pumarola ve ark 1991).

Kopeklerde sistemik kronik bir hastaliga neden olan KVL’de goriilebilen klinik
bulgular ve goriilme siklig1 Cizelge 2.3, viicut bolgelerine gore klinik bulgular da Cizelge

2.4°de Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.3. KVL’de goriilen baslica klinik bulgular ve goriilme sikliklari
(Ciaramella ve ark 1997 %, Slappendel ve Ferrer 1998°, Koutinas ve ark 1999 ©)

Klinik Bulgular Goriilme sikhg (%)
Deri lezyonlar: 81-89°P
Genaralize lenfadenopati 65,2-90*P¢
Solgun mukéz membranlar 58°
Okiiler bulgular 182
RaEs 10,1-47,5*°¢
Siplenomegali 9,5-53,33P¢
Gles 4-36°°
Epistaksis 6,3-102¢
Artropatiler 3,2-42¢
Asites 1.3-33¢
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Cizelge 2.4. KVL’de viicut bolgelerine gore klinik bulgular (Paltrinieri ve ark 2010)

Viicut Bolgesi

Kutanoz ve
Mukokutan6z

Digerleri

Klinik Bulgular
Kageksi

Muskuler atrofi

Letharji

Solgun Miikoz Memebranlar
Hafif orta siddette lenf adenopati
Epistaksis

Hepatomegali

Topallik ve eklem siskinligi
Ates

Dokiintiilii Dermatitis (lokal veya generalize)

Ulseratif Dermatitis (Travma bolgelerinde, mukokutanoz
kavsaklarda, eklem ¢ikintilarinda)

Papuller Dermatitis

Noduller Dermatitis

Lupus ve pemfigus benzeri burun lezyonlar1

Onychopati

Nasodigital hiperkeratoz

Pustuler Dermatitis

Palpebral Lezyonlar

Diffuz veya noduler konjuktival lezyonlar

Korneal lezyonlar

Noduler keratitis

Diffuz veya graniilamotdz anterior ve posterior uvea lezyonlari
Gluakom ve panoftalmitis

Graniilamatoz orbital lezyonlar

Gastrointestinal veya neurolojik tutulum
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2.5. Laboratuar Bulgular

Visseral leishmaniasisli kopeklerde laboratuar bulgulari, hastaligin seyri, safhasi ve
siddetine gore degisiklikler gosterebilir. Hastalikta goriilebilen baslica laboratuar bulgular:

ve goriilme sikliklar1 Cizelge 2.5’de 6zetlenmistir.

Enfekte kopeklerde anemi en sik goriilen hematolojik anormalliklerdendir (De
Luna ve ark 2000). Anemi, kan kayiplar1 (epistaksis vb.), eritrositlerin membran
dayanikliligin1 azalmasi (otoantikorlar, immunkompleksler), kronik enfeksiyon anemisi,
demir yetmezligi, kronik bobrek yetmezligi, eritroid displazisi, eritropoesisin azalmasi,
monositik ehrlichiosis gibi es zamanli enfeksiyonlar sonucu gelisen en sik karsilagilan
hematolojik anormallikdir (De Luna ve ark 2000). Otoantikorlar ve immunkompleksler
nedeniyle meydana gelen hemoliz ile anemi iizerine kronik enfeksiyonun roliiniin son
zamanlarda glukokortikoid immunosupresif yanmit eksikligi, normal serum demir
konsantrasyonu, transferrin saturasyonu ve kemik iligi hemosiderin miktari ile iligkili

oldugu da vurgulanmaktadir (Adamama—Moraitou ve ark 2005).

Benzer iliskili patolojik mekanizmalar trombositopeni i¢in de gegerli (otoantikorlar,
immun kompleksler, kemik iligi {iretimi azalmasi, eszamanli enfeksiyonlar) olup siddetli

olgularda bile kanamaya nadiren sebep oldugu bildirilmektedir (Moreno ve ark 1998).

Visseral leishmaniasisli kopeklerde en sik karsilagilan biyokimyasal anormallik
hiperglobulinemi ve hipoalbuminemidir. Bu duruma temel olarak artmis gamma—globulin
ve bazen de artmis alfa—2 ve beta—globulin konsantrasyonlarina baglidir. Bu durum, kronik
yangiya bagli olarak bobrek, karaciger ve bagirsak patolojileri oldugu diistiniilmektedir
(Corona ve ark 2004). Bu degisimler olusan hiperproteinemi igersinde albumin / globulin

oraninda azalma olarak kendini gostermektedir (Romdane ve ark 1992).

Enfekte kopeklerde bobrek yetmezligi, immun kompleks birikimleri sonucu
glomerular hasarla iliskili glomerulonefritis, intersitisiyal nefritis, tubular nefritis ve
nadiren de glomerular amilodiosis’e bagli olarak meydana geldigi bildirilmektedir (Poli ve
ark 1991, Palacio ve ark 1997, Solano—Gallego ve ark 2007). Siddetli bobrek yetmezlikli
enfekte kopeklerde, sagaltim uygulansa bile prognozun kotii oldugu vurgulanmaktadir
(Palacio ve ark 1997). Bu agidan enfekte kopegin prognozunun belirlenmesinde ve

sagaltim protokoliin tespitinde bobrekler ile ilgili hasarin siddetinin erken dénemde
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belirlenmesi gerektigi rapor edilmistir (Pasa ve ark 2009). Veteriner hekimlikte renal
fonksiyonlarin  degerlendirilmesinde serum kreatinin ve iire degerleri siklikla
kullanilmaktadir. Ancak, serum kreatinin ve {ire konsantrasyonlarinin, protein alimi ve kas
kiitlesi gibi bazi bobrek disi faktorlerden etkilenebildigi de bilinmektedir (Randers ve
Erlandsen 1999). Insan Hekimliginde, serumda C—Cistatin (sCys—C) renal fonksiyon
degerlendirmesi en 6nemli endojen belirteg olarak kullanilmakta (Herget—Rosenthal ve ark
2004), kopeklerde renal fonksiyonlarin degerlendirmesi amaciyla da bu parametrelerin
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Jensen ve ark 2001, Antognoni ve ark 2005). Pasa ve ark
(2009), KVL’li kopeklerde bobrek fonksiyon bozukluklarmin erken donemde

belirlenmesinde serum sCys—C seviyesinin dnemli bir belirteg oldugunu vurgulamistir.

Kopeklerde klinik muayene sonucu ¢ogu zaman ortaya koyulamayan, post mortem
bulgularda belirlenebilen hepatomegalinin, yangisal hiicre infiltrasyonu, dayanikli
hiicrelerin hiperplazisi/hipertrofisi ve bunlara bagli olarak olusan pasif konjesyon sonucu
olustugu bildirilmektedir (Giunchetti ve ark 2008b). Karaciger patolojileri,
hipoalbuminemi, serum enzim aktivitelerinde artis (ALT, AST, GGT ve ALP) gibi
degisken kliniko-patolojik anormallikler ile kendini gosterirken (Ciaramella ve ark 1997),

nadiren karaciger yetmezligiyle de sonuglanabilmektedir (Giunchetti ve ark 2008b).

Visseral leishmaniasisli kopeklerde doku hasarini ve yangisal parametreleri takip
etmek amaciyla akut faz yanitinin da kontrol edilebilecegi yapilan ¢aligmalarda rapor
edilmistir (Eckersall 2000). Karacigerde sentezlenen doku hasari, travma ve yangiyi
takiben artis egilimine gegen akut faz proteinlerinden 6zellikle haptoglobin (Hp), C—reaktif
protein (CRP) ve seruloplazminin (CP) enfekte kopeklerde artis egiliminde oldugu, kisa
siireli sagaltim sonucunda ise serum konsantrasyonlarinin 6nemli derecede diistiigii,
sagaltim siliresince ve sagaltim sonrasi takiplerde onemli belirtegler olabilecegi rapor

edilmistir (Martinez—Subiela ve ark 2003).
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Cizelge 2.5. KVL’de baslica laboratuar bulgulari ve goriilme sikliklar
(Ciaramella ve ark 19972, Slappendel ve Ferrer 1998°, Koutinas ve ark 1999 ©)

Klinikopatolojik Bulgular Goriilme siklig: (%)
Hiperproteinemi 63.3-72,8ac
Hiperglobulinemi 70.6 - 100 ab
Hipoalbuminemi 68 - 94 ab
Albumin/Globulin oraninda azalma 762
Nonrejeneratif anemi 60 -73,4ac
Trombositopeni 29.3-50ab
Lokositozis 24a
Lokopeni 22b
ALT, GGT ve ALP aktivitesinde artis 162

Ure ve kreatinin diizeyinde artis 16 -45ab
Hafif veya siddetli proteinuri 71.5-85b.c




2.6. Tam
2.6.1. Direkt Tam
2.6.1.1. Mikroskobik Muayene

Kopek visseral leishmaniasisinde kesin tani, kemik iligi, lenf yumrulari, deri veya
periferal kan gibi enfekte doku ve organlardan alinan orneklerin mikroskop altinda
incelenmesi sonucu Leishmania amastigotlarinin goriilmesiyle konulur (Alvar ve ark
2004). Orneklerin ¢ogunlugunun invasiv ydntemlerle almmasi ve asemptomatik
kopeklerde genellikle uygun olmamasi, bu yontemin kullanimini sinirlandirmaktadir.
Alian yayma preparat drneklerinin Giemsa veya Leishman boyasiyla boyanmasi sonucu
amastigotlar tek baslarina veya monosit, makrofaj ve notrofiller gibi hiicrelerin iginde oval,
2-4 mm capinda goriilebilmektedir (Resim 2.2). Sitoplazmalar1 agik mavi, niikleuslar
nispeten daha biiyiik, kinetoplastlari ise gubuk benzeri bir goriinimdedir. Kemik iligi ve
lenf yumrularinin incelenmesi sonucu amastigotlarin goriilme olasigi sirasiyla %60-75 ve
%30-50 olarak bildirilmistir (Alvar ve ark 2004). Rosypal ve ark (2005), dogal olarak
enfekte olan kopeklerin lenf yumrulart ve kemik iligi aspirasyonunda etkene ortalama %93

oraninda rastladiklarini ve bu oranin kemik iliginde daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
2.6.1.2. Histopatolojik Muayene

Leishmaniasis ile enfekte kopeklerin, doku ve organlarmin histopatolojik
muayenelerinde parazitin tespit edilebildigi, popliteal lenf yumrularinda etken tespitinin
daha kolay oldugu bildirilmektedir (Moreira ve ark 2007). Leishmania ile enfekte
kopeklerin lenf yumrularindan yapilan histopatolojik muayeneler sonucunda semptomatik
kopeklerde %43,9, oligosemptomatik kopeklerde %40 ve asemptomatik kopeklerde ise
%39.13 oraninda parazite rastlandig1 rapor edilmistir (Moreira ve ark 2007). Bourdoiseau
ve ark (1997)’da deri biyopsilerinde %32,35 oraninda parazite rastladiklarini rapor

etmislerdir.
2.6.1.3. Immunohistokimyasal Muayene

Kopek visseral leishmaniasisde gerek histopatolojik gerekse immunohistokimyasal
muayeneler amastigotlarin tespit edilmesi ve mikroskop altinda tam olarak identifiye

edilememis olgularda taninin dogrulanmasi amaciyla kullanilan yontemlerdir (Alvar ve ark

2004, Baneth ve Aroch 2008, Gomes ve ark 2008).
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Dokularda immunoperoksidaz ve direkt immunofloresans gibi ydntemler
kullanilarak yapilan immunohistokimyasal muayeneler hastaligin tanisin1 dogrulamak
amaciyla kullanilmaktadir (Bourdoiseau ve ark 1997). Amastigot belirlemek amaciyla
immunohistokimyasal muayeneler, parafinle fiske edilmis doku igerisine streptavidin—
peroksidaz/biotin sistemi ile birlikte kopek hiper immun serumu kullanilarak
uygulanabilmektedir (Bourdoiseau ve ark 1997, Tafuri ve ark 2004). Xavier ve ark (2006)
degisik anatomik bolgelerde immunohistokimyasal metodun histopatolojik muayeneye
gore hastaligin tespitinde daha duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde Moreira
ve ark (2007) semptomatik, oligosemptomatik ve asemptomatik kopeklerin lenf
yumrularini  direkt immunofloresans yontemiyle incelemis, lenf yumrularinin
Ozglinligiiniin %100, duyarliliginin bu kopeklerde sirasiyla %92, %68, %60 ve %73,91

oldugunu belirlemislerdir.
2.6.1.4. Kiiltiir

Farkli dokularin in vitro kiiltiir incelemeleri parazitin tanimlanmasinda kolaylik
saglamaktadir. Ancak, tim Leishmania suslari ayni oranda iirememekte, ayni1 kopekten
alinan ayni1 parazit yiikiine sahip dokularda ayni miktarda lireme olusamayabilmektedir
(Evans 1989). Kiiltiirler, Schneider’s insect medium, M199, RPMI, Grace’s medium gibi
monofazik sekilde veya Novy—McNeal-Nicolle Media gibi difazik olabilmektedir. Media
nitelemesi aspiratin veya homojenize edilmis organ parcasimnin inokulasyonunda bir veya
iki damla kullanilmas1 ve 22,8 ve 26,8 °C’de inkiibe edilmesi olarak agiklanmaktadir.
Kiiltiirler promastigotlarin varligini arastirmak amaciyla haftada bir kez kontrol edilmeli ve
gerekirse taze media uygulamasi yapilmadir. Maia ve ark (2009), enfekte kopeklerden
alinan lenf yumrusu, kemik iligi, dalak ve karacigerin kiiltiir ekimlerinde %77,1 ilk

haftada, %23 iiniin ise 2. ve 3. haftalarda pozitiflik verdigini rapor etmislerdir.
2.6.1.5. Laboratuar Hayvanlarindan Parazit izolasyonu

Parazitin varligi, Golden Hamsterlerine (Mesocricetus auratus) inokulasyonla
ortaya konulabilmektedir. Bu yontem sonuglarin elde edilmesinin birka¢ ay siirmesi
nedeniyle tanisal amagla kullanilmamaktadir (Alvar ve ark 2004). Inokulasyonun ardindan
hepatosiplenomegali gibi enfeksiyon belirtilerinin tespiti amaciyla hayvanlar haftalik
olarak muayene edilmelidir. Amastigotlara ¢cogu zaman karaciger ve dalak orneklerinde

rastlanmaktadir (Alvar ve ark 2004).
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2.6.1.6. Ksenodiagnozis

Ksenodiagnozis, dogal artropod vektorler kullanilarak izolasyon ve identifikasyon
teknigidir. Bu teknikle yapilan ¢aligmalarda Phlebotomus perniciosus ve P. ariasi’nin
Akdeniz bolgesinde (Molina ve ark 1994), Lutzomyia longipalpis’in ise Giiney Amerika’da
(Travi ve ark 2001) hastaligin bulasmasinda vektor olduklar1 ortaya konmustur.
Phlebotomus tiirlerinde degisik arastirmalarda enfeksiyon oranmin % 21,9 ve %92
arasinda degistigi (Molina ve ark 1994), bu oranin L. longipalpis de ise %13’den %29’a
kadar degisim gosterebildigi bildirilmektedir (Sherlock 1996). Ksenodiagnozis, klinik
durum ve ilag sagaltimi gibi 6nemli epidemiyojik sorulara yanit vermekle birlikte 6zel

laboratuarda yapilabilmesi ve iyi kurulmus bir kum sinegi kolonisine ihtiyact nedeniyle

KVL de tanisal amagla nadiren kullanilmaktadir (Sherlock 1996).
2.6.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), hastaligin aktif oldugu durumlarda ve sagaltim
etkinliginin izlenmesinde gilivenle kullanilan bir yontemdir. PZR ile tam kan, buffy coat,
kemik iligi aspirati, lenf yumrusu aspirati, deri biyopsisi ve konjuktival swap gibi pek ¢ok
klinik 6rnek Leishmania DNA’sinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Andrade ve ark
2002, Strauss—Ayali ve ark 2004, Maia ve ark 2006). Maia ve ark (2009) lenf yumrusu
aspiratinda yapilan PZR’1n tanisal amagla ve sagaltim takibinde daha kullanigli oldugunu,
lenf yumrusu 6rneginin alinmamasi durumunda kemik iliginin kullanilabilecegini rapor
etmislerdir. Son yillarda, konjuktival swap Orneklerinden yapilan PZR’larin da tanisal
amagla ve sagaltim takibinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Reithinger ve Davies 2002 ,
Barrouin—Melo ve ark 2005). Leishmania DNA’s1 belirtilen klinik 6rneklerin disinda
dalak, karaciger, penis, vajina, testis, semen, uterus, plasenta, bobrek, bagirsaklar, siit ve
idrar gibi diger biyolojik materyallerde de tespit edilebilmistir (Andrade ve ark 2002,
Reithinger ve Davies 2002 , Barrouin—Melo ve ark 2005, Diniz ve ark 2005, Rosypal ve
ark 2005).

Polimeraz zincir reaksiyonu tabanli diagnostik testlerin periferal kanda
kullanilmasi, uygulamasinin basit olmasi nedeniyle diger invasiv yontemlere kiyasla hasta
sahipleri tarafindan daha kabul edilebilir yontemlerdir. Epidemiyolojik ¢alismalarda filtre
kagitlar1 iizerine damlatilan tam kan Orneklerinin serolojik testlerin sonuglarinin

tamamlanmasi i¢in kullanilabildigi rapor edilmistir (Maia ve ark 2009). Bununla birlikte
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Klinik siipheli kopeklerde tek bir basit PZR sonucunun hastaligi ekarte etmek icin yeterli
olmadigi, enfekte kopeklerin farkli dokularindan alinan 6rneklemelerde PZR sonuglarinin
bazen celiskili sonuglar verebildigi rapor edilmistir (Baneth ve Aroch 2008). Bu g¢eliski
degisik calismalarda goézlemlenmis ve parazitin doku ve organlarda heterojen dagilmasi,
organ ve dokularda parazit yiikiiniin farkli olmasi1 ve lokal immun yanitla agiklanmaya
calistlmistir (Maia ve ark 2009). Diger taraftan hastaligin bulagmasinin miimkiin oldugu
mevsimlerde dogal kontaminasyonlar ve gegici enfeksiyonlar nedeniyle PZR ile yanlis
pozitif sonuglar elde edilebilmektedir. Ayrica, PZR’nin duyarliligi primerler, hedefin
kopya sayisi, DNA ekstraksiyon metodu, biyolojik materyal ve PZR protokolii gibi degisik

faktorlere bagl olarak da degistigi rapor edilmistir (Alvar ve ark 2004, Cortes ve ark 2004,
Baneth ve Aroch 2008).

2.6.1.8. Real-time PZR

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerine ilavaten 1988 yilinda “thermus
aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1siya dayanikli polimerazin (taq polimeraz)
kullanimu ile birlikte PZR i¢in otomatize termal sikliis cihazlari gelistirilmeye baslanmigtir.
Floresan 1s1ma tekniklerinin de kullanima girmesiyle kinetik revers transkriptaz—PCR ’da
bir devrim yasanmaktadir. Bu sayede tiimor hiicrelerinin ila¢ direnglerinden kemoterapi
taramalarima ve tlimor evrelerinin molekiiler saptanmasina kadar uzanan bir¢ok farkl
alanda gen anlatimini sayisal bir deger olarak 6lgmek miimkiin olmaktadir. Bu gelisim
sayesinde artik gen kopya iriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek,
devam eden PZR reaksiyonunu ekranda izleyerek ‘Real Time’ (eszamanli) olarak
reaksiyonun gidisine miidahale etmek ve PZR dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de
miimkiindiir. Bir¢ok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma yapmasi
nedeniyle yabanci yayinlarda Floresan Kantitatif RT-PZR, Kantitatif-kinetik PZR gibi
cesitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir (Rolao ve ark 2004). Real time PZR’nin
avantajlarim1 su sekilde siralanmaktadir; Konvansiyonel PZR “plato fazinda” yani son
noktada degerlendirilebilinir, real time PZR esnasinda “ekponansiyel biiylime fazinda”
data gozlemlenebilir. Floresan sinyalin giicli dogrudan c¢ogaltilan {iriin miktar1 ile
orantilidir. Konvansiyonel dlgiimlerden 1000 kat daha az RNA ile calisilabilinir. Bu da ne
kadar duyarli oldugunu gostermektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi elektroforez
gerektirmez. 1ki kat artmis degisimi belirleyebilme duyarliligindadir. Sonuglarin normal

PZR’na goére daha hizli alinmasi, kontaminasyon riskini daha az olmasi ve yliksek
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duyarliligi ile real time PZR son yillarda pek c¢ok c¢aligmada giivenli bir bigimde
kullanilmistir (Mortarino ve ark 2004, Rolao ve ark 2004, Gomes ve ark 2008). Kopek
visseral leishmaniasisinde yapilan ¢alismalarda tanida, degisik dokularda sagaltim oncesi
ve sonrasi takipte parazit yiikiiniin belirlenmesinde ve olusabilecek niikslerin kontroliinde
bu teknigin yol gosterdigi bildirilmistir (Pennisi ve ark 2005, Francino ve ark 2006, Manna
ve ark 2007).

2.6.2. Indirekt Tam
2.6.2.1. indirekt Immunofluoresan Antikor Testi (IFAT)

Kopek visseral leishmaniasisin tanisinda IFAT altin standart tan1 yontemi olarak
kabul edilmektedir. Bu test, epidemiyolojik ¢alismalarda ve sagaltim takiplerinde siklikla
kullanilmaktadir (Gradoni 2002, Alvar ve ark 2004). Ancak, IFAT’da, uygulayacinin
yiiksek deneyimi ve becerisi ile pahali laboratuar malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayrica seri diliisyonlarin yapilmasi gerekmekte ve orneklemenin fazla oldugu ¢alismalar
da uygun bir yontem olmadig: bildirilmistir (Gradoni 2002). IFAT nin hazir antijen kitleri
bulunmakla birlikte laboratuar ortaminda hazirlanan antijenlerin daha etkili oldugu
belirlenmistir (Gradoni 2002). Homojen yesil floresan renk pozitif, kirmizi mat renk ise
negatif olarak degerlendirilmektedir. Testin duyarliligi degisik arastiricilar tarafindan
degerlendirilmis ve enfekte kopeklerde % 21,6 (Silva ve ark 2001) ile %100 (Ciaramella
ve ark 1997) arasinda degistigi rapor edilmistir. Maia ve ark (2009) endemik bir bolgede

asemptomatik ve semptomatik kopeklerde duyarliliginin %85,5 ve 6zgiilliiginiin % 94,7

oldugunu bildirmislerdir.

Indirekt immunofluoresan antikor testi, KVL’de sagaltim etkinliginin
belirlenmesinde ve hastalarin durumunun kontroliinde de kullanim bulmaktadir. Hasta
kopeklerde klinik iyilesmenin degerlendirilmesinde antikor diizeylerinin kullanimi tartigma
konusudur. Onceki ¢alismalarda sagaltimi takip eden ilk aylarda antikor titresinin diisiis
egiliminde olmadig: bildirilmesine karsin (Ferrer ve ark 1995), son yillardaki ¢aligmalar
klinik iyilesme ile iligkili IgG ve IgA antikor diizeylerinde yavas ve siirekli bir azalma
oldugu tespit edilmistir (Rodriguez ve ark 2006). Bu nedenle, hasta kopeklerde ilk aylarda
yiiksek titre tespit edilmesi, IgG nin nispeten daha uzun yar1 dmrii olmasi gibi nedenlerden
dolay1 laboratuvarda tekrarlanan kantitatif serolojik testler tavsiye edilmektedir (Anderson

ve ark 2006). Sagaltimin takibinde ve hastanin durumunun kontroliindeki en ideal olan
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yolun, hastalardan alinan serum O&rneklerinde ayni test ile sagaltim siiresince farkli
zamanlarda antikor kinetiginin takip edilerek degerlendirilmesi oldugu rapor edilmistir
(Anderson ve ark 2006). Bu kapsamda IFAT titrelerinde iki kat1 bir diisiis 6nemli olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, sagaltimin sonlandirilmasini takiben antikor
diizeylerinde olusan belirgin bir artis 6zellikle meydana gelebilecek niiksiin bir gostergesi

olarak yorumlanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Anderson ve ark 2006).
2.6.2.2. Kounterimmunoelektroforezis

Kounterimmunoelektroforezis, Barbosa ve ark (1973) tarafindan gelistirilen anti—
Leishmania antikorlar1 tespiti icin niteliksel bir tekniktir. Bu teknik, serum igersinde
bulunan antijen ve antikorlarin arasindaki etkilesimi, cellogel-1 seridi {izerinde
elektroforez ile mavi renkli goriiniir hale gelmesine dayanmaktadir. Mancianti ve Meciani
(1988), siddetli klinik leishmaniasisli kopeklerde bu yontemin duyarliliginin %96,1, hafif
olgularda %80 ve asemtomatik kopeklerde ise %72,7 oldugunu rapor etmislerdir.

2.6.2.3. Immunodiffiizyon

Immunodiffiizyon, Bernadina ve ark (1997), tarafindan KVL’ nin tanis1 amaciyla
gelistirilmistir. Bu teknik, ikili immunodiffiizyonun % 3’liikk polyetilenglykol igceren %1
agaroz jel icersinde yapilmasiyla ve serum 6rnekleri ve Leishmania soluble antijen (LSA)
kullanilmasiyla yapilmaktadir. Bu teknigin kullanilmasiyla yapilan ¢alismalarda
duyarliliginin endemik bélgelerde %98 oldugu, ancak endemik olmayan bdlgelerde ise

%69’a kadar diisebildigi bildirilmistir (Bernadina ve ark 1997).
2.6.2.4. Direkt agliitinasyon testi

Bu yontemde siispansiyon olarak veya liyofilize formda promastigotlar
kullanilabilmektedir. Bu yontemin ucuz, basit ve hem saha ortaminda hemde laboratuvar
kullanimi i¢in ideal oldugu rapor edilmistir (Meredith ve ark 1995). Kopeklerde yapilan
pek ¢ok epidemiyolojik calismada duyarliliginin %70,6 ile %100 arasinda degistigi ve
Ozgiilligiiniin ise %100’e (Schallig ve Oskam 2002 , Mohebali ve ark 2004) kadar
ulasabildigi rapor edilmistir. Plazma ve serum ile ¢alisilabilen bu yontemin saha sartlarinda
kullanilabilirliginden bahsedilse bile (Schallig ve Oskam 2002 ), inkubasyon periyodunun

uzun olmasindan dolayr (18 saat) ve serum ve plazma Orneklerinin seri dilisyonlara

ihtiyac1 olmasi nedeniyle giigliikkler yasandigi bildirilmistir (Harith ve ark 1989). Fast
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Agglutinasyon Screening Test olarak isimlendirilen ve daha sonradan gelistirilen direkt
agliitinasyon yontemiyle ise ¢ok daha kisa zamanda (3 saat) az miktarda ornekle

caligilabildigi, KVL’li kdpeklerde testin duyarliliginin % 93,6 ile % 97,7 arasinda degistigi
vurgulanmaktadir (Schallig ve Oskam 2002 ).

2.6.2.5. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Enzyme-linked immunosorbent assay saha uygulamalari i¢in yararli, oldukca kolay
yapalabilen, kisa siirede ¢ok sayida ornegin incelenebildigi kolayca tiim sitoplazmatik,
saflastirilmis antijenler gibi ¢esitli antijenlerin incelenebildigi, tanimlanmis sentetik
peptidler ve rekombinant proteinleri ile kullanilmak tizere uyarlanmis bir testtir. Mettler ve
ark (2005), asemptomatik kopeklerde ELISA’nin duyarliliginin %94,1-100 arasinda
degistigini ve bu oranin semptomatik kopeklerde % 100 oldugu rapor etmislerdir. Fisa ve
ark (1997), ise protein A—peroxidaz ile yaptiklari dot-ELISA’nin duyaliliginin %100
oldugunu vurgulamiglardir. Kopek antikorlart yerine protein A—peroxidaz ile isaretleme
yonteminin insan ve diger olas1 konakgilarin tespiti i¢in bir kolaylik sagladig: bildirilmistir

(Baleeiro ve ark 2006).
2.6.2.6. ELISA-rekombinant antijenleri

Rekombinant DNA teknolojisi daha spesifik serodiyagnostik yontemlerin

gelistirilmesi icin olanak saglamakta ve ozellikle rK39 KVL’nin tanist ic¢in siklikla

kullanilmaktadir (Mettler ve ark 2005).
2.6.2.7. immunokromatografik Hizh Testler

Immunokromatografik hizli test Kitleri kullanim kolaylig1 ve ¢ok hizli tepki siiresi
nedeniyle veteriner hekim tarafindan tercih edilen test olmakla birlikte, KVL’nin serolojik
tanis1 konusunda ne kadar giivenilir olduklar1 hala tartigma konusudur (Gradoni 2002).
rK39 antijen kullanan bir immiinokromatografik ticari test saha kosullarinda kullanim i¢in
adapte edilmis ve kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Mohebali ve ark 2004, Rosypal ve
ark 2005). Ancak, bazi arastiricilar soguk zincirle saklanmasi gereken bu testlerin yiiksek
sicakliklarda giivenilirliginin olmadigini vurgulamaktadir (Schallig ve Oskam 2002 ). rK39
dipstiklerinin en 6nemli dezavantajinin yanls pozitif sonuglara neden olabilecek, % 61-75
arasinda degisen diisiik 6zgiilligii oldugunu rapor etmislerdir (Schallig ve Oskam 2002).
Buna karsin Mettler ve ark (2005) semptomatik kopeklerde bu oranin ¢ok yiiksek oldugu
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vurgulamistir. Costa ve ark (2003), KVL tanisi i¢in hizli immiinokromatografik testler
bicimlendirerek, rK39 ile rK26 etkinligini karsilagtirmis ve rK26 az, rK39 daha duyarl

olmasina ragmen, iki antijenin birbirini tamamlayici oldugu sonucuna varmiglardir.
2.6.2.8. Western Blotting

Bu tanisal yontemin uzmanlik gerektirmesi, zaman almasi, zahmetli ve pahali
olmas1 nedeniyle rutin tani i¢in gecerli bir yontem olmadigi bildirilmis, tanisal amagla
kullanilabilirligi ve giivenilirligi agisindan arastiricilarin hala hemfikir olamadigi bir

yontem oldugu rapor edilmistir (Ferroglio ve ark 2007).
2.6.2.9. Flow Sitometri

Flow Sitometri, sayma, inceleme ve sivi akigi igersinde asili mikroskobik
partikiilleri siralama icin kullanilan bir tekniktir (Andrade ve ark 2007). Bu yodntem
elektronik algilama cihazlar1 ile optik akan tek hiicre Ozelliklerini ayni anda c¢ok
parametreli analizini saglamaktadir. Bu yomtemin dogru, hizli ve tekrarlanabilir bir
yontem olmasi, hem saglik kuruluslarinda hemde arastirma laboratuvarlarinda kullanimini
arttirmistir. Andrade ve ark (2007) yaptiklari as1 ¢alismalarinda L. chagasi ile enfekte
kopeklerin serum orneklerinde (FC-AFPA-1gG, FC-AFPAIgG1 ve FC-AFPA-1gG2) L.
chagasi antikorlarinin saptanmasi igin flow Sitometri tabanli yontemin performansi
degerlendirmis ve FC-AFPAIgG ve IgG2 kullaniminin % 97 duyarliligi ve % 93
ozgiilliigii oldugunu tespit ederek enfekte kopeklerin belirlenmesinde yararli bir arag

oldugu sonucuna varmislardir.
2.6.3. Hiicresel Bagisikliktan Yararlanilarak Yapilan Test
2.6.3.1. Montenegro Testi

Montenegro veya Leishmanin Deri Testi (LST), Leishmania antijenlerine karsi
gecikmis tip asir1 duyarlilik prensibine dayanir. Fenol veya merthiolate ile serum fizyolojik
icinde diliie edilmis inaktif promastigotlarin bir siispansiyon halinde intradermal inokiile
edilmesi ve kontrol serumunun inokule edilmis bolgesi ile karsilastirilmasi prensibine
dayanmaktadir. 48 veya 72 saatte kontrolleri yapilan inokulasyon boélgelerinde pozitif
sonug i¢in 5 mm ve lizerinde bir sertlesme olmasi gerektigi bildirilmektedir (Montenegro
1926, Cardoso ve ark 1998). Hastaligin tespit edildigi olgular genel olarak aktif hastalik

esnasinda olmaktadir. Leishmanin deri testinin negatif tespit edildigi durumlar da ise
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subklinik enfeksiyonlar ya da basarili sagaltim sonrasi erken donemde karsilasilagilabildigi

rapor edilmistir (Solano—Gallego ve ark 2001).

Leishmanin deri testi, basit, ucuz, hayvanlarin ¢ok sayida oldugu saha ¢aligmalari
i¢in uygun bir tan1 yontemi oldugu (Cardoso ve ark 1998, Fernandez—Bellon ve ark 2005),
ancak 48-72 saat aralikla tekrarlanan LST testler sonrasinda yanlis pozitif sonuglarin

cikabilecegi vurgulanmaktadir (Fernandez—Bellon ve ark 2005).

Kopek visseral leishmaniasisinde tanisal yontemlerin avantaj ve dezavantajlari

cizelge 2.6’da dzetlenmistir.
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Cizelge 2.6. Kopek Visseral leishmaniasisde tanisal yontemlerin avantaj ve dezavantajlari

(Maia ve Compino 2008)

Kesin tan1 konur.

Kesin tan1 konur.

Ozgiinliigii ve duyarlilig
yiiksektir.

Taninin konulmasinin ardindan
devam edecek calismalara olanak
saglar.

Klinik durum ve ilag sagaltimi
calismalarinda yararli sonuglar
verir

Hastaligin aktif oldugu
durumlarda giivenle kullanilir.
Yiiksek duyarliliga sahiptir.
PZR’ye gore 1000 kat daha az
RNA ile ¢alisabilmektedir.

PZR ye gore sonuglar daha hizl
aliir. Kontaminasyon riski daha
azdir.Yiiksek duyarliliga sahiptir.
Seroprevalans
calismalarinda

ve  sagaltim
kullanima
elverislidir.

Basit, ucuz ve saha sartlarinda
kullanilabilir.

Saha sartlar1 i¢in yararli, kisa
stirede ornek

cok  sayida

caligilabilmektedir.

Amastigotlarin goriilme olasilig diisiiktiir
Ornek alimi invaziv olabilir.
Amastigotlarin goriilme olasiligt
diisiiktiir. invaziv yontemlerle veya
nekropsilerde 6rnekler alinabilir. Uygun
laboratuar sartlarina ve laboratuar
malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Invaziv yontemlerle veya nekropsilerde
ornekler alinabilir. Uygun laboratuar
sartlarina ve pahali laboratuar
malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Tiim Leishmania suslar1 ayni oranda
¢ogalmaz, ayni kdpekden farkl
dokulardan alinan 6rneklerde bir 6rnek
¢ogalma olmaz ve uzun siireye ihtiyag
duyar.

Iyi kurulmus kum sinek kolonilerine ve
0zel laboratuar sartlarina ihtiya¢ duyar.

Hastaligin evresine ve alinan dokuya gore
duyarlilig1 degisim gostermektedir.

Orneklemenin yapildig1 dokuya gore
duyarlilig1 degisim gosterebilmektedir.

Deneyime ve pahali labaratuar
malzemelerine ihtiya¢ duymaktadir.

Kross reaksiyonlar nedeniyle 6zgiinligli
duistiktiir.
Kross reaksiyonlar nedeniyle 6zgiinliigii
diistiktiir.
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2.7. Prognoz

Kopek visseral leishmaniasisde prognoz, hastaligin evresine gore iyiden kotiiye
kadar degismektedir (Cizelge 2.7). Hastaligin sagaliminda meglumin antimoniate ve
allopurinol kombinasyonu veya yalniz allopurinol uygulamasi ile genellikle klinik yanitin
alinabildigi bildirilmistir (Noli ve Auxilia 2005). Ancak, baz1 kopekler sagaltima iyi yanit
verebilmelerine karsin, sagaltim kesildikten sonra klinik niikslerle karsilasilabilmektedir
(Pasa ve ark 2005). Ayrica, parazitolojik iyilesme nadiren gergeklesmekte ve sagaltimda
uzun siire allopurinol uygulamasi yapilmasi sonucunda paraziti bulastirma riskinin devam

ettigi rapor edilmistir (Ikeda—Garcia ve ark 2007).

Klinik olarak saglikli enfekte kopeklerin kendiliginden iyilesip iyilesemecegi tam
olarak aciklanamamstir (Solano—Gallego ve ark 2009). insan ve kemirgenlerde yapilan
calismalarda, (Dereure ve ark 2003, Soliman 2006), klinik olarak saglikli persiste
enfeksiyonlarda kendiliginden iyilesmenin olmadigi rapor edilmistir. Uzun siireli deneysel
calismalarda, klinik olarak saglikli enfekte kopeklerin, klinik belirti gosteren kopeklere
gore daha az sayida parazit yiikiine sahip olduklar rapor edilmistir (Rodriguez—Cortes ve
ark 2007). Oliva ve ark (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, endemik bir bolgeye giren
kopekler incelenmis ve kemik iliginden alinan 6rneklerin PZR ydniinden pozitif olduklar
tespit edilmistir. Bunun ardindan ilerleyen zamanlarda bazi kopeklerin yapilan
incelemelerinde zaman igersinde Orneklerin negatif sonuglar verdigi de goriilmistiir.
Ancak, bu calisma sadece bir doku drneklemesinin yapilmasi nedeniyle sinirli kalmustir.
Son yillarda KVL iizerine yapilan c¢alismalarda, hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli olarak
adlandirilan klinik evrelere gore hastaligin prognozunun degistigi bildirilmistir (Cizelge

2.7) (Solano—Gallego ve ark 2009).
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Cizelge 2.7. KVL’de seroloji, Klinik goriiniim, laboratuar bulgular1 ve sagaltima gore klinik evre ve prognoz arasindaki iligki
(Solano—Gallego ve ark 2009)

Klinik Evre

Evre I:
Hafif Sidetli

Seroloji
Negatif veya
disuk antikor
titresi

Evre Il
Orta Siddetli

Disik veya
Yiksek antikor
titreli

Evre lll
Siddetli
olgular

Orta veya
ylksek antikor
titresi

Yiksek serum
antikor diizeyi

Evre IV
Cok
Siddetli olgular

Klinik Gériiniim
Periferal lenfadenopati,

papuller dermatitis

(Ordeix ve ark 2005, Bottero ve
ark 2006)

Evre I'e ileveten eksfoliatif
dermatitis/onychogryphosis,
Ulserasyonlar, anoreksi, kilo kaybi,
ates ve epistaksis (Petanides ve
ark 2008)

Evre | ve Il dahil olmak tzere,
immun kompleks lezyonlar
meydana gelir; vaskulitis, artritis,
uveitis ve glomerulonefritis

Evre Il ilaveten, pulmoner
tromboembolizm, nefrotik
sendrom, bobrek hastaliklarinin
son evreleri gorilar

Laboratuar bulgular

Genellikle bir anormallik tespit
edilemez

Hafif dliizeyde non—rejeneratif
anemi, hipergamaglobulinemi,
hipoalbuminemi (Petanides
ve ark 2008)

Evre II'ye ilaveten, kronik
bobrek hastaliklari Kreatinin:
1,4-2 mg/dl (Iris, 2006)

Kreatinin (2-5 mg/dl veya daha
ylksek) nefrotik sendroma
bagh proteinuri UPV>5

Sagaltim

Allopurinol tek basina
veya meglumin
antimoniat
kombinasyonu,

miltefosin tek basina

Allopurinol tek basina
meglumin antimoniat
kombinasyonu veya
miltefosin

Allopurinol tek basina
meglumin antimoniat
kombinasyonu veya
miltefosin

Allopurinol tek basina

Prognoz

iyi,
Dikkatle

takip
edilmelidir

Dikkatle
takip
edilmelidir
veya kot

Kota
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2.8. Sagaltim

Insan ve evcil kopeklerde leishmaniasis sagaltiminda kullanmilan ilaglar birbirine
benzerlik gostermektedir. Afrika Tripanomiazis’in sagaltiminda etkili olan tartar emetigin
(Antimone potasium tartarat) ayn1 zamanda Kuzey Amerika’da Leishmania braziliensis’in
sagaltiminda da etkili oldugu 1912 yilinda Gaspar Viaana tarafindan rapor edilmistir
(Manson 1996). O zamandan bugiine kadar trivalen antimonial bilesikler diger cografik
bolgelerde de visseral ve kutandz leishmaniasisin sagaltiminda genis kullanim alani
bulmuslardir. 1920’de benzen halkalariyla bagli toksik etkisi daha az olan pentavalent
antimonial iceren fenilstibonik asit, 1937°de ise daha giivenilir olan pentavalen antimonial
bilesiklerden sodyum stiboglukonat Schmidt tarafindan Almanya’da sentez edilmistir

(Manson 1996).

Kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda pek cok ilag denenmis ve sagaltim
etkinliginin takibinin belirgin araliklarla yapilan klinik, hematolojik, biyokimyasal,
serolojik ve molekiiler muayeneler sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesiyle
yapilmasi gerekliligi vurgulanmistir (Cavaliero ve ark 1999, Noli ve Auxilia 2005, Pasa ve
ark 2005, Solano—Gallego ve ark 2009, Gomez—Ochoa ve ark 2009).

Son 50 yildan beri insanlarda ve kopeklerde hastaligin sagaltiminda pentavalent
antimonial bilesiklerden olan meglumine antimoniat ve sodium stiboglukonat en sik
kullanilan ilaglardandir (Herwaldt ve Berman 1992, Baneth ve Shaw 2002).
Meglumine’nin, yan etkilerinin sodium stiboglukonat’dan daha az oldugu bildirilmistir
(Noli 1999). Kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda, meglumine antimoniat’mn 100
mg/kg ve sodium stiboglukonat’in 30-50 mg/kg deri alti, 3—4 hafta uygulanmasindan iyi
yanitlarin alindig1 rapor edilmistir (Slappendel ve Ferrer 1990, Valladares ve ark 1998,
Cavaliero ve ark 1999).
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Cizelge 2.8. KVL’de uygulanan sagaltim protokolleri (Solano—Gallego ve ark 2009)

Protokol  Tla¢ ve Dozlar

N-Methylglucamine *
(75-100 mg/kg/giin) 4-8 hafta S.C.
+
Allopurinol (10 mg/kg/giinde iki kez
P.O. 6-12 ay

1. Secenek

PAITEIE  Miltefosin # (2 mg/kg/giin) 4 hafta

P.O.
+
Allopurinol (10 mg/kg/giinde iki kez
P.O. 6-12 ay
veya
Tekbagina
* Allopurinol (10 mg/kg/gilinde iki
kez P.O. 6-12 ay
*Amfoterisin B® (0,5-0,8 mg/kg
giinde iki kez 1. V. haftada iki kez, 2
ay boyunca)

3. Secenek

*Lipozomal Amfoterisin B® (3
mg/kg/giinde iki kez 5 giin boyunca)
*Metronidazol (25 mg/kg/giin )

+
Spiramisin (150,000 U/giin) 3 ay
P.O.
*Marbofloksasin (2 mg/kg/giin) 1 Ay
P.O.

Yan Etkileri
Nefrotoksisite ve

Kutanoz apseler

(N—Methylglucamine)

Ksantin Urolitleri

(allopurinol)

Kusma,
ishal(Miltefosin)

Ksantin Urolitleri

(allopurinol)

Ksantin Urolitleri
(allopurinol)

Nefrotoksisite

Gegici Nefrotoksisite

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Kaynaklar
Denerolle ve

Bourdoiseau (1999)
Ikeda—Garcia ve ark
(2007)

Manna ve ark (2008)
Cavaliero ve ark
(1999)

Manna ve ark (2008)

Cavaliero ve ark
(1999)

Cavaliero ve ark

(1999)

Lamothe (2001)

Oliva ve ark (1995)

Pennisi ve ark (2005)

Rougier ve ark
(2008)

P.O.: Per os; S.C: Subkutan; 1.V.:Intravensz
Veteriner pratikte kullanilan

b_Birinci secenekte kullanilan ilaglar insan leishmaniasis’inin sagaltiminda kullanilmaktadir ve Diinya Saglik
Orgiitli tarafindan parazitte olugabilecek direng diigiiniilerek kopeklerde kullanilmasi 6nerilmemektedir.
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Meglumine antimoniat ve sodium stiboglukonat gibi pentavalent antimonial
bilesiklerin yaninda allopurinol, amphoterisin B, lipozomal amphoterisin B, aminosidin,
paromomisin, spiramisin, metranidazol, marbofloksasin ve miltefosin mono ve/veya
kombine olarak kullanildigi rapor edilmistir (Cavaliero ve ark 1999, Pasa ve ark 2005, Noli
ve Auxillia 2005, Rougier ve ark 2008, Solano—Gallego ve ark 2009). Kopek visseral
leishmaniasisinde hastaligin evresine gore kullanimi 6nerilen ilaglar Cizelge 2.7, sagaltim

protokolleri, 6nerilen ilaglar ve dozlar1 Cizelge 2.8 6zetlenmistir.

Visseral leishmaniasisli kopeklerde kombine sagaltim protokolleri siklikla
denendigi, allopurinol ile meglumin antimoniat kombinasyonunun en etkili sagaltim
secenegi oldugu ve hastaliga karsi ilk sagaltim protokolii olabilecegi bildirilmistir (Pasa ve
ark 2005). Bunun yaninda doz aralig1 ve sagaltim siiresi ile ilgili 6nerilen pek ¢ok farkli
sagaltim protokollii bulunmaktadir (Noli ve Auxilia 2005). Visseral leishmaniasisli
kopeklerde gelisebilen bobrek yetmezliginin antimon bilesiklerinin yarilanma Omriinii
artirarak, farmakokinetigini 6nemli 6l¢giide degistirebildigi ve glomeriiler filtrasyon hizinin

azalmasi sonucu toksisite riskinin artabildigi bildirilmistir (Zaghloul ve Al-Jasser 2004).

Son yillarda KVL’nin sagaltiminda, miltefosin ile allopurinol kombinasyonunun,
meglumin antimoniat ve allopurinol kombinasyonuna alternatif olabilecegi rapor edilmistir
(Manna ve ark 2008).

Farkli klinik ¢alismalarda amfoterisin B’nin visseral leishmaniasisli kdpeklerin
sagaltiminda etkinliginin iyi oldugu vurgulanmis; ancak, bobrekler iizerinde dogrudan
zararll bir etkiye sahip olmasi nedeniyle ozellikle intravendz (iv) yolla uygulanmasinda
nefrotoksisite meydana getirmesi gibi dezavantajlarinin oldugu bildirilmistir (Manna ve
ark 2008). Aminosidin de KVL’nin sagaliminda denenmis; ancak, nefrotoksisite,
ototoksisite gibi ciddi yan etkilerinin fark edilmesi nedeniyle kullanilmasi
onerilmemektedir (Manna ve ark 2008). S6z konusu ilaglarin disinda, az sayida kontrollii
klinik ¢aligmada KVL’in sagaltiminda pentamidin, aminosidin, ketoconazol, metronidazole
ve spiramisin ve marbofloksasin in vitro ve laboratuvar hayvanlarinda incelenmis, ancak
etkilerinin yetersiz oldugu kanisina varilmistir (Noli ve Auxilia 2005, Miro ve ark 2008,
Gomez-Ochoa ve ark 2009). Dogal enfekte kdpeklerle bu ilaglarin sagaltim degerini

onaylamak i¢in daha kapsamli klinik ¢alismalar gereklilik arz etmektedir.
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Sagaltim amaciyla kullanilan ilaglardan beklenen klinik yanit, kliniko-patolojik
durumuna bagli olarak iyi veya kotii arasinda degismektedir (Cizelge 2.7). Enfekte ve
bobrek yetmezligi gelisen kopeklerde iyilesme oraninin daha diisiik oldugu bildirilmektedir
(Pennisi ve ark 2005, Manna ve ark 2008). Ancak, hastaligin sagaltima yanit vermemesi ile
ilaglarin yan etkilerinin de birbirinden ayirt adilmesi gerekli oldugu bildirilmistir (Noli ve
Auxilia 2005). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, bazi Leishmania tiilerlerinin, 6zellikle
pentavalent antimonial bilesikleri, amfoteresin B, aminosidin, miltefosinin gibi ilaglara
kars1 direng gelistigi de rapor edilmistir (Croft ve ark 2006). Kopek visseral leishmaniasis
lizerine yapilan bazi arastirmalarda ise antimonial ilaglarin L. infantum’a karsi

duyarliligimin azaldigi bildirilmistir (Gramiccia ve ark 1992, Carrio ve Portus 2002).

Visseral leishmaniasisli kopeklerin sagaltiminda simdiye kadar kullanilan ilaglarin
klinik ve ozellikle parazitolojik iyilesmede yetersiz olusu, Leishmania suslarinda ilaca
kars1 direng gelisimi, hastaligin klinik olarak niiks etmesi, toksik etkilerinin fazla olusu,
ilaglarin pahali olmasi ve zor bulunmasi nedeniyle sagaltimda biiyiik giicliikler
yaratmaktadir (Strauss—Ayali ve Baneth 2000, Baneth ve Shaw 2002, Pasa ve ark 2005,
Frezard ve ark 2009). Bu nedenle klinik ve parazitolojik iyilesme agisindan etkinligi
yiiksek, kolay uygulanabilir ve maliyeti yliksek olmayan sagaltim protokollerine ihtiyag
duyulmaktadir.

Purin analogu olan allopurinoliin, parazit niikleotidleri tarafindan metabolize
edilerek adenin niikleotidinin birlesimini engelledigi, RNA diziliminin olusamamasina ve
protein sentezinin gerceklesmemesine neden oldugu ve hastaligin klinik olarak
diizelmesini sagladigi bildirilmistir (Cavaliero ve ark 1999, Pasa ve ark 2005, Solano-
Gallego ve ark 2009). Cavaliero ve ark (1999), allopurinoliin 10 mg/kg uygulanmasiyla
dogal enfekte 10 kopegin 9’unun 2-6 ay igersinde iyilestigini; ancak, hastaligin 3 kopekte
sagaltimin kesilmesinin ardindan niiks ettigini bildirmislerdir. Aym1 ¢alismada antikor
titrelerinin  sagaltim oncesinde yiiksek oldugu ve sagaltimin ardindan bir degisim
gostermedigi de vurgulanmistir. Allopurinol, fiyatinin ucuz olmasi, kolay bulunmasi, yan
etkilerinin minimal diizeyde olmasi ve oral olarak kullanilmasi nedeniyle KVL’nin
sagalttiminda kullanilabilecegi rapor edilmistir (Pasa ve ark 2005, Solano-Gallego ve ark
2009).

o1
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Domperidon; gastrik prokinetik ve anti—emetik olarak kullanilan D2 reseptor
antagonistidir. Ilk kez iki y1l énce KVL nin sagaltiminda domperidonun oral 2 mg/kg bir
ay stireyle kullanilmasinin serum prolaktin seviyesinde onemli artiglara sebep oldugu,
anti-Leishmania antikor titresinde Onemli diizeyde diisme ve klinik iyilesmeyi
saglayabildigi rapor edilmistir (Gomez—Ochoa ve ark 2009). Sibirya hamsterlarda
(Mesocricetus auratus) yapilan c¢alismalarda laktasyonun leishmaniasise karsi koruyucu
etkinligi oldugu ve laktasyon siiresi boyunca parazitin etkisinin engellenmesinin nedeninin
hiperprolaktemiden ileri geldigi rapor edilmistir (Gomez—Ochoa ve ark 2009). Laktasyon
déneminde prolaktin immun reaksiyonlarda 6nemli rol oynamakta; ancak, immun sistem
tizerine etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Memelilerde ana fonksiyonu siit
tiretimini stimiile etmek olan bu hormonun ikincil bir etki ile bagisiklik sistemini stimiile
ettigi ve bu durumun meydana gelen serum prolaktin seviyesindeki artis sonucu, serum
CD4+Thl alt gruplarinda da artisa, interlokin (IL)-2, IL-12, interferon (INF)—c ve timor
nekrosiz faktor (TNF) salinimina, natural killer hiicrelerinin olusumuna ve makrofaj
aktivasyonuna sebep oldugu bildirilmektedir (Di Carlo ve ark 1993, Majumder ve ark
2002). Domperidonun KVL’nin sagaltiminda kullanilmasinin etkin olabilecegini takiben
leishmaniasis dahil bir c¢ok hiicre i¢i paraziter veya bakteriyel etkenden ileri gelen
enfeksiyonlarin sagaltimi1 ve proflaksisinde kullanilabilirligi konusunda patent alinmistir

(Sabate Elias ve ark 2010).

Gomez-Ochoa ve ark (2011) hafif ve orta siddetli klinik bulgulara sahip 20 enfekte
kopek tizerinde yaptiklari ¢calismada domperidonun 0,5 mg/kg dozda kullanilmasi ile 17
kopegin antikor titrelerinin diistiigli ve hiicresel bagisiklik sisteminin aktivasyonunda
kullanilan nitroblue tetrazolium reduction test (NBT) ile nétrofil ve monosit hiicre

popiilasyonlarmin ilk 15 giin igersinde artis egiliminde oldugunu tespit etmislerdir.

Ceballos ve ark (2011) ise domperidonun NBT ile ortaya konulan periferal kanda
asamali olarak notrofil ve monosit artis1 saglamasinin hastaliga kars1 potansiyel bir koruma
etkisi yaratabilecegi hipotezi ile endemik bir bolgede 90 saglikli kopek tizerinde yaptiklar
caligmada, 21 aylik takip sonucu domperidonun 4 ayda bir, 1 ay siire ile 0,5 mg/kg/giin
dozda verildigi 44 kopekte, leishmaniasis klinik bulgularmi gosteren kopek sayisinin ve
IFAT serolojik titrelerinin diger sagaltim altina alinmayan 46 kopege gore oldukca diisiik
oldugunu belirlemisler ve endemik bolgelerde hastaliga karsi korunmada domperidon

tabanli bir sagaltim programinin son derece etkin oldugunu vurgulamiglardir.
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2.9. Korunma

Kopek visseral leishmaniasisde korunma Phelebotom tiiri  kum sineklerinin
hastaligr bulastirmasini  engellenmesi esasina dayandirilmaktadir. Kum sineklerinin
isiriklarina maruz  kalmamasi i¢in  kdpeklerin - vektoriin - aktif oldugu donemlerde
alacakaranlik ve geceleri kapali tutulmasi, kopeklerin zaman ge¢irdigi yerden veya evden
kum sineklerinin mikrohabitatin1 uzaklastirmaya veya azaltmaya yonelik girisimlerde
bulunulmasi, ¢evresel insektisit uygulanmasi, etkinligi kanitlanmis insektisitler ile kopegin
ilaclanmas1 veya korucu tasmalarin takilmasi gibi Onlemlerin alinmasi gerekliligi

bildirilmektedir (Alexander ve Maroli 2003).

Son yillarda hastaligin kontroliine yonelik insektisitlerin etkinliginin belirlenmesi
amactyla yiiriitiilen saha ve laboratuar ¢alismalarindan iimit verici sonuglar elde edilmistir.
Deltamethrin emdirilmis tasmalar ile yapilmis caligmalarda, insektisitin yavas yavas
salindigi ve hayvanlarin deri alti yag dokusuna 1-2 hafta icinde dagildigi ve optimal
kosullar altinda, bu tasmalarin kovucu etkisinin 6 ay kadar siirebildigi bildirilmistir
(Killick—Kendrick ve ark 1997, Halbig ve ark 2000). Sprey ve enseye damlatilarak yapilan
formiilizasyonlar1 da yiiksek aktivite goriilmekle birlikte, 2-3 hafta gibi kisa siireli etki
edebildikleri rapor edilmistir (Halbig ve ark 2000). Permetrinin topikal uygulanmasi
sonucu P. perniciosus’a karsi birkag hafta etkili oldugu da bildirilmistir (Molina ve ark
2001). Bu tip topikal formiilizasyonlarin uygulama sonrasi Stratum corneum’a cok iyi
yayilmas: gerekliligi vurgulanmistir. Toz halinde yapilan uygulamalara bakildiginda,
bunlarin ¢ok kisa siirede etki ettigi, etkisinin ise kalici olmadigi belirlenmistir. Saha
caligmalarinda topikal ila¢ uygulamalarinin hem insan hem de hayvan saglig1 acisindan
yararlt oldugu bildirilmistir (Maroli ve ark 2001, Gavgani ve ark 2002, Otranto ve ark
2007). Ogzellikle endemik bolgelerde Veteriner Hekimlerin kdpek sahiplerine gerekli
egitimi vermeleri ve hastalik agisindan korunmanin 6nemini vurgulamalar1 gerekmektedir.
Endemik olmayan bdlgelerden, endemik olan bolgelere seyahatler bile yolculuktan 2 hafta
once tasmanin takilmasi veya 2-3 giin 6nce enseye damla uygulamalarinin yapilmasinin

gerektigi rapor edilmistir (Otranto ve ark 2007).

Leishmaniasise karsi asi1 ¢alismalarina hastaligin tanimlanmasindan uzun bir siire
sonra glindeme getirilmis ve caligmalar oldukg¢a sinirli kalmistir. Deneysel caligmalar
sonucunda bazi iimit verici sonuclar elde edilmis ve saha degerlendirme asamasinda

olduklar1 rapor edilmistir (Miro ve ark 2008). Yapilan c¢alismalarda saflastiriimis
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Leishmania fraksiyon asilarinin basarili sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu as1 grubunun
ana temsilcisi as1 antijeni olarak kullanilan L. donovani "fucose mannoz ligand" olarak da
bilinen glikoprotein GP63 zenginlestirilmis fraksiyonu oldugu rapor edilmektedir (Miro ve
ark 2008).

Fucose mannoz ligand bazli asi, iyi bir koruma orani ile Brezilya saha ¢alismalari
degerlendirilmis ve KVL i¢in ilk ticari ag1 (Leishmunel) olarak bu iilkede lisans alabildigi
bildirilmistir (Borja—Cabrera ve ark 2002, Nogueira ve ark 2005). Saraiva ve ark (2006),
bu asinin insanlari zoonotik visseral leishmaniasisden %92-97 ve kopekleri ise %79,3
oraninda korudugunu rapor etmislerdir. Fucose mannoz ligand asisinin hasta kopeklerin
bagisiklik sisteminin sagaltimindaki (Borja—Cabrera ve ark 2004) ve bulasmayi engelleyici
etkileri nedeniyle uygulanmasi gerektigi ileri stiriilmiistiir (Saraiva ve ark 2006). Ancak
pek cok Veteriner Hekim tarafindan seropozitif kdpeklerin resmi yollarla itlaf edilmesi ve
FML asis1 uygulanan kdpeklerle dogal olarak enfekte olan kdpekleri birbirinden ayirmanin
giicliigii nedeniyle as1 ¢alismalarinda biiyiik zorluklar yasanmakta oldugu bildirilmektedir
(Dantas—Torres ve Brandao—Filho 2006).

Son yillarda Fransa’da muramyl dipeptide’li L. infantum promastigotlarinin spesifik
medium Kkiiltiirlerinin siipernatantlarindan salinan saflastirilmis antijenler kullanilarak
yapilan ag1 sonucunda deneysel L. infantum enfeksiyonuna karsi koruyucu bir etkinlik
saglandig1 (Lemesre ve ark 2005) ve saha ¢alismalarinda yiiksek bir etkinlige sahip oldugu

rapor edilmistir (Lemesre ve ark 2007).
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2.10. Arastirmanin Amaci

Visseral leishmaniasisli kopeklerin sagaltiminda kullanilan ilaglarin klinik ve
ozellikle parazitolojik iyilesmede yetersiz olusu, Leishmania suslarinda ilaca karsi direng
gelisimi, hastaliin klinik olarak niiks etmesi, toksik etkilerinin fazla olusu, ilaclarin pahali
olmast ve zor bulunmasi nedeniyle sagaltimda zorluklarla karsilasilmaktadir (Strauss—
Ayali ve Baneth 2000, Baneth ve Shaw 2002, Pasa ve ark 2005, Frezard ve ark 2009).
Gastrik prokinetik ve anti-emetik olarak kullanilan D2 reseptor antagonisti domperidonun,
son yillarda KVL’nin sagaltiminda kullanilabilecegi ve serum prolaktin seviyesinde 6nemli
artigla birlikte anti-Leishmania antikor titresinde de 6nemli diizeyde diisme ve klinik
iyilesmeyi sagladigi (Gomez—Ochoa ve ark 2009), allopurinoliin ise fiyatinin ucuz olmasi,
kolay bulunmasi, yan etkilerinin minimal diizeyde olmasi ve oral verilmesi nedeniyle
KVL’nin sagaliminda kullanimi rapor edilmistir (Cavaliero ve ark 1999, Pasa ve ark
2005).

Literatiir taramalarinda KVL’nin sagaltiminda domperidon ile allopurinoliin
kombine olarak kullanimi iizerine bir bilgiye rastlanmamistir. Bu g¢alismada, VL’li
kopeklerin sagaltiminda mevcut sagaltim prosediirlerine bir alternatif olabilecek, kisa
stirede etki edebilecek, maliyetleri ucuz domperidon ile allopurinolin kombine

kullaniminin etkinliginin aragtirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, Ocak 2008 ile Aralik 2010 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Klinigine getirilen, Leishmania spp. ile
dogal enfekte oldugu saptanan, farkli ik, yas ve cinsiyetten toplam 17 kopekte
yirlitiilmistlir. Hasta sahiplerine kdpeklerin olast prognozlari agiklanmis, hastalikla ve
uygulanacak sagaltim protokolii ile ilgili gerekli bilgiler verilerek kendilerinden bilgi onam

formlar1 alinmistir.

Klinik muayenede visseral leishmaniasis siipheli tanis1 konulan kopeklerin, 1rk, yas
ve cinsiyeti ile disi kopeklerin siklik aktiviteleri kaydedilmistir. Hematolojik, biyokimyasal
ve parazitolojik muayeneler i¢in her bir hayvandan antikoagiilanli (EDTA) ve

antikoagiilansiz tiipler i¢ine Vena cephalica antebrachi’den kan 6rnekleri alinmigtir.

Her bir kopekte visseral leishmaniasisin tanis1 Giemsa ile boyanmig lenf yumrusu
yayma preparatlarinda amastigotlarin mikroskobik olarak direkt goriilmesi ve IFAT ile
anti-Leishmania antikor titrelerinin belirlenmesiyle konulmustur. Ayrica PZR testi de

uygulanmigtir.

Visseral leishmaniasis tanist  konulan kopekler ehrlichiosis, diroflariosis,
borelliosis, anaplazmosis, babesiosis ve hepatozoonosis gibi bazi eszamanli enfeksiyonlar
yoniinden incelenmistir. Ehrlichiosis, diroflariosis, borelliosis ve anaplazmosis Snap 4DX
kiti (IDEXX, USA) ile, babesiosis ve hepatozoonosis ise kan orneklerinden hazirlanan
preperatlarda arastirllmistir. Leishmania spp. ile dogal enfekte oldugu saptanan 17 kdpek
eszamanli hastaliklar yoniinden degerlendirilerek toplam 40 enfekte kopek arasindan 23

kopek calisma dis1 birakilarak secilmistir.

Visseral leishmaniasisli hayvanlar, rasgele segilerek 2 sagaltim grubana ayrilmustir.
Ilk gruptaki enfekte kdpeklere domperidon (Motillium®Janssen—Cilag, Tiirkiye) oral
olarak 2 mg/kg dozda 1 ay siire ile ve allopurinol (Urikoliz ® Sandoz, Tiirkiye) 30 mg/kg
dozda 3 ay siireyle oral, giinde 1 kez verilmistir. ikinci grupta bulunan enfekte kopeklere

ise allopurinol tek bagina 30 mg/kg dozda oral olarak, 3 ay siireyle, giinde 1 kez verilmistir.
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Enfekte her bir kdpege Phlebotomus cinsi kum sineklerinin 1sirigindan koruyan
%4’liikk deltametrin iceren tasma (Paraband ® Intervet Schering-Plough) yasamlari
boyunca onerilmistir. Sagaltim protokoliiniin bitiminden sonraki donemlerde hastaligin
niiksii yoniinden hayvan sahipleriyle iletisim kurularak hastalarin klinik durumu hakkinda

bilgi alinmigstir.

Her iki gruptaki kopeklerin sagaltim oncesi (0. giin), sagaltima basladiktan sonraki
15.,, 30, 60. ve 90. giinlerde klinik, hematolojik, biyokimyasal ve parazitolojik

muayeneleri yapilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Hematolojik Degerlendirme

Hematolojik analizlerden; total l6kosit sayisi (WBC), eritrosit sayisi (RBC),
hematokrit (PCV), ortalama korpiiskiiler hacim (MCYV), ortalama korpiiskuler hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) ve trombosit sayisi (PLT) otomatik kan sayim cihazi (Junior vet
5, Abacus, Macaristan) ile 6l¢iilmiistiir.

3.2.2. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal analizler igin antikoagiilansiz tiipler i¢ine alinan kan 6rnekleri, 3000
r.p.m.’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmis, analizler yapilincaya kadar —20
°C’de saklanmistir. Biyokimyasal analizlerden alanin amino transferaz (ALT), aspartat
amino transferaz aktiviteleri (AST), {ire ve kreatinin konsantrasyonlar1 kuru sistem analiz
cihazi (Reflotron plus, Roche) total protein (TP) ve albumin (Alb) konsantrasyonlari
spektrofotometrede (Microlab 200, Merck) ticari test Kitleri (Gesan, italya) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Serum globulin konsantrasyonu total proteinden albuminin g¢ikartilmasi ile

hesaplanmuistir.
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3.2.3. IFAT
3.2.3.1. IFAT Antijenli Lamlarin Hazirlanmasi

Antijen hazirlanacagi zaman % 20 Fetal Sigir Serumu (FCS Sigma Cat No: S1632)
ve % 2 antibiyotik soliisyonu (Sigma Cat No: P3539) iceren RPMI 1640 (Biological
Industries Cat No: 01-106-1A) besiyeri hazirlanmis 25 cm®lik flasklere konulmustur.
NNN besi yeri tiipiinden RPMI 1640 besiyerinin bulundugu flask’e 4-5 damla aktarilmis
ve 26 °C’de saklanarak 2 giinde bir inverted mikroskop ile kontrol edilmis, 1 hafta sonra,

promastigotlar yeterli miktarda tirediginde antijen hazirlanmak i¢in toplanmustir.

Yaklasik 5 mm’lik besi yeri santrifiij tiipiine aktarilarak 2500 r.p.m.’de 15 dakika
santrifiij edilerek iist kismi atilmig ve dipte kalan kisim {izerine serum fizyolojik eklenerek
aynmi sartlarda santrifiij yapilmistir. Bu yikama islemi 7 kez tekrar edilmistir. En son
yikama igleminden sonra ¢okelti 1 ml serum fizyolojik ile sulandirilmis ve promastigotlar
Thoma lami kullanilarak sayilmis ve 2.000.000 promastigot/ml olacak sekilde
sulandirilmistir. Elmas kalem ile daireler c¢izilerek hazirlanmig IFAT lamlarinin her bir
cukuruna 10 pl antijen konulmus ve kurutulduktan sonra pelur kagitlara sarilarak

kullanincaya kadar —20°C’de saklanmistr.
3.2.3.2. IFAT Yontemi Uygulanmasi
3.2.3.2.1. Tampon ve Soliisyonlar

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu) 2.40 g Ko,HPO,4 0.44 g NaH,PO4, 17 g NaCl, 2000
ml distile su karigtirilarak yapilmis ve PH 7,4’e ayarlanmistir. Kapatma Soliisyonu ise 1 ml

PBS ve 9 ml Gliserin’in karistirilmasiyla yapilmigtir.

3.2.3.2.2. Testin uygulanmasi

Kopek serumlar1 sulandirma plaklarinda PBS ile 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 oranlarinda
sulandirilmis ve her bir sulandirimdan 1 damla antijen kapli yerlerine aktarilmistir. 1/64 ve
iizeri diliisyonlar1 ¢alisilmistir. Lamlar 37°C’lik etiivde nemli kapali kutularda 30 dakika
tutulmus ve stire sonunda PBS ile 2 kez 5’er dakika yikanip oda 1sisinda kurutulmustur.
FITC isaretli tavsan anti—dog 1gG (Sigma, A-9042) 1:200 oraninda sulandirilarak
kullanilmis ve her delige bir damla konulmustur. Lamlar 37°C’lik etiivde nemli kapali

kutularda 30 dakika tutulmus, PBS ile 2 kez 5’er dakika yikanmistir. Lamlar kurumadan
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kapatma soliisyonu damlatilmis ve lamel kapatilmistir. Lamlar, Fluoresan mikroskobunda
(Olympus BHSsp) X 20 objektifde 151k kaynagi olarak HBO 50 civa buharli ampul ve mavi
bant filtre seti kullanilarak (Uyarma Filtre Seti 490) engelleme filtresi 510 nm dalga
boyunda degerlendirilmistir.

3.2.4. Parazitolojik Muayene

Visseral leishmaniasis siipheli, genaralize lenfadenopatili képeklerin popliteal lenf
bezinden alinan aspiratlarla hazirlanan siirme preparatlar Giemsa yontemiyle boyanarak
amastigotlarin varligi yoniinden sagaltim oncesi (0. giin) ve sagaltim sonras1 15., 30., 60.

ve 90. giinlerde her iki grupdaki tiim kopeklerde aragtirilmistir.
3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her iki gruptaki kopeklerin sagaltim oncesi (0. giin), sagaltima basladiktan sonraki
15., 30., 60. ve 90. giinlerinde EDTA’l1 tiipler igerisine alinan kan 6rnekleri “buffycoat”
cikartilmas1 amaciyla sogutmali santrifiijde santrifiije edilmistir. Steril tilipler igerisine
alinan toplam seksen bir buffycoat igersinden PZR template preparation kiti ile (Roche®
Applied Science) genomik DNA 6rnegi ekstrakte edilmistir.

LightCycler — FastStart DNA Master Hybridization Probes Kit (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) (forward primer; 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3,
reverse primer; 5- GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3, Fluorescein probe; 5'-
CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT — FI-3'; LCRed640 probe; 5-
LCRed640— GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-P-3) ile real time PZR primerleri ve
problar birlikte kullanilarak ITS1 bolgesinde, tiir ayrimi yapilmistir.

Real time online PZR, 50 ng genomik DNA, her bir primerden 400 nM (200-bp’ye
yiikseltildi), her bir proba 400 nM, MgCl, (25 mM) 1.6 ul, LightCycler — FastStart DNA
Master Hybridization Probes kitinden (Roche Applied Science) 2 pl ve PZR grade water
(Roche Applied Science) 3,4 ul eklenerek, 20 ul total hacme ulastirtlmistir. PCR
amplifikasyonu; 10 dakika 95°C’de, bunu takiben 45 denatiirasyon sikluslart 95°C’de 10
dakika 50°C’de 10 saniye ve 72°C’de 10 saniye, erime basamaginda 95°C’de 0 saniye, 40
°C’de 10 saniye, 80 °C’de 0 saniye, 50°C’de 10 saniye ve sogutma 40 °C’de 30 saniye
tutularak yapilmistir. Deneme, Charalampos Aslandis ve Gerd Schmitz (Institute for

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, University of Regensburg, Regensburg,
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Germany) protokoliine gore LightCycler™ cihaz1 (Roche Applied Science; Mannheim,
Germany) ile gergeklestirilmistir. Tiir ayrim1 kendine 6zgii erime sicakliklarina gore tespit
edilmistir. Leishmania major ornekleri 54°C’de, Leismania tropica ornekleri 61°C’de ve
Leishmania infantum ornekleri 66°C’de pik seviyeye ulasmasi yoOniinden

degerlendirilmistir.
3.2.6. Sonuclarin Yorumlanmasi

IFAT, parlak sar1 yesil fluoresans pozitif, soluk veya hi¢ sar1 yesil fluoresans
goriilmemesi negatif olarak degerlendirilmistir. Fluoresans veren en yiikksek serum
diliisyonu, o 6rnege ait antikor titresi olarak degerlendirilmistir. Immuno fluoresan antikor
titresi 1/128 ve iizeri olan serum Ornekleri KVL ig¢in pozitif olarak kabul edilmistir
(Abranches ve ark 1991). Polimeraz zincir reaksiyonunda ornekler L. infantum, L. major

ve L. tropica agisindan degerlendirilmistir.
3.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sayisal verilerin varyasyonunun kontrolii i¢in dagilim analizleri Shapiro—
Wilk testi kullanilarak yapilmistir. Ayrica Levene testi ile varyanslarin homojenligine
bakilmistir. Normal dagilim varsayimlarina uymayan parametrelere logaritmik
transformasyon uygulanmistir. Veriler grup ve zaman faktdrleri goz Oniinde
bulundurularak tekrarlayan 6l¢iimlerde varyans analizi ile degerlendirilmis ve farkin hangi
grup, gruplar ya da zamanlardan kaynaklandigin1 belirlemek i¢in Bonferroni diizeltmeli
post hoc Tukey testi yapilmistir. p<0,05 istatistiksel agidan 6nemli olarak kabul edilmistir.
Verilerin analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS for Windows; version

15.0, seri no: 416a1604ed18748d3f27) paket programi ile gerceklestirilmistir. Sonuglar

ortalama (i) ve standart sapma (si) seklinde verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Klinik Muayene Bulgular:

Leishmania spp. ile enfekte oldugu belirlenen kdpeklerin bazi eszamanli hastaliklar
yoniinden degerlendirilmesi sonucunda tespit edilen hastaliklar Sekil 4.1’de 6zetlenmistir.
Leishmania spp. ile enfekte oldugu belirlenen toplam 40 kopegin 14’iniin ehrlichiosis,
4’iniin  dirofilarosis, 2’sinin  hipotiroidizm olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica
leishmaniasisli 3 kdpegin klinik evre IV oldugu saptanarak hasta sahiplerinin istegi iizerine
Otanazi edilmistir. Bu sekilde yalnizca leishmania spp. ile enfekte 17 kopegin sagaltim

Oncesi ve sonrasi bulgular1 degerlendirilmistir.

Leishmania spp. ile enfekte olarak
tespit edilen toplam 40 kdpek

Yalnizca Otanazi Leishmania spp. +

Leishmania 3 kdpek Eszamanli Hastaliklar
spp. ile enfekte

17 képek

Ehrlichiosis Diroflariosis Hipotiroidizm
14 kdpek 4 kdpek 2 kopek

Sekil 4.1. Leishmania spp. ile enfekte oldugu saptanan kopeklere genel bakis
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Bu galismada yalnizca Leishmania spp. ile enfekte, hastaliga karsi daha once
spesifik sagaltim girisiminde bulunulmamus, farkli 1k, yas ve cinsiyetten toplam 17
kopegin 1rk, yas, cinsiyetleri ile sagaltim 6ncesi klinik bulgular1 ve evreleri Cizelge 4.1’de
Ozetlenmigstir. Sekil 4.2°de de her iki sagaltim grubundaki kopeklerde sagaltim Oncesi

klinik bulgular ve goriildiigii hasta sayilart gosterilmistir.

Muayene ve degerlendirme protokollerine gore kopeklerin sagaltim dncesi yapilan ilk
klinik muayesinde, 16’sinda genaralize lenfadenopati, 15’inde deri problemi, 14’{inde canli
agirlik kaybi, 8’inde depresyon, 8’inde okuler lezyon, 7’sinde istahsizlik, 5’inde miiko6z
membranlarda solgunluk, 4’tinde onychogryphosis, 4’tiinde epistaksis, 1’inde viicut

sicakliginda artig ve 1’inde ise glossitis belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. VL’li kopeklerin tanimlanmasi, sagaltim oncesi klinik bulgular: ve evreleri

Melez

Melez
Melez

Doberman
Melez

Melez

Beagle

Boxer

Doberman
Kangal
Melez
Melez
Melez

Doberman

Beagle

4,5

10
2,5

N

10

9

Disi

Disi

Erkek

Erkek
Disi

Disi

Disi

Erkek

Disi

Erkek
Erkek

Erkek
Erkek
Erkek
Disi

Disi

Erkek

CAK, ANOR, DEPR,
LA, DP, OL, ONG
CAK, ANOR, DEPR,
LA, DP, OL, ONG,
SMM

CAK, ANOR, DEPR,
LA, DP, OL, SMM, EP
CAK, DP, LA, SMM
DEPR, DP, LA, SMM,
OL, ONG, EP

DEPR, DP

DEPR, LA, FEV
CAK, DEPR, DP, LA,
SMM, OL, EP

CAK, ANOR, DEPR,
DP, LA, OL

CAK, DP, LA

CAK, ANOR, DEPR
DP, LA, OL, ONG
CAK, DEPR, DP, LA,
OL, EP

CAK, DP, LA

CAK, DP, LA

CAK, DP, LA

CAK, DEPR, ANOR,
DP, LA, GLO

CAK, DEPR, ANOR,
LA

ANOR, Anoreksi; CAK, Canli agilik Kaybi; DEPR, Depresyon;DP, Deri Problemi; EP, Epistaksis, FEV,

Viicut Sicakligi Artisi; GLOS, Glossitis; LA, Genaralize lenfadenopati; OL, Okuler Lezyon; ONG,

Onychogryphosis; SMM, Solgun Miik6z Membranlar
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O Domperidon+Allopurinol

B Allopurinol

DP

CAK ANOR oL DEPR SMM ONG EPiS FEV GLO

Klinik Bulgular

A
ANOR, Anoreksi; CAK, Canli agilik Kaybi; DEPR, Depresyon; DP, Deri Problemi; EP, Epistaksis, FEV, Viicut Sicakligi Artisi; GLOS, Glossitis; LA,
Genaralize lenfadenopati; OL, Okuler Lezyon; ONG, Onychogryphosis; SMM, Solgun Miik6z Membranlar

o
Sekil 4.2. Sagaltim Oncesi her iki grupta goriilen klinik bulgular
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Visseral leishmaniasisli kopeklerde domperidon ve allopurinol’in kombine olarak
uygulandig1 sagaltim grubunda, sagaltim ve sonrasi klinik bulgularindaki degisim Cizelge
4.2’de oOzetlenmistir. Bu gruptaki  VL’li  kopeklerin - belirli  araliklarla  yapilan
muayenelerinde genaralize lenfadenopatili 8 kopekden 3’iinde sagaltimin 30. giiniinde,
5’inde ise sagaltimin 60. giiniinde lenfadenopatilerinin ortadan kalktig1 belirlenmistir. Ayni
grupta deri problemi olan 8 kdpegin ise 2’sinin 30. giinde, 3’iiniin 60. giinde, 3’{iniin 90.
giinde iyilestigi goriilmiistiir. Bu grupta canli agirlik kaybi tespit edilen 6 kdpegin 2’sinin
15. glinden itibaren, 4 kopegin ise 30. giinden itibaren diizenli olarak canli agirliklarinin
arttig1 saptanmistir. Anoreksili 4 kopegin 2’sinin 15. giinde, 2 sinin 30. giinde diizeldigi
tespit edilmistir. Domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandig1 grupta bulunan
ve okuler lezyonlu 6 kopegin, 2’sinin 15. giinde, 4’{iniin 30. giinde iyilestigi saptanmustir.
Ayni grupta depresyon tespit edilen 8 kopegin 7’sinin 15. giinde, 1’inin ise 30. giinde
iyilestikleri belirlenmistir. Solgun mukozal membranli 5 kdpegin, 3’iiniin 30. giinde, 2’sinin
60. giinde diizeldigi belirlenmistir. Epistaksisli 3 kdpegin 1’inin 60. giinde, 2’sinin ise 90.
giinde epistaksislerinin ortadan kalktig1 belirlenmistir. Viicut sicaklifinda artis tespit edilen

1 kdpegin ise 15. giinde normale dondiigii tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Domperidon ve allopurinol’iin kombine olarak uygulandigi VL’1i kopeklerde, sagaltim
stiresince klinik bulgularin takibi

1 ANOR, DEPR, CAA LA’de dizelme DP’de duzelme
OL’da diizelme
2 — ANOR, DEPR, LA, SMM’da DP’de diizelme
OL’da diizelme ve  diizelme
CAA
3 ANOR’de, SMM’da diizelme EP’de, LA’de, DP’de diizelme
DEPR’da, OL’da diizelme
diizelme ve CAA
4 DEPR’da DP’da diizelme, LA’de, SMM’da  lyilesme devam ediyor
diizelme CAA diizelme
5 DEPR’da DP, LA, OL’da DP’de diizelme EP’de diizelme
diizelme SMM’da diizelme
ve CAA
6 DEPR’da CAA DP’de diizelme  lyilesme devam ediyor
diizelme
7  DEPR, FEV’de CAA devam ediyor LA’de diizelme  Tam Klinik iyilesme
diizelme, CAA
8 DEPR’da LA, SMM, OL’da  DP’de diizelme EP’de diizelme
diizelme, CAA diizelme, CAA
9 ANOR, LA, OL’da Tam Klinik Tam Klinik iyilesme
DEPR’da diizelme iyilesme
diizelme, CAA

ANOR, Anoreksi; CAK, Canl1 agilik Kaybi; DEPR, Depresyon; DP, Deri Problemi; EP, Epistaksis, FEV, Viicut Sicaklig
Artigi; GLOS, Glossitis; LA, Genaralize lenfadenopati; OL, Okuler Lezyon; ONG, Onychogryphosis;
SMM, Solgun Miik6z Membranlar

— Kiinik diizelme saglanamadi

r
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Allopurinol’in yalniz basmma wuygulandigi grupta, sagaltim siiresince klinik
bulgulardaki degisim Cizelge 4.3’de Ozetlenmistir. Bu sagaltim grubunda genaralize
lenfadenopatili 8 kopekden, 3’linde lenfadenopatinin sagaltimin 60. giiniinde diizeldigi
saptanmistir. Ayn1 grupta deri problemi olan 8 kopegin yalnizca 1’inde 60. giinden itibaren
lezyonlarin diizeldigi belirlenmistir. Bu grupta canli agirlikta azalma tespit ettigimiz 8
kopegin 1’inde 30. giinden itibaren, 5’inin 60. giinden itibaren, 2’sinin 90. giinden itibaren
diizenli olarak canli agirliklarinin artmaya basladigi saptanmustir. Anoreksili 3 kopegin
tamaminda 30. giinde diizeldigi belirlenmistir. Bu grupta okuler lezyon belirlenen 2
kopegin, 1’inin 90. giinde diizeldigi, 1’inin ise klinik bulgularin takip edildigi 90 giin
igersinde diizelmedigi saptanmistir. Ayn1 grupta depresyon belirlenen 4 kdpegin 2’sinin 30.
giinde, 2’sinin ise 60. giinde iyilesdigi tespit edilmistir. Epistaksis belirlenen 1 kopegin ise
sagaltim siiresince diizelmedigi saptanmistir. Glossitis tespit edilen 1 kopegin ise 90. giinde

iyilesmeye bagladig belirlenmistir.

67



Cizelge 4.3. Allopurinoliin yalniz bagina uygulandigr VL’1i kdpeklerde sagaltim siiresince klinik

bulgularin takibi

1 — — CAA Kepeklenmede
hafif diizelme
2 — DEPR, ANOR’da  CAA OL’de diizelme
diizelme
3 — DEPR’da diizelme, LA’de —
CAA diizelme
4 — — LA’de Diizelme devam
diizelme ediyor
5 — — CAA CAA devam
ediyor
6 — — LA’de CAA
diizelme
7 — ANOR’da diizelme DEPR, GLOS’da
DP’de diizelme
diizelme,
CAA
8 — ANOR’da diizelme DEPR’da —
diizelme, CAA

ANOR, Anoreksi; CAK, Canli agilik Kaybi; DEPR, Depresyon; DP, Deri Problemi; EP, Epistaksis, FEV, Viicut
Sicakligr Artis;; GLOS, Glossitis; LA, Genaralize lenfadenopati; OL, Okuler Lezyon; ONG, Onychogryphosis;
SMM, Solgun Miik6z Membranlar

— Kiinik diizelme saglanamadi

7
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Enfekte kopeklerin tamaminda sagaltimla 15., 30., 60. ve 90. giinlerde elde edilen
bulgulara gore, kombine sagaltim protokoliiniin uygulandigi grupta, sadece allopurinol
uygulanan gruba gore daha hizli bir iyilesme oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2-4.3).
Kombine sagaltim protokoliiniin uygulandig1 gruptaki kopeklerin tamamina yakininda 90.
giin icersinde klinik iyilesme saglanmis, sadece klinik evresi IV olarak degerlendirilen 8
nolu kdpegin sagaltim sonrasi 3. ayda oldigi belirlenmistir. Bu grupta bulunan diger 8
kopegin ise uzun siireli takiplerinde klinik olarak herhangi bir niiks gériilmemistir (Cizelge
4.2). Buna karsin allopurinoliin yalniz basina uygulandigi grupta 3 nolu kopegin klinik
evresi Il olarak degerlendirilmesine ragmen 3. ayda 61digii, 7 ve 8 nolu kdpeklerde ise

sirasiyla 12. ve 10. ayda hastaliklarinin niiks ettigi belirlenmistir.

Calismada, kombine sagaltim uygulanan grupta 12 ile 30 ay arasinda degisen klinik
takipte klinik niiks belirlenmemistir. Bu grupta 8 nolu kdpegin 6. ayda 61diigii 6grenilmis ve
9 nolu kopekte ise sagaltim sonrasinda 13. ayda genel durumunun iyi olmasina ragmen

siplenomegali gelistigi belirlenmistir. Siplenektomi sonrasinda hasta sagligina kavusmustur.
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Sagaltimin 15. giinii
)

Resim 4.1. Domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi gruptaki 9 nolu képekte sagaltim
stiresince klinik goriiniim
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[

Sagaltimin 15. glind

Sagaltim sonrasi 90. giin

Resim 4.2. Domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi gruptaki 1 nolu képekte sagaltim
stiresince klinik goriiniim
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Cizelge 4.4. Domperidon ve allopuinoliin kombine olarak uygulandigi VL’li kopeklerde sagaltim

sonrasi klinik takip ve niiks durumu

Olgu Klinik Takip Niiks

1 30 ay -
2 21 ay -
3 20 ay —
4 20 ay —
5 19 ay -
6 21 ay —
7 26 ay —
8 6.ay EX

9 20 ay —

Cizelge 4.5. Allopuinoliin yalniz basina uygulandigi VL’li kopeklerde sagaltim sonrasi klinik takip

ve niiks durumu

Olgu Klinik Takip Niiks
1 29 ay -
: e T glanamads
3 3.ay EX -
4 5 ay -
5 5 ay -
6 5 ay -
! 14 ay 12. ay
8 12 ay 10. ay
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4.2. Laboratuar Bulgular:

Domperidon ve allopurinoliin kombine ve allopurinol yalniz basina uygulandigi
visseral leishmaniasisli 17 kopegin sagaltim oncesi (0. giin) ve sagaltim siiresince 15., 30.,
60. ve 90. giinlerde bireysel hematolojik ve biyokimyasal analiz sonuglart EK 1 ve EK 2’de

gosterilmistir. Her iki sagaltim grubunda belirli zamanlarda olgiilen hematolojik ve

biyokimyasal parametrelerin aritmetik ortalamalari (x),standart sapmalar1 (Sx) ve min—

max degerleri ile istatistiksel degerlendirilmesi Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

4.2.1. Hemogram Bulgulari

Muayene ve degerlendirme protokollerine gore sagaltim dncesi yapilan hematolojik
analizde domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandigi gruptaki 9 kopegin
7’sinde farkli siddetlerde anemi (PCV< %37) ve 4’iinde hafif trombositopeni (PLT=150-
200 10°/L), allopurinoliin yalmz basina uygulandigi gruptaki 8 kopegin ise 1’inde
l6kositozis (WBC>17,00 10%ul), 4%inde farkli siddetlerde anemi ve 2’sinde hafif
trombositopeni tespit edilmistir (EK 1, 2). Gruplarda hematolojik parametrelerin sagaltim
oncesi ve sagaltim siiresinceki degerleri ile istatistiksel sonuglart Cizelge 4.6’da

Ozetlenmistir. Buna gore;

Hematolojik parametrelerin sagaltim oncesi (0. giin=¢ikis) degerlerinin gruplar

arasinda anlamli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir.

Tekrarlt 6l¢timler varyans analizi, ortalama WBC sayilarinin uygulanan sagaltima
gore anlamli bir farklilik gosterdigini (p=0,032), bu parametrelerin zamanla gdsterdigi
degisim ile grup/zaman iliskisinin ise énemli olmadigini ortaya koymustur (Cizelge 4.6).
Domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandigi grupta 60. (8,43+2,20) ve 90.
(9,71£3,73) giinlerdeki ortalama WBC sayilarinin allopurinoliin yalniz basina uygulandigi
gruptaki 60. (13,95+5,27) ve 90. (12,94+2,65) giinlerdeki WBC sayilarma goére onemli
(p<0,05) diizeyde diisiik bulunmustur.

Ortalama RBC sayisinin uygulanan sagaltima gore anlamli bir farklilik gostermedigi
(p=0,686), bu parametrelerin zamanla gosterdigi degisimin (p=0,040) ve grup/zaman

iliskisinin (p=0,012) ise onemli oldugunu tekrarli Slgiimler varyans analizi gdstermistir.
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Domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandigi grupta 15. giin (5,04+1,09) ve
90. giin (5,93+0,87) RBC degerleri sagaltim oncesi ortalama RBC degerine (4,51+1,60)
gore 6nemli (p<0,05) diizeyde yiiksek bulunmustur.

Tekrarli 6l¢iimler varyans analizi ortalama PCV yiizdelerinin uygulanan sagaltima
gore anlamli bir farklihik gostermedigi (p=0,976), parametrelerin zamanla gosterdigi
degisimin (p=0,003) ve grup/zaman iliskisinin (p=0,038) ise Onemli oldugunu ortaya
koymustur. Domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandigi grupta 90. giinde
(39,30+7,13) PCV ylizdesinin sagaltim oncesi ortalama PCV yiizdesine (29,70+9,78) gore
onemli (p<0,05) diizeyde yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.6).

Ortalama MCV, MCHC ve PLT degerlerinde, sagaltim gruplari arasinda, zaman ve
grup/zaman iligkisi yoniinden anlamli bir farkliligin olmadig1 tekrarli Sl¢timler varyans

analizi ile belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Visseral leishmaniasisli kopeklerde sagaltim dncesi ve sagaltim siiresince saptanan kan tablosu sonuglari

Gruplar Sagaltim Sagaltim Siiresince p degerleri
Domp +Allop (n=9) . " . N N G Z G Referans
Parametreler Al p+7 Ip p 0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin rup | Zaman rup
opurinol (n= T - - - = - = - - 5 w
P (n=8) X +SX X £SX X £SX X £SX X £SX *zaman | degerler
(min-max) (min-max) (min—max) (min-max) (min-max)
WBC Domperidon +Allopurinol 10,76+3,94 9,88+4,11 8,93+4,09 8,43+2,20* 9,71£3,73* | (j3o*
0%l (4,87-15,40) | (4,94-17,68) | (1,58-13,13) | (5,67-12,97) | (5,14-15,75) ’
(107w Allopurinol 13,01+4,39 15,32+7,57 13,5345,15 13,95+5,27 12,94+2,65 0,449 0,390 6-17
(5,03-18,92) | (6,60-31,39) | (6,32-22,30) | (8,10-23,40) | (9,05-16,50)
RBC Domperidon +Allopurinol 4,511,60 5,04£1,09° 5,87+1,91 5,3411,24 5,93+0,87¢ 0,040¢ 0,012
12 (2,08-6,58) (3,24-6,22) (2,89-8,54) (2,99-6,68) (3,87-6,88)
(10°/ul) Allopurinol 0,686 5,5-8,5
p 5,21+1,54 4,78+1,14 4,97+1,15 5,26+1,163 4,87+0,79
(3,35-7,32) (3,43-5,98) (3,55-6,50) (3,01-6,49) (3,28-5,80)
PCV Domperidon +Allopurinol 29,709,78 31,80£7,00 | 37,42+12,85 | 35379,09 39,3047,13¢ 0,003¢ 0,038
. (14,87-42,24) | (21,52-41,83) | (18,27-61) | (18,36-44,56) | (23-46,40)
(%) Allopuringl 0,976 37-55
opurino 34,35+10,09 33,17+8,92 34,52+9,08 34,03+8,29 34,87+7,57
(20,80-50,16) | (22,26-44,10) | (24,65-45,90) (21-46) (21,89-45,60)
MCV Domperidon +Allopurinol 66,67+4,38 63,67+8,83 66,001,086 65,67+4,58 66,11+2,80
(L) (61-72) (43-75) (58-71) (61-74) (62-70)
Allopurinol 66,38+4,37 65,25+4,52 63,63t11,30 | 64,38:10,09 | 63381008 | 0042 0,511 0,418 60-77
(62-74) (59-70) (37-72) (41-74) (40-72)
MCHC Domperidon +Allopurinol 33,61+2,93 30,37+10,44 34,35+1,39 33,94+1,88 34,36+4,48
(30,1-37,7) (31-37,6) (32,6-37,3) (31,4-36,7) (24,4-39,2)
(P9) Allopurinol 34,02+1,93 33,56+2,30 33,07+1,93 33,3612,18 33,67+2,01 0,516 0,365 0,359 32-36
(31-36,5) (30,4-37,1) (30-36) (30-36,1) (30,5-37,2)
PLT Domperidon +Allopurinol 217472 317£100 248+98 238492 3474126
10°/L (141-342) (171-443) (35-373) (112-385) (218-557)
( ) Allopurinol 303+140 321497 30291 3254145 3184136 0,260 0,164 0,259 200-900
(150-512) (201-445) (178-477) (198-622) (179-598)

*: Aym siitunda gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0,05).

€: Ayni satirda sagaltim oncesine gore fark 6nemlidir (p<0,05).

“: The Merck Veterinary Manual
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4.2.2. Biyokimyasal Bulgular

Muayene ve degerlendirme protokollerine goére sagaltim Oncesi yapilan
biyokimyasal analizlerde domperidon ve allopurinoliin kombine olarak uygulandig
gruptaki 9 kopegin 5’inde hiperproteinemi (TP > 7,5 g/dl), 7’sinde hipoalbuminemi (Alb <
2,6 g/dl), 8’inde hiperglobulinemi (Glb > 3,7 g/dl), 6’sinda iire (iire > 50 mg/dl), 2’sinde
kreatinin (kreatinin > 1,6 mg/dl), 1’inde ALT (ALT > 57 U/L) ve 3’iinde AST (AST > 49
U/L) aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Allopurinoliin yalniz basina
uygulandig1 gruptaki 8 kopegin 6’sinda hiperproteinemi, 8’inde hipoalbuminemi, 8’inde
hiperglobulinemi, 5’inde iire, 2’sinde kreatinin, 2’sinde ALT ve 3’tinde AST degerlerinin
yiiksek oldugu belirlenmistir (Ek 1, 2). Gruplarda incelenen biyokimyasal parametrelerin
sagaltim Oncesi ve sagaltim siiresinceki degerleri ile istatistiksel sonuglar1 Cizelge 4.7’de

Ozetlenmistir. Buna gore;

Incelenen biyokimyasal parametrelerin sagaltim éncesi (0. giin=cikis) degerlerinin

gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir.

Tekrarli  Ol¢iimler varyans analizi ortalama serum TP ve globulin
konsantrasyonlarinin, gruplar arasinda, zamanla gosterdigi degisimin ve grup/zaman
iligkisinin  6nemsiz oldugunu gostermistir. Buna karsin, ortalama albumin
konsantrasyonlarinin uygulanan sagaltima gore anlamli (p=0,033) bir farklilik gosterdigini,
bu parametrenin zamanla gosterdigi degisim ile grup/zaman iligkisinin ise Onemli
olmadigini tekrarli 6lgimler varyans analizi ortaya koymustur (Cizelge 4.7). Domperidon
ve allopurinoliin kombine olarak uygulandigi grupta 30. (2,21+0,45) ve 60. (2,35+0,53)
giinlerdeki ortalama albumin konsantrasyonlarinin allopurinoliin yalniz basina uygulandigi
gruptaki 30. (1,71+£0,61) ve 60. (1,60+0,74) giinlerdeki albumin konsantrasyonlarina gore
onemli (p<0,05) diizeyde yiiksek bulunmustur.

Ortalama serum ALT ve AST aktivitelerinde, sagaltim gruplar arasinda, zaman ve
grup/zaman iligkisi yoniinden anlamli bir farkliligin olmadigini tekrarli dlglimler varyans

analizi gostermistir (Cizelge 4.7).

Tekrarhi 6l¢iimler varyans analizi ortalama serum iire ve kreatinin konsantrasyonlari,
sagaltim gruplar1 arasinda, zamanla ve grup/zaman iliskisi yoniinden anlamli bir farkliligin

olmadig belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Visseral leishmaniasisli kopeklerde sagaltim 6ncesi ve sagaltim siiresince saptanan biyokimyasal analiz sonuglari

Sagaltim Sagaltim Siiresince p degerleri
Gruplar Oncesi
Parametreler | p Allop (n=9) 0. Giin 15. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin Grup Referans
omp +Allop (n= - - Y oicyx Y oicyx Y oaicy Y icy degerler”
Allopurinol (n=8) X +SX X £SX X £SX X £SX X £SX Grup | Zaman | . o0 g
(min-max) (min-max) (min—-max) (min-max) (min-max)
ALT (U/L) Domp +Allop 40,44421,63 | 36,54+18,24 | 32,45+£10,37 | 45,12+21,97 | 37,156+19,61
(15,9-84,6) (14,2-66,4) | (13,3-47,3) (10,4-74) (16,1-68,2)
Allopurinol 53,55+44,25 62,59+52.20 | 55,90+45,05 | 47,60+£32,73 | 50,588+41,83 0,311 0.577 0,318 8,2-57
(22,1-153) (25,8-183,6) | (15,8-158,4) | (25,2-121,2) | (19,7-147,8)
AST (U/L) Domp +Allop 50,06+£21,47 | 43,07£15,93 | 34,7049,86 | 38,36+14,68 34,31+7,64
(25,8-92,1) (20,3-71,4) | (21,7-49,1) (22,7-63) (22,3-47,6)
Allopurinol 64,37+65,74 | 72,61+£56,15 | 68,83+63,99 | 68,13+£60,25 | 65,22+54,81 0,264 0.172 0,158 8,9-49
(20,1-221) (28,7-183) (17,6-198) (20,8-183) (27,4-169)
Ure (mg/dl) Domp +Allop 57,90+68,2 46,51+33,81 | 39,57+£19,63 | 41,60+22,34 37,23+18,93
(20-235) (20-131) (20-88,7) (25,3-90,3) (22,6-78)
Allopurinol 107,00+89,45 | 95,94+66,68 | 86,86+50,67 | 70,91+£52,19 | 76,60+49,09 0,069 0,313 0,430 20-50
(18,6-224) (22,8-193) (25,2-163) (22,7-170) (28,5-224)
Kreatinin Domp +Allop 1,52+1,94 1,16+0,95 1,00+0,74 1,11£0,77 1,11+0,62
(mg/dl) (0,51-6,62) (0,61-3,65) | (0,59-2,94) | (0,60-3,13) (0,63-2,68)
Allopurinol 1,46+0,43 1,77+1,59 1,59+1,15 1,60+1,14 1,43+0,89 0,182 0,359 0,342 0.5-16
(1,04-2,19) (0,75-5,63) | (0,85-4,32) | (1,01-4,38) (0,78-3,47)
TP (g/dI) Domp +Allop 7,90+1,8 7,28+2,41 7,42£1,59 7,61£2,25 7,79+1,72
(5,76-10,38) | (2,59-10,34) | (5,07-9,83) | (4,02-11,03) | (5,75-11,21)
Allopurinol 7,84+1,2 8,28+1,46 8,04+1,62 7,65£1,11 7,99+1,42 0,464 0,635 0,394 5575
(5,85-9,19) (6,42-10,41) | (6,75-10,26) | (6,77-10,11) | (6,26-10,38)
Albumin Domp +Allop 2,2240,6 2,10+0,64 2,21+0,45* 2,35+0,53* 2,29+0,62 0,033*
(g/dl) (1,46-3,10) (1,25-3,09) (1,40-2,99 (1,64-3,2) (1,15-3,14)
Allopurinol 1,68+0,5 1,71£0,41 1,71£0,61 1,60+0,74 1,81+0,70 0,779 0,404 2,6-4.0
(1,06-2,48) (1,09-2,21) | (1,01-2,32) | (0,47-2,67) (0,28-2,45)
Globulin Domp +Allop 5,67£2,0 5,18+2,24 5,21+1,65 5,26+2,29 5,50+1,81
(g/dl) (2,66-8,26) (1,35-8,27) | (2,77-7,72) | (2,38-9,30) (2,62-8,74)
Allopurinol 6,15+1,4 6,60+1,70 6,40+1,58 5,90+1,48 6,02+1,53 0,287 0,540 0,637 2,1-3.7
(4,18-7,92) (5,02-9,24) | (4,91-9,17) | (4,43-8,84) (3,88-8,26)

*: Ayni siitunda gruplar arasi fark énemlidir (p<0,05).
“: The Merck Veterinary Manual
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4.2.3. Serolojik Bulgular

Visseral leishmaniasis tanisi konulan, sagaltim gruplarindaki her bir kdpegin
sagaltim Oncesi (0. giin) ve sagaltima basladiktan sonraki 15., 30., 60. ve 90. giinlerde
alinan serum Orneklerindeki IFAT sonuglar1 Cizelge 4.8 ve 4.9°de sunulmustur. Visseral
leishmaniasisli kopeklerde domperidon ve allopurinoliin kombine kullanildigi grupta
sagaltimin 90. giiniinde anti—Leishmania antikor titrelerinin 7 kopekte diistigii (%77,7), iki
kopekte stabil kaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.2, 4.3). Allopurinoliin yalniz basina
uygulandigr grupta 90. giinde anti—Leishmania antikor titrelerinin 2 kdpekte yiikseldigi, 2
kopekte stabil kaldigi ve 4 kopekte distiigii belirlenmistir. Anti—Leishmania antikor
titreleri agisindan yapilan istatistiki Ol¢limlerde domperidon ve allopurinoliin kombine
kullanildigi grupta daha fazla olmak iizere diisme egilimi tespit edilmistir (p=0,064).

Ancak yapilan istatistiki 6l¢timlerde bir 6nem belirlenememistir.
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Cizelge 4.8. Domperidon ve allopurinol kombine uygulandigi VL’1i kopeklerin sagaltim
oncesi ve sagaltim siiresince anti—Leishmania antikor titreleri

IFAT anti-Leishmania antikor titreleri 1/

Sagaltim 6ncesi Sagaltim basladiktan sonraki giinler
Kopek No 0. giin 15.giin  30.giin  60. giin 90. giin

1024 512 1024 1024 1024
4096 8192 4096 512 1024
256 64 128 256 64
1024 512 1024 512 512
8192 4096 8192 4096 8192
512 128 64 64 64
8192 2048 4096 128 4096
4096 128 2048 2048 2048
2048 2048 2048 256 1024
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Cizelge 4.9. Allopurinoliin yalniz basina uygulandigi VL’1i kopeklerin sagaltim dncesi ve
sagaltim siiresince anti—Leishmania antikor titreleri

IFAT anti-Leishmania antikor titreleri 1/

Sagaltim oncesi Sagaltim basladiktan sonraki giinler
Kopek No 0. giin 15.giin  30.giin  60. giin 90. giin

4096 2048 512 512 1024
2048 2048 2048 2048 2048
2048 4096 4096 4096 1024
1024 4096 512 1024 2048
512 512 256 512 512
512 256 256 128 128
1024 2048 2048 2048 2048
1024 1024 512 1024 512
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Sekil 4.3. Domperidon ve allopurinol’iin kombine olarak kullanildig1 gruptaki VL’li képeklerin bireysel

anti-Leishmania antikorlarinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.4. Allopurinol’iin yalniz basina kullanildig1 gruptaki VL’li kdpeklerin bireysel anti—Leishmania antikorlarinin zamana gore degisimi
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4.2.4. Parazitolojik Bulgular

Visseral leishmaniasis tespit edilen her iki gruptaki kopeklerin sagaltim 6ncesi (0.
giin) ve sagaltim sonrasi 15., 30., 60. ve 90. giinlerdeki parazitolojik bulgular: Cizelge 4.10
ve 4.11°de Ozetlenmistir. Bu ¢alismada, sagaltim 6ncesi VL’li 17 kdpegin 14’iinde lenf
yumrusu aspiratlart alinabilmistir. Bu 14 kopegin lenf yumrusundan alinan aspiratlardan
hazirlanan yayma preparatlarin mikroskobik incelenmesinde 12 (%70,5) kopekte
Leishmania amastigotu tespit edilmistir (Resim 4.3). Sagaltim Oncesi amastigot tespit
edilen 12 kopegin 8’inin domperidon ile allopurinoliin kombine uygulandigi grupta, 4
kopegin ise allopurinoliin tek bagina kullanildigi grupta oldugu belirlenmistir. Lenf
aspiratinda amastigot saptanan ve domperidon ile allopurinoliin kombine uygulandigi 8
VL’li kdpegin 5’inde 15. giinden, 2’inde 60. giinden itibaren, 1’inde ise 90. gilinden
itibaren lenf yumrusundan hazirlanan yayma preparatlarin incelenmesinde amastigot
saptanamamustir. Allopurinoliin yalniz basina kullanildig1 gruptaki amastigot tespit edilen
4 kopegin 1’inde 30. giinden, 2’sinde 60. giinden, 1’inde 90. giinden itibaren lenf yumrusu

aspiratlarinda amastigot saptanmamastir.

Cizelge 4.10. Domperidon ve allopurinol kombine uygulandig1 VL’li képeklerin sagaltim
oncesi ve sagaltim siiresince parazitolojik bulgulari

Lenf yumrusu aspiratlarinda amastigot varligi

Sagaltim dncesi Sagaltim basladiktan sonraki giinler
0. giin 15. giin 30. giin 60. giin 90. giin
pozitif pozitif pozitif negatif negatif
pozitif pozitif negatif negatif negatif
pozitif negatif negatif negatif negatif
pozitif negatif negatif negatif negatif
pozitif pozitif pozitif pozitif negatif
negatif negatif negatif negatif negatif
pozitif negatif negatif negatif negatif
pozitif negatif negatif negatif negatif
pozitif negatif negatif negatif negatif

83



Cizelge 4.11. Allopurinoliin yalniz bagina uygulandigi VL’li kdpeklerin sagaltim dncesi ve

sagaltim siiresince parazitolojik bulgulari

Lenf yumrusu aspiratlarinda amastigot varlig

Sagaltim oncesi Sagaltim basladiktan sonraki giinler
0. giin 15. giin 30. giin 60. giin 90. giin
pozitif pozitif pozitif | negatif negatif
pozitif pozitif pozitif pozitif negatif
pozitif pozitif pozitif | negatif negatif
LAA LAA LAA LAA LAA
LAA LAA LAA LAA LAA
LAA LAA LAA LAA LAA
pozitif pozitif negatif negatif negatif
negatif negatif negatif negatif negatif

e LAA: Lenf aspirat1 alinamadi
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Resim 4.3. Domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi 1 ve 9 nolu kopeklerin

sagaltim Oncesi lenf yumrusu aspiratlarinda amastigotlarin goriiniimii
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4.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

Visseral leishmaniasis tanist konulan kopeklerde sagaltim Oncesi ve sagaltim
stiresince her iki gruptaki kopeklerden EDTA’11 tiiplere alinan kan 6rneklerinin Real Time
PZR sonuglart Cizelge 4.12°de 6zetlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda érnekler L.
infantum, L. major ve L. tropica agisindan degerlendirilmistir. Pozitif ¢ikan 6rneklerin L.

infantum oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.12. Visseral leishmaniasisli kopeklerin sagaltim 6ncesi ve sagaltim sonrast PZR

sonugclari
Grup PZR
No 0.giin 15.giin  30.giin 60.giin 90. giin

1 Domperidon - - - - -
Z + - - - - -
3 Allopurinol - - - - -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 - - - - -
7 - - - - -
8 - — - + +
9 - - - - -
Allopurinol - - - - -

- + + - -

+ + + + -

1
2
3
4
)
6
7
8

(-): Negatif; (+): Pozitif
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Cizelge 4.13. Calismaya alinan VL’li kopeklerin klinik, serolojik ve parazitolojik bulgularinin zaman igindeki degisimleri

Kopek No  Grup 0. giin 15. giin 30. giin 60. giin 90. giin
X i i X i i X i i X i i X i i
1 Poz | Poz | 1024 | Neg}l Poz | Poz | 512 | Neg |l Poz | Poz | 1024 | Neg ]|l Poz | Neg | 1024 | Neg ffl Neg | Neg | 1024 | Neg
2 é Poz | Poz | 4096 | Neg§jl Poz | Poz | 8192 | Neg }l Poz | Neg | 4096 | Neg Jf Poz | Neg | 512 | Neg }l Neg | Neg | 1024 | Neg
3 ‘g_ Poz | Poz | 256 | Negf Poz | Neg 64 | Neglll Poz | Neg | 128 | Neg§f Poz | Neg | 256 | Negfl Neg | Neg 64 | Neg
4 = Poz | Poz | 1024 | Neg}| Poz | Neg | 512 | Neg Jf Poz | Neg | 1024 | NegJl Poz | Neg | 512 | Negffl Neg | Neg | 512 | Neg
5 :—E Poz | Poz | 8192 | Neglll Poz | Poz | 4096 | Neg }l Poz | Poz | 8192 | Neg }| Poz | Poz | 4096 | Neg }l Neg | Neg | 8192 | Neg
6 é Poz | Neg | 512 | Neg§f Poz | Neg | 128 | Neg |} Poz | Neg 64 | Neg |l Poz | Neg 64 | NegfQll Neg | Neg 64 | Neg
7 é Poz | Poz | 8192 | Negfl Poz | Neg | 2048 | Neg Jl Poz | Neg | 4096 | Neg jl Poz | Neg | 128 | Neg |l Neg | Neg | 4096 | Neg
8 § Poz | Poz | 4096 | Neg§l Poz | Neg | 128 | Neg ]| Poz | Neg | 2048 | Neg | Poz | Neg | 2048 | Poz | Poz | Neg | 2048 | Poz
9 Poz | Poz | 2048 | Negf Poz | Neg | 2048 | Neg Jl Poz | Neg | 2048 | Neg jl Neg | Neg | 256 | Neg |l Neg | Neg | 1024 | Neg
1 Poz | Poz | 4096 | Neg | Poz | Poz | 2048 | Neg |l Poz | Poz | 512 | Neg |l Poz | Neg | 512 | Negl Poz | Neg | 1024 | Neg
2 Poz | Poz | 2048 | Neg | Poz | Poz | 2048 | Neg Jl Poz | Poz | 2048 | Neg j| Poz | Poz | 2048 | Neg | Poz | Neg | 2048 | Neg
3 _ Poz | Poz | 2048 | Neg §| Poz | Poz | 4096 | Poz J| Poz | Poz | 4096 | Poz j Poz | Neg | 4096 | Neg | Poz | Neg | 1024 | Neg
4 -g Poz | LAA | 1024 | Poz §| Poz | LAA | 4096 | Poz J| Poz | LAA | 512 | Poz || Poz | LAA | 1024 | Poz |j| Poz | LAA | 2048 | Neg
5 §- Poz | LAA| 512 | Poz J| Poz | LAA | 512 | NegJf Poz | LAA | 256 | Neg]l Poz | LAA | 512 | Negfl Poz | LAA| 512 | Neg
6 <=( Poz | LAA| 512 | Poz J| Poz | LAA | 256 | Neg Jf Poz | LAA | 256 | Neg ]|l Poz | LAA | 128 | Negfl Poz | LAA| 128 | Neg
7 Poz | Poz | 1024 | Poz | Poz | Poz | 2048 | Neg Jl Poz | Neg | 2048 | Neg j| Poz | Neg | 2048 | Neg | Poz | Neg | 2048 | Neg
8 Poz | Neg | 1024 | Neg |l Poz | Neg | 1024 | Neg Jf Poz | Neg | 512 | Neg ]|l Poz | Neg | 1024 | Negfll Poz | Neg | 512 | Neg
Poz: Pozitif, Neg: Negatif, LAA: Lenf aspirat1 alinamadi.

LYA: Lenf yumrusu aspirati
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5. TARTISMA

Kopeklerin, L. infantum’un neden oldugu insan visseral leishmaniasis de en 6nemli
rezervuar olmalari ve immun sistemi baskilanmis yetiskinlerde ve g¢ocuklarda ciddi bir
enfeksiyon riski olusturmalarindan dolayi, hastaligin kopekler arasinda yayiliminin,
kopeklerden insanlara bulagsmasinin kontroliiniin, hastalifin tespit edildigi kopeklerin
sagaltim ve kontrol altina alinmasimin gerekli oldugu bilinmektedir (Ashford ve ark 1993).
Brezilya’da yapilan ¢alismalarda da gosterildigi gibi enfekte kopeklerin eliminasyonunun,
uzun vadede hastalikla yapilan miicadeleye yardim etmedigi, enfekte insan ve kopek
sayisint azaltmadigi belirlenmistir (Dantas-Torres ve ark 2006, Nunes ve ark 2008). Bu
bilgiler 1s18inda enfekte hayvanlarin eliminasyonu hastaligin yaratmis oldugu tehlikeyi
ortadan kaldirmamaktadir. Ayrica yapilan c¢aligmalarda, klinik evresi III veya IV olarak
degerlendirilen kopeklerin sagaltimla bile klinik olarak iyilesmelerinin zor oldugu ifade
edilmekle birlikte hasta sahibinin istegi disinda, Otanazi edilmesi veya eliminasyonu
tarzinda bir ifadeye rastlanilmamistir. Bu agidan hayvan refahi da diislintildiigiinde enfekte
hayvanlarin kontrol ve sagaltim altina alinmasi en uygun yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Farkli sagaltim protokollerinde uzun siireli takip edilen kopeklerin sagaltiminda daha iyi
sonuglar elde edildigi ve sagaltimda klinik takibin ¢ok 6nemli oldugu da pek cok arastirici
tarafindan da bildirilmektedir (Miro ve ark 2009, Torres ve ark 2011).

Kopeklerde visseral leishmaniasin irk, cinsiyet ve yas predispozisyonuna bagli
olmadigi, ancak kirsal bolgelerde bulunan kopeklerin ve av kdpeklerinin hastaliga
yakalanma riskinin daha fazla oldugu bildirilmektedir (Moreno ve Alvar 2002). Bu
kapsamda endemik bolgelerde, kum sinekleri i¢in uygun ¢evresel sartlar ortaya ¢iktiginda,
bir kopegin bir saat icersinde 100’ den fazla 1siriga maruz kalabildigi ve bu 1siriklart yapan
kum sinekleri icerisinde enfekte sineklerin oranimin % 10,5’e kadar ulasabildigi rapor
edilmistir (Bettini ve ark 1986). Endemik bolgede yasayan o6zellikle gece boyu digarida
duran kopeklerin siirekli olarak parazitle karst karsiya kaldiklarinin unutulmamasi
gerektigi rapor edilmistir (Berrahal ve ark 1996). Bu ¢alismada Leishmania spp. ile enfekte
oldugu tespit edilen toplam 17 kdpegin kum sinegine maruz kalacak sekilde bahge gibi, ev
ortamindan uzak bir yerde bakildigi Ogrenilmistir. Bu bilgiler 1s18inda iilkemizde de
endemik bdlgelerde o6zellikle gece boyunca disarida kalan kopeklerin detayli olarak

incelenmesi gerekliligi karsimiza ¢ikmaktadir.
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Kopek visseral leishmaniasisinde inkiibasyon siiresinin uzun olmasindan dolay1
hastaligin ¢ok geng ve ¢ok yasl kopeklerde daha az goriildiigii bildirilmektedir (Denerolle
1996, Noli 1999, Solano-Gallego ve ark 2009). Ancak bu ¢alismada 8 aylik ve 12 yasinda
olan enfekte kopekler de tespit edilmistir. Bu durum bildirimlerle uyumlu degildir. Sekiz
aylik bir kopekte hastaligi tespit edebilmemizin son yillarda yapilan caligmalarda da
bildirildigi gibi transplesantal yolla bulagsma (Rosypal ve ark 2005, Silva ve ark 2009) ile
iliskili olabilecegi ve 12 yasinda bir kopekte ise hastaligin belirlenmesi bazi arastiricilarin

da degindigi gibi (Baneth 2005) hastanin immun durumuna dayandirilabilir.

Kopek visseral leishmaniasisin gerek erkek gerekse disilerde esit oranda goriildiigii,
ancak erkek kopeklerin disilere gore hastaliktan daha cok etkilendigi rapor edilmistir
(Slappendel 1988, Martinez ve Lleret 1992, Denerolle 1996, Ciaramella ve ark 1997,
Gallego ve ark 2009). Bu ¢alismada da VL tespit ettigimiz toplam 17 kdpekten, 9’unun
erkek, 8’inin ise disi oldugu belirlenmistir. Bu durum yazarlarin ¢aligmalar1 ile uyumluluk

gostermektedir.

Konagin genetik gecmisi hastalifa karsi olusan direng veya duyarlilik agisindan
biiyiik 6nem arz etmektedir (Ferrer ve ark 2002). Dogal seleksiyona dayanikli sokak
kopekleri ve yerli irklarinin endemik bolgelerde parazite karsi daha etkili immun yanit
verebildigi bildirilmistir (Solano-Gallego ve ark 2000). Bu ¢alismada KVL tespit ettigimiz
toplam 17 kdpegin, 9’unun melez 1tk oldugu belirlenmistir. Bu durum iilkemizde sokak
kopegi sayisi ve bakima muhta¢ melez kopek sayisinin fazla olmasi nedeniyle hayvan
severlerin oOzellikle bu kopeklere ilgi gostermesiyle iligkili olabilecegi diisiincesini

olusturmaktadir.

Visseral leishmaniasis ile dogal enfekte kopekler, ortaya konan patogenez hipotezinin
kanitlanmasinda en iyi saglamakla birlikte, enfeksiyonun zaman icersinde degiskenlik
gosterebilmesi, her kopegin duyarlilik ve direnglilik 6zelliginin katagorize edilmesinin
zorlugu, klinik bulgularin sayisinin degisken olmasi, farkli siddette klinik bulgularin
degerlendirme altina alinmasi ve es zamanli hastaliklarin olast etkisi gibi bazi dogal
sakincalar bulunmaktadir. Deneysel enfekte edilen kopeklerde ise bu dezavantajlar1 agmak
daha kolaydir. Ancak bu caligmalarda, genel olarak konak direncini asacak dozlarda
inokulasyonlar yapilmakta bunun sonucunda da elde edilecek sonuglar parazitin enfekte

evresine (promastigot veya amastigot), enfeksiyonun ilerleyis yoniine, inokulasyonun
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biiyiikliigiine bagl olarak degismektedir (Slappendel ve Ferrer 1998, Gradoni ve ark 2005,
Petanides ve ark 2008). Kopek visseral leishmaniasisde eszamanli, enfeksiy6z hastaliklar
(monositik  ehrlichiosis, babesiosis, anaplasmosis, bartonellosis, hepatozoonosis,
dirofilariosis, spirocercosis, demodikosis, sarkoptik uyuz), immun—mediatér hastaliklar
(pemfigus foliaseuz, sistemik lupus eritematosus), endokrinopatiler (hipotiroidizm) ve
cesitli neoplazilerle (hemanjiosarkoma, lenfoma, miyeloma, histiositoma, transmissible
venereal tiimor) karsilagilabilecegi rapor edilmistir (Slappendel ve Ferrer 1998, Levy ve
ark 2006, Mylonakis ve ark 2006, Mylonakis ve ark 2008, Petanides ve ark 2008). Bu
calismada Leishmania spp. ile enfekte oldugu belirlenen toplam 40 kopek bazi es zamanli
hastaliklar yoniinden arastirilmis ve bu kopekler arasindan 14’{iniin ehrlichiosis, 4’liniin
diroflarosis, 2’sinin hipotiroidizm olduklar1 tespit edilmistir. Endemik boélgelerde siklikla
goriilen ve kronik seyirli olmasi nedeniyle KVL’ye eslik eden sporadik hastaliklarla
karsilasilabilecegi bildirilmistir (Gaskin ve ark 2002, Miranda ve ark 2008). Bu durum,
kopeklerin bakim besleme kosullariyla, eszamanli hastaliklarin ve KVL’nin kopeklerin
bagisiklik sistemine etkisi (immunsupresyon) ile agiklanmaya calisilmistir (Cringoli ve ark
2002). Bununla birlikte KVL ile enfekte kopeklerde hiicresel bagisikligin siddetli olarak
baskilanmasinin eszamanli hastaliklara karsi duyarliligin artmasina sebep olabilecegi de
vurgulanmaktadir (Gaskin ve ark 2002). Ayrica hipotezler arasinda bunun tersinin de

diisiiniilmesi gerektigi bildirilmistir (Cringoli ve ark 2002).

Kopeklerde VL’nin sagaltimi icin allopurinoliin terapotik etkinligi {izerine bir¢ok
caligma yapilmis (Caveliero 1999, Pasa ve ark 2005, Manna ve ark 2008, Torres ve ark
2011), allopurinoliin tek basmna veya diger ilaglar ile kombine olarak uygulanmasinin
genellikle klinik iyilesme sagladigi; ancak, serolojik ve parazitolojik iyilesmeyi
saglayamadigi rapor edilmistir (Caveliero 1999, Pasa ve ark 2005, Manna ve ark 2008).
Yapilan literatiir taramalarinda VL’li kopeklerin sagaltiminda allopurinoliin domperidon
ile kombine kullanimi1 hakkinda bir bilgiye rastlanilmamistir. Bu ¢alismada Leishmania
spp. ile enfekte 17 kopek iki gruba ayrilarak sagalttimi ve kontrol altina alinmasi, elde
edilen verilerin KVL’nin sagaltiminda mevcut sagaltim prosediirlerine bir alternatif olarak
domperidon ve allopurinol kombinasyonu ile yan etkisi minimalize edilmis, kisa siirede

etki eden, maliyeti ucuz bir sagaltim protokolii olusturulmaya ¢aligilmistir.

Kopek visseral leishmaniasisin parazitolojik tanisi, kemik iligi, lenf yumrulari, deri

veya periferal kan gibi enfekte doku ve organlardan alinan 6rneklerinde Leishmania
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amastigotlarinin mikroskobik olarak goriilmesiyle konulur (Alvar ve ark 2004). Ancak
amastigotlarin goriilme olasiginin diisiik olmasi nedeniyle (Alvar ve ark 2004), hastaligin
tanist1 serolojik yontemler (IFAT, ELISA, DAT) ve farkli dokularda PZR ile Leishmania
DNA’sinin tespit edilmesiyle konulabilmektedir (Meredith ve ark 1995, Gradoni 2002,
Alvar ve ark 2004, Baleeiro ve ark 2006). Bu ¢alismada, hastaligin tanis1 17 kopekte IFAT
ile anti-Leishmania antikor titrelerininin 1/128 ve lizerinde olmasiyla ve 14 kopekten
alman lenf yumrusu aspiratlarindan yapilan yayma preparatlarin  mikroskobik

incelemesinde 12 kopekte amastigotlarin goriilmesiyle konulmustur.

Visseral leishmaniasisli kopeklerde klinik bulgular, parazitin viriilensine, konak
genetigine, konagin immun yanitina ve es zamanl hastaliklarin varligina (Slappendel ve
Ferrer 1998, Levy ve ark 2006, Mylonakis ve ark 2006, Mylonakis ve ark 2008, Petanides
ve ark 2008) gore degisiklik gostermektedir (Ciaramella ve ark 1997, Slappendel ve Ferrer
1998, Koutinas ve ark 1999). Hastalikla iliskili olarak paraziti tasidigi halde higbir klinik
bulgu gostermeyen kopekler asemptomatik, en az iki klinik bulgu gosterenler
oligosemptomatik, belirgin {i¢ ya da daha fazla klinik bulgu gosterenler polisemptomatik
olarak nitelendirilmektedirler (Saridomichelakis 2009). Bu caligmada her iki grupta
bulunan enfekte kopeklerin klinik bulgularmin tipi ve sayisinda farklilik gozlenmis ve
polisemptomatik olarak nitelendirilmistir. Nitekim sagaltim 6ncesi VL’li 17 kopegin
16’sinda genaralize lenfadenopati, 15’inde deri lezyonu, 14’iinde kilo kaybi, 8’inde
depresyon, 8’inde okuler lezyon, 7°sinde istahsizlik, 5’inde miik6z membranlarda
solgunluk, 4’iinde onychogryphosis, 4’iinde epistaksis, 1’inde viicut sicaklig artis1 ve 1
kopekte ise glossitis belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu ¢alismada sagaltim Oncesi belirlenen
bulgular arastiricilarin (Ciaramella ve ark 1997, Slappendel ve Ferrer 1998, Koutinas ve

ark 1999) bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Visseral leishmaniasisli kopeklerde goriilen en genel hemato-biyokimyasal bulgular
anemi ve trombositopeni, hiperproteinemi, hiperglobulinemi ve hipoalbuminemidir
Ciaramella ve ark 1997, Slappendel ve Ferrer 1998, Koutinas ve ark 1999) (Cizelge 2.5).
Calismada VL’li kopeklerde sagaltim Oncesi belirlenen en 6nemli hemato-biyokimyasal
bulgular diger arastiricilarin (Ciaramella ve ark 1997, Slappendel ve Ferrer 1998, Koutinas
ve ark 1999, Pasa ve ark 2005) bulgulariyla paralellik gostermektedir. Bu caligmada
KVL’de goriilen hemato-biyokimyasal bulgular anemi, hipoalbuminemi ve

hiperglobulinemi olarak belirlenmistir. Criamella ve ark (1997) visseral leishmaniasisli
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kopeklerde sagaltim 6ncesi belirlenen hemato-biyokimyasal bulgularin hastaligin siddeti
ve konagm immun yaniti ile iligkili olabilecegini rapor etmislerdir. Visseral leishmaniasisli
kopeklerde aneminin epistaksis sonucu olusan kan kayiplari, otoantikorlar ve
immunkompleksler sebebiyle eritrositlerin membran dayanikliklarinin azalmasi, kronik
enfeksiyonlar, demir yetmezligi, kronik bdbrek yetmezligi, eritroid displazisi,
eritropoesisin  azalmasi ve ehrlichiosis gibi es zamanli enfeksiyonlar nedeniyle
olusabilmektedir (De Luna ve ark 2000). Hipoalbuminemi ve hiperglobulineminin ise
kronik yangi sebebiyle meydana gelen bobrek, karaciger ve bagirsak patolojilerinden
olustugu, temel olarak da artmis gamma—globulin ve bazen de artmis alfa—2 ve beta—
globulin konsantrasyonlar1 sebebiyle sekilenebildigi rapor edilmistir (Romdane ve ark

1992, Corona ve ark 2004).

Kopeklerde VL’nin sagaltiminda allopurinol ile sodyum stiboglukonat ve
glukantim gibi antimon bilesiklerinin kombinasyonu en sik kullanilan sagaltim
protokollerindendir (Denerolle ve Bourdoiseau 1999, Pasa ve ark 2005). Ancak antimon
bilesiklerinin parazitolojik iyilesmede yetersiz olusu, Leishmania suslarinda ilaca karsi
direng gelisimi, hastaligin klinik olarak niiks etmesi, toksik etkilerinin fazla olusu, fiyatinin
pahali olmasi ve zor bulunmasi nedeniyle sagaltimda biiyilik giicliikkler yasanmaktadir
(Strauss—Ayali ve Baneth 2000, Baneth ve Shaw 2002, Pasa ve ark 2005, Frezard ve ark
2009).

Purin analogu olan allopurinoliin etki mekanizmas1 parazitin niikleotidleri
tarafindan metobolize edilerek adenin niikleotidinin birlesimine, RNA diziliminin
olusumuna ve protein sentezlemesine engel olmasiyla ger¢eklesmektedir (Cavaliero ve ark
1999, Pasa ve ark 2005). Kopeklerde VL’nin sagaltimi icin allopurinoliin terapotik
etkinligi tizerine birgok c¢alismada allopurinoliin tek basina ve kombine sagaltimin
genellikle kisa siirede klinik iyilesme sagladigi; ancak, parazitolojik iyilesmeyi
saglamadig1 rapor edilmistir (Caveliero 1999, Pasa ve ark 2005, Manna ve ark 2008,
Torres ve ark 2011). Allopurinoliin yalniz basina kullanildigi veya kombine sagaltim
protokollerine dahil edildigi calismalarda 8 ile 12 ay arasinda kullanilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Caveliero 1999, Pasa ve ark 2005, Manna ve ark 2008, Torres ve ark
2011). Ancak, kombine sagaltim protokollerinin etkinliginin degerlendirilmesinde
allopurinoliin klinik iyilegsme olana kadar kullanildig1 da goriilmektedir (Pasa ve ark 2005).

Bununla birlikte allopurinoliin ancak 2. aydan sonra klinik iyilesme saglayabildigi de
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klinik tecriibelerle goriilmiistiir. Bu calismada allopurinoliin hem kombine sagaltim
grubunda hem de allopurinoliin yalniz basina kullanildig1 grupta 3 ay siire ile kullanilmasi
ile erken donemde allopurinoliin etkinliginin kombine sagaltim protokolii ile
karsilastirmak, kisa siirede etki edebilecegi diisiiniilen bir sagaltim protokolii olusturmak,
hasta sahiplerinin sagaltimi hem takip etmelerini rahatlatarak hem de uygulanan sagaltim
protokoliine sadik kalmalarmi saglamak, ucuz bir maliyet ¢ikartarak sagaltim

protokollerine bir alternatif yaratilmistir.

Son yillarda kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda domperidonun ucuz bir
ilag olmasi, oral olarak uygulanabilmesi, yan etkilerinin olmamasi ve kolay bulunmasi
nedeniyle alternatif bir sagaltim segenegi olabilecegi rapor edilmistir (Gomez—Ochoa ve
ark 2009). Kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda domperidonun etkinligi Kklinik
bulgularda iyilesme, anti—Leishmania antikor titresinde 6nemli diizeyde diisme ve serum
prolaktin seviyesinde onemli artisla degerlendirilebilmektedir (Gomez—Ochoa ve ark
2009). Leishmania parzitine karsi domperidonun etki mekanizmasinin serum prolaktin
seviyesindeki artig sonucu serum CD4+Thl1 alt gruplarinda da artisa, interlokin (IL)-2, IL—
12, interferon (INF)—c ve tiimér nekrosiz faktor (TNF) salimmina, dogal oldiiriicii
hiicrelerinin olusumuna ve makrofaj aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmektedir (Di Carlo
ve ark 1993, Majumder ve ark 2002, Gomez—Ochoa ve ark 2009). Bir ¢alismada, KVL’in
sagaltiminda domperidonun yalniz basina 1 ay siire ile uygulanmasinin diger ilaclar gibi
tam bir parazitolojik iyilesmeyi saglamadigi; fakat, diisiik parazit yiikli hayvanlarda klinik
iyilesmeyle birlikte antikor titrelerinde de azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Noli ve
Auxilia 2005, Gomez—Ochoa ve ark 2009). Bu nedenle VL’li semptomatik kopeklerde
domperidon ile daha farkli sagaltim protokollerinin uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu calismada visseral leishmaniasis tanisi konulan hayvanlara, oral olarak 2 mg/kg dozda
1 ay siire ile domperidon ve 30 mg/kg dozda 3 ay siireyle oral olarak allopurinoliin
kombine uygulandigi grupta 9 kopegin 8’inin allopurinoliin yalniz basma kullanildig:
gruba gore daha fazla sayida klinik bulguya sahip olmalarina ragmen ilk 15 giin icerisinde
klinik 1yilesme egiliminde oldugu ve yasam kalitelerinin her gecen giin artti1 belirlenmis
ve uygulanan kombine sagaltim ve yapilan takip siiresince (Cizelge 4.4, 4.5) higbir yan etki
tespit edilmemistir. Ayrica yaklasik 20 kg canli agirliga sahip VL’1i bir kdpekte kombine
sagaltim protokoliiniin yaklasik olarak toplam 35 TL gibi oldukca ucuza mal oldugu da

saptanmistir. Buna karsin allopurinoliin tek bagina ayn1 dozda kullanildig grupta ise ilk bir
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ay icersinde klinik iyilesmeye rastlanamamis, ancak 30. giinden itibaren sadece 4 kopekte

hafif diizeyde iyilesme belirlenebilmistir.

Klinik iyilesmeyi takiben domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandig1 grupta
WBC, RBC, PCV ve alb degerlerindeki degisim allopurinoliin tek basina uygulandig
gruba gore istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Bu ¢alismada domperidon ile
allopurinoliin kombine olarak kullanildigi biitin kopeklerde sagaltim siiresince klinik
iyilesmeyi takiben albumin konsantrasyonlarindaki artigin, globulin
konsantrasyonlarindaki azalisin belirlenmesi kombine sagaltimin allopurinoliin yalniz
basina kullanildig1 gruba gore daha iyi yanit vermesiyle iligkilendirilebilir. Bu ¢alismada
domperidon ve allopurinoliin kombine kullanildigi sagaltim grubundaki kopeklerde klinik
iyilesmeden sonra 2 kopekte albumin konsantrasyonlart normale donerken 7 kopekte
azalma belirlenmistir. Buna karsin allopurinoliin tek basina uygulandig1 sagaltim grubunda
klinik iyilesmelerden sonra hi¢ bir kopegin albumin konsantrasyonlarinin normale
donmedigi tespit edilmistir. Domperidon ve allopurinoliin kombine kullanildig1 sagaltim
grubundaki kdpeklerde klinik iyilesmeden sonra 3 kopekte globulin konsantrasyonlarinda
azalma egilimi goriiliirken, allopurinoliin tek basina uygulandigl sagaltim grubunda ise
klinik iyilesmelerden sonra 2 kdpekte globulin konsantrasyonlarinin azalma egilimi
gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismada sagaltim siiresince leishmaniasisli hayvanlarin
klinik olarak iyilesmelerine ragmen hemato-biyokimyasal bulgularinda tam bir diizelme
goriilmemesi, pek ¢ogunda meydana gelen immunopatolojik mekanizmalarin devam

etmesiyle iligkilendirilebilir.

Visseral leishmaniasisli kdpeklerde sagaltim etkinliginin takibinde IFAT, ELISA ve
western blood gibi birgok serolojik metodlar kullanilmaktadir (Vercammen ve ark 2002,
Pasa ve ark 2005). Hastalikta sagaltimin takibinde ve hasta hayvanin durumunun
kontroliindeki en ideal yolun, hastalardan farkli zamanlarda alinan serum Orneklerinde
IFAT ile antikor kinetiginin takip edilmesi oldugu rapor edilmistir (Anderson ve ark 2006).
Hastaligin sagaltiminda klinik iyilesmeye paralel olarak spesifik antikor titrelerinde
azalmanin olabildigi (Vercammen ve ark 2002) veya bir degisimin olmadig1 rapor
edilmistir (Ferrer ve ark 1995). Bu calismada sagaltim Oncesi her iki gruptaki biitlin
kopeklerde spesifik antikor titreleri yiiksek bulunmus ve biitiin hayvanlardan elde edilen
serum Ornekleri sagaltim periyodu sonunda paralel olarak g¢alisilmistir. Domperidon ve

allopurinoliin kombine kullanildigi grupta sagaltim sonunda klinik iyilesmeye paralel
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olarak anti—Leishmania antikor titrelerinin 7 kopekte (%77,7) azaldigi, iki kopekte ise
stabil kaldig1 belirlenmistir. Allopurinoliin yalniz basmna uygulandigi grupta anti—
Leishmania antikor titrelerinin 2 kopekte arttigi, 2 kopekte stabil kaldigr ve 4 kopekte ise
azaldig1 saptanmistir. Gomez-Ochoa ve ark (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
domperidonun yalniz basina uygulandigi VL’li kopeklerin biiyiikk ¢ogunlugunda anti—
Leishmania antikor titrelerinde artisin goriilmedigi ve bu durumun antijenik uyarimin
azalmasiyla iliskilendirilebildigi rapor edilmistir. Arastiricilar (Martinez-Moreno ve ark
1995, Solano—Gallego ve ark 2001) visseral leishmaniasisli kopeklerde belirlenen yiiksek
antikor diizeyleri farkli dokularda parazitin yayginlhig: ile iliskili olabilecegini rapor
etmiglerdir. Bu g¢alismada sagaltim siirecinde IFAT ile elde edilen antikor titrelerinin
kombine sagaltim uygulanan grupta yiiksek oranda azalma gostermesi domperidon ve
allopurinoliin kombine olarak kullanildig1 gruptaki hayvanlarin sagaltima daha iyi yanit
verdikleri seklinde yorumlanabilir. Ayrica domperidonun yalniz basina uygulandigi
Gomez-Ochoa ve ark (2009) tarafindan DAT ile yapilan ¢alismada 90. giinde saglanan
antikor diisiisii kombine sagaltima alinan 7 kopekte daha kisa bir siirede (15. giin) elde

edilebilmistir.

Visseral leishmaniasisli  kopeklerin sagaltiminda allopurinol ve meglumin
antimoniatin kombine kullanimi sonucunda daha yiiksek bir parazitolojik iyilesmeye
ulasildig1 belirlenmistir (Roura ve ark 1997). Koutinas ve ark (2001) allopurinoliin tek
basina uygulandigit VL’li kopeklerde, meglumin antimoniatin tek basmna uygulandig
hayvanlara gore parazitolojik iyilesmenin daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Pasa ve ark
(2005) yilinda yaptiklari bir ¢calismada ise allopurinol ve sodyum stiboglukonatin 1 ay siire
ile kombine kullanildigi, daha sonra allopurinoliin yalniz bagina uzun siireli sagaltim
sonucunda VL’li 7 kopegin 3’linden aldiklar1 lenf yumrusu yayma preparatlarinda
amastigotlara rastlamadiklarint bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, sagaltim oncesi 17 kdpegin
14’linden alinan lenf yumrusu aspiratlarinin incelenmesinde 12 képekte (%70,5) amastigot
belirlenmistir. Domperidon ve allopurinol ile kombine sagaltima alinan gruptaki
kopeklerin 6’sinda 15. giinden, 2’sinde ise 60. giinden itibaren amastigot saptanmamaistir.
Allopurinoliin yalniz basima uygulandigi grupta ise amastigot tespit edilen 4 kopegin,
2’sinde 60. gilinden, 1’inde 30. giinden, I’inde ise 90. giinden itibaren amastigot
saptanmamistir. Bu ¢alismada domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi

kopeklerin allopurinoliin yalniz basina verildigi sagaltim protokoliine gore savunma
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sisteminin birinci karakollar1 olarak isimlendirilen lenf yumrularinda daha erken donemde
parazite rastlanamamasmin kombine sagaltim protokoliiniin enfeksiyon siddetini erken

donemde azaltmasiyla iliskilendirilebilir.

Visseral leishmaniasisli kopeklerde PZR sonuclar1 ile seroloji sonuglarinin
paralelligi konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir. Visseral leishmaniasisli kopeklerde
PZR tekniginin kullanilmasi sonucunda pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin Leishmania
yoniinden seronegatif (Olivia ve ark 2006), PZR ile negatif olan kdpeklerin ise serolojik
olarak pozitif olabildikleri rapor edilmistir (Solano-Gallego ve ark 2009). Yapilan bir
calismada kanin, deri ve lenf yumrulariyla karsilagtirllmasinda PZR yontemiyle
Leishmaniasisin tanisinda kanin en iyi ornek olmadigi rapor edilmistir (Strauss-Ayali ve
ark 2004). Manna ve ark (2008) KVL’de parazit i¢in kanin bir rezervuar doku olmadigi,
yalnizca dokulara yerlesmesi amaciyla kisa bir siire i¢in bir yol olarak kullanildigi
belirlenmistir. Bunun yaninda PZR’nin duyarlilig1 primerler, hedefin kopya sayisi, DNA
ekstraksiyon metodu, biyolojik materyal, PZR protokolii, érnek alim ve orneklerin
hazirlanmasindaki hatalar gibi degisik faktorlere bagl olarak da degistigi rapor edilmistir
(Alvar ve ark 2004, Cortes ve ark 2004, Baneth ve Aroch 2008). Bu calismada sagaltim
Oncesi ve sagaltim siiresince her iki gruptaki kopeklerden EDTA’l1 tiipler igerisine kan
ornekleri alinmis ve bu oOrneklerden buff—coat’lar c¢ikartilarak PZR ¢alisiimistir. Bu
calismada her iki grupta sagaltim oncesi IFAT ile serolojik olarak pozitif tespit edilen 17
kopegin yalnizca 4’tinde PZR ile Leishmania DNA’s1 tespit edilmistir. Leishmania DNA’s1
tespit edilen bu 4 kopegin yalniz basina allopurinol ile sagaltima alinan grup igerisinde
oldugu ve sagaltim siiresince 1’inin Leishmania yoniinden PZR ile pozitif oldugu diger 3
hayvanin ise negatif oldugu belirlenmistir. Ancak, bu bulgular 1s18inda klinik olarak VL
stipheli kopeklerde kandan tek bir negatif veya pozitif PZR sonucu ile enfeksiyonun ortaya
cikarilmasinin giivenilir bir tan1 yontemi olmadigi, diger parazitolojik testlerle birlikte
degerlendirilmesinin daha faydali olabilecegi bir¢cok arastirici tarafindan vurgulanmistir

(Alvar ve ark 2004, Cortes ve ark 2004, Baneth ve Aroch 2008).
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6. SONUC VE ONERILER

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan leishmaniasisin kontrolii amaciyla enfekte
kopeklerin tespitinin, etkin sagaltim yonteminin ve vektor kontrolii gibi Gnlemlerin
alimmasinin gerekli oldugu onemle vurgulamaktadir. Ancak bu Onerilerin, kullanilan
insektisidlere karsi vektoriin, sagaltimda kullanilan ilaglara karsi etkenin direng kazanmasi
ve bu ilaglari istenen etkileri saglayamamasi gibi nedenlerden dolay: ciddi sikintilar ortaya
cikmaktadir. Hastaliktan korunmak igin kopeklerin  Phlebotomus’larla temasinin
azaltilmas1 ve visseral leishmaniasise karsi asmin veya daha etkili bir sagaltim
protokoliiniin gelistirilmesi gibi alternatif stratejilerin uygulamaya gegirilmesinin gerekli

oldugu bilinmektedir.

Bu ¢alismada, KVL’nin sagaltiminda parazitin protein sentezlemesini engelleyen
allopurinol ile dopamin D2 reseptér antagonisti olan, prolaktin hormon tiretimini arttirarak
bagisiklik sisteminin hastaliga karst daha iyi yanit vermesini sagladigi bildirilen
domperidonun kombine kullaniminin etkinliginin arastirilmast amaglanmistir. Bu
calismada, elde edilen veriler ile mevcut sagaltim prosediirlerine bir alternatif olarak yan
etkisi minimalize edilmis, kisa siirede etki eden, maliyetleri ucuz bir sagaltim protokolii

olusturulmaya ¢aligilmistir.

Elde edilen sonuglara gore Leishmania spp. ile enfekte kopeklerde domperidon (2
mg/kg) ve allopurinol (30 mg/kg) kombinasyonunun kullanilmasinin allopurinoliin yalniz
basina Kkullanilmasina gore klinik, hematolojik, biyokimyasal, serolojik ve parazitojik
olarak daha basarili sonuglar verebildigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile simdiye kadar
kullanilan ilaglar ve ilag kullanim protokollerine gore yan etkisi minimalize edilmis, kisa

stirede etki edebilen, maliyetleri ucuz bir alternatif sagaltim protokolii olusturulmustur.

Kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda kombine olarak kullanilan domperidon
ve allopurinoliin hastaligin  klinik belirtilerinin azalmasinda, hematobiyokimyasal
bulgularin diizelmesinde, hastaligin kontroliinde ve anti-Leishmania antikor titrelerinin
azalmasinda etkili olabildigi kanisina varilmistir. Ancak domperidon’un farkli dozlariyla,
cok sayida enfekte kopekte domperidon ve allopurinoliin kombine kullanimiyla ve
kombine sagaltim protokolunun uzun siireli takibiyle yapilacak ¢alismalardan elde edilecek

verilere gereksinim duyulmaktadir.
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OZET

ATASOY A. Kopek Visseral Leishmaniasisin Sagaltiminda Allopurinol ve

Domperidon’un Kombine Kullaniminin Etkinligi

Visseral leishmaniasisli kopeklerin sagaltiminda kullanilan ilaglarin klinik ve
ozellikle parazitolojik iyilesmede yetersiz olusu, Leishmania suslarinda ilaca karsi direng
gelisimi, hastaligin klinik olarak niiks etmesi, toksik etkilerinin fazla olusu, ilaglarin pahali

olmasi ve zor bulunmasi nedeniyle sagaltimda zorluklarla karsilasilmaktadir.

Gastrik prokinetik ve anti-emetik olarak kullanilan D2 reseptor antagonisti
domperidonun, son yillarda KVL’nin sagaltiminda kullanildigi ve serum prolaktin
seviyesinde onemli artisla birlikte anti—Leishmania antikor titresini 6nemli diizeyde azalma
ve klinik iyilesmeyi saglamasi, allopurinoliin ise klinik iyilesmeyi saglamasi, fiyatinin
ucuz olmasi, kolay bulunmasi, yan etkilerinin minimal diizeyde olmas1 ve oral verilmesi
nedeniyle KVL’nin sagaltiminda kullanildigi belirlenmistir. Bu ¢alismada, VL’li
kopeklerin sagalimimda domperidon ile allopurinoliin kombine kullanimimin etkinligi
amaclanmistir. Bu ¢alismada klinik bulgulara, lenf yumrusu aspiratlarinda amastigotlarin
tanimlanmasina ve serolojik testlerden IFAT ile pozitif saptanmasina gére VL tanisi
konulan 17 kdpek kullanilmistir. Visseral leishmaniasis tanist konulan hayvanlar, rasgele
secilerek 2 gruba ayrilmis, ilk gruptaki VL’li kopeklere domperidon oral olarak 2 mg/kg
dozda 1 ay siire ile allopurinol ise 30 mg/kg dozda 3 ay siireyle oral olarak, giinde 1 kez
verilmistir. Ikinci grupta bulunan enfekte kdpeklere ise allopurinol yalniz basina 30 mg/kg
dozda oral olarak, 3 ay siireyle, giinde 1 kez uygulanmistir. Her iki gruptaki VL’li
hayvanlarin sagaltim oncesi (0. giin) ve sagaltim siiresince (15., 30., 60. ve 90. gilinlerde)

klinik, hemato-biyokimyasal, parazitolojik ve serolojik muayeneleri yapilmustir.

Bu c¢alismada domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi gruptaki
hayvanlarin ilk 15 giin igerisinde klinik iyilesme egiliminde oldugu buna karsin
allopurinoliin tek basina kullanildigi grupta ise ilk bir ay iginde klinik iyilesmeye
rastlanilmadigi, ancak baz1 kopeklerde 30. gilinde hafif diizeyde iyilesme oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte domperidon ve allopurinoliin kombine uygulandigi grupta
klinik iyilesmeyi takiben WBC, RBC, PCV ve albumin degerlerindeki degisimin

allopurinoliin yalniz basina uygulandigi gruba gore istatistiksel olarak 6nemli oldugu
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bulunmustur (p<0,05). Domperidon ve allopurinol ile kombine sagaltima alinan grupta
bulunan ve lenf yumrusu aspiratlarinda amastigot tespit edilen 8 kopegin 6’sinda 15.
giinden, 2’inde ise 60. giinden itibaren amastigot saptanamamistir. Allopurinoliin yalniz
basina uygulandig1 grupta ise amastigot tespit edilen 4 kopegin, 1’inde 30. glinden, 2’sinde
60. giinden, 1’inde ise 90. giinden itibaren amastigot saptanamamistir. Domperidon ve
allopurinoliin kombine kullanildig1 grupta sagaltim sonunda klinik iyilesmeye paralel
olarak anti—Leishmania antikor titrelerinin 7 kopekte (%77,7) azaldigi, iki kopekte ise
stabil kaldig1 belirlenmistir. Bununla birlikte allopurinoliin tek basina uygulandigi grupta
anti-Leishmania antikor titre diizeylerinin 2 kopekte arttigi, 2 kopekte stabil kaldigr ve 4

kopekte ise azaldigi saptanmastir.

Kopek visseral leishmaniasisin sagaltiminda kombine olarak kullanilan domperidon
ve allopurinoliin, allopurinoliin yalniz basma kullanildig1 gruba gore hastaliin klinik
belirtilerinin azalmasinda, hematobiyokimyasal bulgularin diizelmesinde, hastaligin

kontroliinde daha etkili olabildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Allopurinol, Domperidon, Kopek, Leishmania, Sagaltim
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SUMMARY

ATASOY A. Domperidone and Allopurinol Combination Effectiveness in the Treatment

of Canine Visceral Leishmaniasis

Some concerns involving; deficiency of drugs for clinical and especially parasitological
cure that are used in treatment of visceral leishmaniasis, resistance developed within
Leishmania strains against drugs, relaps of clinical disease, excessive toxicological effects,

expensive prices and rarely finding of drugs cause difficulties at therapy.

Domperidone, a D2 receptor antogonist used as gastric prokinetic and anti-emetic,
has recently been used in the treatment of canine visceral leishmaniasis, provide significant
increase in serum prolactine level besides cause decrease in anti-Leismania antibody titers
by clinical remission, whereas allopurinol has also been used for the treatment of canine
visceral leishmaniasis because of clinical recovery, deemed as reasonably price, easily
availability, minimal side effects and oral usability. In the present study the aim was to
determine the efficacy of combined use of both domperidone and allopurinol in treatment
of dogs with visceral leishmaniasis. A total of 17 dogs diagnosed as visceral leishmaniasis
with clinical findings besides identification of amastigotes in lympoid nodules aspirates
and serological tests (IFAT) were enrolled in this study. Dogs with visceral leishmaniasis
were randomly divided into two groups: in first group dogs were treated with domperidone
at a dosage of 2 mg/kg per orally for one month period and plus oral allopurinol at a
dosage of 30 mg/kg once a day for 3 months period. In the second group infected dogs
were given allopurinol solely aat a dosage of 30 mg/kg once a day for 3 months period.
Dogs infected with visceral leishmaniasis in both gorups were examined clinically,
haemato-biochemically, parasitologically and serologically in pre-treatment (day 0) and

during treatment period.

In the present study in animals belonging to groups treated with domperidone and
allopurinol combination had tendency for recovery in the first 15 days, however in group
treated solely with allopurinol dogs did not recover in the first month. Besides in
domperidone and allopurinol combination group following clinical recovery variances in
WBC, RBC, PCV and albumin values were statistically significant (p <0.05) in contrast to
group involving solely allopurinol treated. In domperidone and allopurinol combination

group, in that amastigotes were diagnosed within lymph node aspirates, 6 out of 8 after 15
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days and in other 2 after 60 days amastigotes were nor detected furthermore. In group
with solely allopurinol application in dogs with amastigote diagnosis, 1 out of 4 after 30
days and in 2 after 60 days and in 1 after 90 days no more amastigotes were detected. In
domperidone and allopurinol combination group at the end of therapy period in paralel to
clinical recovery anti-Leishmania antibody titers were decreased in 7 (77%) and were
remained stabilised in 2 of dogs, respectively. Besides in group with solely allopurinol
application anti-Leishmania antibody titers were increased in 2 dogs and remained

stabilised and decrased in 2 and 4 dogs, respectively.

In conclusion it may be suggested that domperidone and allopurinol combination
therapy against canine visceral leishmaniasis may be more efficacious for relieving clinical
signs, remission of hematobiochemical signs, controlling of the disease and decreasing
anti-Leishmania antibody titers in contrast to alone allopurinol therapy.

Key Words: Allopurinol, Dog, Domperidone, Leishmania, Treatment
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EK 1. Domperidon ve Allopurinoliin kombine olarak kullanildig1 sagaltim grubunun zamana goére
hematolojik ve biyokimyasal sonuglari

Képek | Zaman | Tp | Alb | Glb | Ure | Kreatinin | ALT | AST | WBC | RBC | PCV | MCV | MCHC | PLT

(Giin) | (g/dl) | (g/dl) | (g/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (UIL) | (UL) | (20%un | (10%m) | (%) | (L) | (pg) | (109L)
1 0 782 | 248 | 534 | 30.10 0.66 19.30 | 47.90 | 597 464 | 3343 | 7200 | 31.80 | 141.00
1 15 818 | 288 | 530 | 33.20 061 17.90 | 45.00 | 4.94 432 | 3258 | 75.00 | 30.10 | 174.00
1 30 805 | 238 | 567 | 35.10 0.59 31.00 | 4150 | 158 854 | 61.00 | 71.00 | 33.30 | 35.00
1 60 752 | 261 | 491 | 29.60 0.68 63.20 | 4270 | 6.59 539 | 39.70 | 74.00 | 34.10 | 145.00
1 90 740 | 252 | 487 | 36.90 0.63 58.70 | 47.60 | 9.83 595 | 41.55 | 70.00 | 34.90 | 557.00
2 0 809 | 1.60 | 648 | 20.00 0.73 4230 | 66.60 | 15.23 266 | 1883 | 71.00 | 31.60 | 143.00
2 15 | 1034 | 207 | 827 | 38.80 0.87 3470 | 4754 | 629 619 | 26.80 | 43.00 | 33.00 | 443.00
2 30 851 | 207 | 644 | 4320 0.63 37.80 | 3450 | 12.62 502 | 33.10 | 66.00 | 34.60 | 373.00
2 60 | 11.03 | 1.73 | 930 | 6350 0.84 74.00 | 63.00 | 10.93 399 | 2525 | 63.00 | 31.40 | 134.00
2 90 894 | 155 | 739 | 57.60 1.32 59.90 | 37.30 | 13.94 6.00 | 41.19 | 69.00 | 24.40 | 388.00
3 0 7.00 | 296 | 404 | 54.80 1.68 49.90 | 28.80 | 12.79 315 | 19.82 | 63.00 | 31.70 | 199.00
3 15 7.76 | 268 | 508 | 48.60 1.22 56.50 | 20.30 | 13.69 389 | 2435 | 6300 | 3470 | 274.00
3 30 669 | 269 | 400 | 3630 1.10 33.80 | 2240 | 11.88 | 454 | 27.25 | 58.00 | 33.80 | 220.00
3 60 691 | 270 | 420 | 28.80 1.15 30.10 | 26.80 | 8.03 537 | 3305 | 6200 | 31.69 | 112.00
3 90 697 | 284 | 413 | 25.40 1.18 20.10 | 30.60 | 12.91 561 | 3463 | 6200 | 39.10 | 218.00
4 0 966 | 240 | 726 | 22.80 0.75 4520 | 3350 | 487 446 | 2917 | 65.00 | 37.70 | 194.00
4 15 877 | 206 | 670 | 29.20 0.92 50.40 | 41.30 | 7.09 484 | 3328 | 69.00 | 3340 | 171.00
4 30 925 | 210 | 715 | 31.20 0.89 38.20 | 39.80 | 6.21 496 | 3454 | 7000 | 3550 | 283.00
4 60 806 | 258 | 548 | 28.40 0.79 3320 | 2310 | 5.67 630 | 42.32 | 67.00 | 3630 | 274.00
4 90 818 | 240 | 579 | 2260 0.73 24.90 | 39.90 | 6.17 579 | 3657 | 63.00 | 39.20 | 224.00
5 0 1016 | 1.91 | 825 | 37.20 0.92 15.90 | 47.40 | 9.32 536 | 33.00 | 62.00 | 36.70 | 342.00
5 15 992 | 1.86 | 805 | 35.80 0.88 1420 | 4230 | 6.72 482 | 29.00 | 60.00 | 37.60 | 332.00
5 30 983 | 211 | 7.72 | 26.80 0.73 18.90 | 33.50 | 12.97 7.87 | 3800 | 69.00 | 32.60 | 297.00
5 60 | 10.82 | 245 | 837 | 2530 1.02 27.30 | 51.90 | 7.91 472 | 3082 | 6500 | 36.70 | 317.00
5 90 | 1121 | 247 | 874 | 2320 1.06 24.90 | 39.40 | 5.4 6.49 | 4309 | 66.00 | 31.70 | 326.00
6 0 576 | 310 | 266 | 2570 1.02 44.40 | 2580 | 853 652 | 42.24 | 65.00 | 36.80 | 296.00
6 15 620 | 3.09 | 311 | 23.80 0.92 38.70 | 24.20 | 9.69 617 | 41.83 | 68.00 | 3520 | 296.00
6 30 576 | 299 | 277 | 36.40 0.87 3540 | 21.70 | 959 580 | 39.22 | 68.00 | 37.30 | 291.00
6 60 618 | 320 | 297 | 32.00 0.92 60.80 | 2270 | 7.78 6.16 | 44.56 | 72.00 | 3450 | 297.00
6 90 576 | 314 | 262 | 27.60 0.79 68.20 | 22.30 | 7.97 626 | 43.26 | 69.00 | 35.80 | 298.00
7 0 1038 | 212 | 826 | 27.90 0.87 46.10 | 92.10 | 14.47 519 | 35.74 | 69.00 | 31.00 | 283.00
7 15 260 | 125 | 1.35 | 20.00 0.70 3060 | 59.70 | 11.31 568 | 36.60 | 64.00 | 33.50 | 406.00
7 30 705 | 232 | 473 | 20.00 0.72 36.40 | 44.30 | 5.44 818 | 52.96 | 65.00 | 33.40 | 259.00
7 60 806 | 252 | 554 | 26.40 0.93 68.10 | 37.30 | 8.02 6.46 | 42.31 | 65.00 | 33.40 | 385.00
7 90 891 | 259 | 632 | 2520 0.87 3370 | 2840 | 9.23 657 | 46.40 | 66.00 | 3320 | 367.00
8 0 610 | 1.46 | 4.73 | 235.00 6.62 16.30 | 42.30 | 15.40 208 | 1487 | 7200 | 30.10 | 201.00
8 15 606 | 152 | 454 | 131.00 3.65 1950 | 35.90 | 17.68 324 | 2152 | 66.00 | 305 | 431.00
8 30 507 | 140 | 368 | 88.70 2.94 1330 | 2550 | 13.13 289 | 1827 | 6300 | 3460 | 308.00
8 60 402 | 164 | 238 | 90.30 313 1040 | 26.60 | 12.97 299 | 1836 | 61.00 | 3490 | 258.00
8 E) 592 | 115 | 4.78 | 78.00 2.68 16.10 | 28.70 | 15.75 387 | 23.00 | 66.00 | 36.60 | 223.00
9 0 603 | 202 | 401 | 67.60 051 84.60 | 66.20 | 10.27 658 | 40.24 | 61.00 | 3510 | 158.00
9 15 575 | 153 | 422 | 58.20 0.63 66.40 | 7140 | 11.59 622 | 40.27 | 65.00 | 32.80 | 327.00
9 30 664 | 1.88 | 4.76 | 3850 0.60 4730 | 4910 | 695 505 | 3251 | 64.00 | 3410 | 168.00
9 60 595 | 1.73 | 422 | 50.10 0.60 39.00 | 51.20 | 805 6.68 | 42.04 | 6200 | 3250 | 225.00
9 90 6.88 | 1.99 | 489 | 38.60 0.78 27.90 | 3460 | 651 6.88 | 44.07 | 64.00 | 3440 | 523.00
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EK 2. Allopurinoliin tek bagina kullanildig1 sagaltim grubunun zamana gore hematolojik ve biyokimyasal

sonugclari
Kopek [ Zaman [ Tp [ Alb | Glb [ Ure | Kreatinin | ALT | AST | WBC | RBC | PCV | MCV [ MCHC | PLT

(Giin) | (g/dl) | (g/dl) | (g/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (U/L) | (UL) | (10%ul) | (10%uD) | (%) | (L) | (pg) | (10°9L)
1 0 869 | 248 | 621 | 65.20 1.26 2840 | 4320 | 1640 | 732 | 50.16 | 69.00 | 32.70 | 269.00
1 15 748 | 221 | 528 | 61.10 112 4210 | 6650 | 1363 | 565 | 39.10 | 69.00 | 3270 | 260.00
1 30 759 | 231 | 528 | 7050 112 5920 | 6040 | 1275 | 568 | 40.73 | 72.00 | 3420 | 288.00
1 60 7.04 | 2.00 | 5.04 | 43.70 133 4040 | 4750 | 10.07 566 | 38.86 | 69.00 | 3240 | 466.00
1 90 809 | 239 | 570 | 55.20 123 37.80 | 55.90 | 12.07 575 | 37.90 | 66.00 | 37.20 | 388.00
2 0 920 | 128 | 7.92 | 216.00 2.08 79.90 | 221.00 | 1601 | 468 | 28.00 | 69.00 | 3200 | 266.00
2 15 8.87 | 1.60 | 7.27 | 193.00 2.01 8120 | 183.00 | 1580 | 425 | 29.00 | 68.00 | 33.00 | 308.00
2 30 848 | 136 | 7.12 | 163.00 1.98 7320 | 198.00 | 16.69 501 | 27.00 | 69.00 | 3200 | 278.00
2 60 802 | 143 | 659 | 170.00 1.80 68.10 | 18300 | 1470 | 560 | 2600 | 68 | 3300 | 266.00
2 90 853 | 158 | 6.96 | 152.00 192 6820 | 169.00 | 1550 | 490 | 28.00 | 71.00 | 33.00 | 251.00
3 0 586 | 1.68 | 4.18 | 185.10 2.19 153 | 6530 | 1157 379 | 2802 | 74 | 346 | 150.00
3 15 643 | 171 | 502 | 191.00 563 | 18364 | 129.30 | 31.39 343 | 2388 | 70.00 | 30.40 | 277.00
3 30 791 | 1.05 | 651 | 147.00 432 | 15840 | 13290 | 2230 | 355 | 2465 | 7100 | 31.20 | 214.00
3 60 7.07 | 047 | 546 | 127.00 438 | 121.20 | 14400 | 2340 | 301 | 21.00 | 7400 | 30.80 | 198.00
3 90 6.26 | 0.28 | 4.64 | 155.00 347 | 147.80 | 13400 | 14.01 328 | 21.89 | 72.00 | 3050 | 201.00
4 0 852 | 1.06 | 7.45 | 21.80 112 37.80 | 2007 | 1080 | 6.10 | 40.08 | 62.00 | 3520 | 188.00
4 15 976 | 1.09 | 867 | 34.20 1.04 4020 | 2870 | 9.87 580 | 44.10 | 6300 | 3590 | 201.00
4 30 899 | 101 | 7.98 | 3750 0.85 1580 | 1760 | 956 530 | 44.00 | 6300 | 3420 | 178.00
4 60 812 | 144 | 6.68 | 40.20 101 27.80 | 2080 | 1020 | 598 | 46.00 | 62.00 | 3500 | 228.00
4 90 9.14 | 152 | 7.62 | 49.90 0.97 39.00 | 3300 | 1424 | 460 | 37.00 | 6300 | 3350 | 179.00
5 0 764 | 211 | 553 | 20.30 121 26.80 | 44.40 | 1892 658 | 42.90 | 65.00 | 34.40 | 512.00
5 15 726 | 2.08 | 518 | 5240 112 2580 | 3210 | 1915 | 588 | 39.30 | 63.00 | 3200 | 445.00
5 30 724 | 229 | 495 | 47.40 0.96 3150 | 3840 | 1750 | 650 | 40.70 | 37.00 | 30.00 | 339.00
5 60 709 | 2.67 | 443 | 27.60 1.08 2760 | 4020 | 1898 | 630 | 37.00 | 41.00 | 30.00 | 275.00
5 90 6.33 | 245 | 388 | 43.70 0.78 1970 | 2740 | 1650 | 510 | 4200 | 4000 | 32.00 | 387.00
6 0 627 | 1.88 | 439 | 1860 141 2210 | 2160 | 1478 | 630 | 39.00 | 62.00 | 31.00 | 199.00
6 15 6.86 | 173 | 513 | 22.80 122 2720 | 3480 | 1525 | 598 | 42.30 | 60.00 | 3200 | 229.00
6 30 675 | 145 | 53 | 2520 1.38 3240 | 2010 | 1350 | 620 | 4590 | 63.00 | 34.00 | 356.00
6 60 6.77 | 2.24 | 453 | 22.70 113 2520 | 3330 | 1581 649 | 4129 | 64.00 | 36.10 | 237.00
6 90 693 | 218 | 481 | 2850 1.07 2630 | 2860 | 1260 | 580 | 45.60 | 62.00 | 34.00 | 264.00
7 0 8.66 | 1.21 | 7.45 | 105.00 1.37 49.80 | 31.60 | 10.58 3.35 20.80 | 62.00 | 35.80 | 335.00
7 15 1041 117 | 924 | 97.00 0.75 39.20 | 32.20 | 10.87 | 3.62 | 2226 |59.00 | 37.10 | 412.00
7 30 10.26 | 1.09 | 9.17 | 98.30 1.10 35.20 | 27.40 9.68 3.89 25.60 | 65.00 | 33.00 | 289.00
7 60 | 10.11 | 127 | 884 | 78.10 1.02 32.70 | 3630 | 8.10 442 3001|6800 | 3510 | 309.00
7 90 [ 1038 | 212 | 826 | 7350 1.03 29.40 | 3270 | 9.05 456 | 3250 | 65.00 | 34.00 | 279.00
8 0 7.85 | 1.80 | 6.05 | 224.00 1.04 30.60 | 67.80 5.03 3.56 25.90 | 68.00 | 36.50 | 512.00
8 15 [ 914 | 210 | 7.04 | 116.00 1.28 61.40 | 7430 | 6.60 3.64 | 25.44 | 70.00 | 3540 | 442.00
8 30 7.09 | 2.18 | 491 | 106.00 1.06 4150 | 55.90 6.32 3.66 27.60 | 69.00 | 36.00 | 477.00
8 60 | 6.98 | 1.01 | 597 | 58.00 112 37.80 | 40.00 | 10.40 | 469 | 3214 69.00 | 3450 | 622.00
8 90 8.28 | 1.99 | 6.29 | 55.00 0.98 36.50 | 41.20 9.60 4.98 34.10 | 68.00 | 35.20 | 598.00
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