1. GİRİŞ


Leishmaniasis hastalığı günümüzde gerek insanlarda gerekse hayvanlarda oluşturduğu benzer hastalık tablosuyla öne çıkmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından zoonotik, sağaltılamadığında şiddetli ve ölümcül seyreden önemli alarm veren aciller arasında gösterilen Visceral Leishmaniasis hali hazırda 88 ülkede (16’sı gelişmiş, 72’si gelişmekte olan) saptanan 200 milyon insanın risk altında olduğunu göstermektedir (Web_1; Candido ve ark, 2008). Yılda 1,5-2 milyon yeni birey bu hastalığa yakalanmaktadır. 
Visceral Leishmaniasis, Leishmania donovani kompleksindeki etkenler (L. donovani, L. infantum, L. chagasi) tarafından oluşturulan progresif karakterde köpek ve insanlarda sağaltılmadığında öldürücü olabilen bir hastalıktır (Baneth, 2006; Herwalt ve ark, 2006; Jeronimo ve ark, 2006) (Resim 1-2). Leishmania donovani kompleksi özellikle ülkemizi de kısmen içerisine almakta olan Akdeniz Bölgesi (L. infantum) ile Güney Amerika’da (L. chagasi), köpeklerin, insanlar için rezervuar teşkil ettiği durumdadır (Baneth, 2006; Jeronimo ve ark, 2006). Etken konakçılar arası bulaşma açısından flebotomlara (Lutzomyia veya Phlebotomus spp.) ihtiyaç duymaktadır (Herwalt ve ark, 2006; Jeronimo ve ark, 2006).
Canine Visceral Leishmaniasis (CVL), Kum sinekleri tarafından Leishmania spp genusundaki parazitlerin nakledilmesi ile oluşturulan sistemik bir hastalıktır (Gramiccia ve Gradoni, 2005; Owens ve ark, 2001; Freitas ve ark, 2006; Rosypal ve ark, 2005; Tabar ve ark, 2008). Anılan protozoon kendisini makrofajların içerisinde çoğaltmakta bu sayede kronik bir inflamasyona neden olmaktadır (Blavier ve ark, 2001). Türkiye Yunanistan, İtalya, İspanya Fransa, Portekiz ve Kuzey Afrika gibi geniş bir coğrafyada hastalığa neden olan etken Leishmania infantum (L.infantum) iken (Slappendel ve ark, 1998; Molano ve ark, 2003; Gramiccia ve Gradoni, 2005), neotropik ekolojinin hakim olduğu bölgelerde Leishmania chagasi (L.chagasi) hastalıktan sorumlu etkendir (Baneth ve ark, 2008). Hastalık Akdeniz bölgesinde enzootik karakterde seyretmekte ve köpeklerde seroprevalans % 67’ye ulaşmaktadır (Solano-Gallego ve ark, 2001).
Türkiye’de CVL için çeşitli araştırıcılar tarafından farklı illerde değişik oranlarda   (% 3 - % 36) seropozitiflik bildirilmiştir (Coşkun ve ark, 1997). Akdeniz havzası içerisinde yapılan bir çalışmada ise % 37 seroprevalans saptanmıştır (Bettini ve Gradoni, 1986). Türkiye’de CVL’e dair çalışmalarda hastalık etkeni olarak L. infantum izole edilmiş (Özbel ve ark, 1998), Bursa, İzmir, Karabük, Kocaeli, Konya, Manisa, Muğla, Sivas ve Şanlıurfa bölgelerinde köpeklerde farklı oranlarda seropozitiflik saptanmıştır (Coşkun ve ark, 1997; Özbel ve ark, 1997; Kamburgil ve Dik, 1998; Özensoy ve ark, 1998; Ertabaklar ve ark, 2001; Kılıç ve ark, 2003; Sönmez-Tamer ve ark, 2003; Taylan-Özkan ve ark, 2003). Coşkun ve ark (1997) ile Kamburgil ve Dik (1998) İstanbul yöresinde yaptıkları çalışmada CVL seropozitifliğine rastlamazken, Polat ve ark (2003) İstanbul’da sahipli ve sahipsiz 110 köpekten 7’sinin  (% 6,36) Formol-jel, IFAT ve ELISA testlerinden herhangi biri ile seropozitif saptandığını bildirmişlerdir (Tablo 1).
CVL’in Ege Bölgesindeki prevalansına yönelik gerçekleştirilen çalışmalarda % 1,6 -% 28,26 arasında değişen oranlar saptanmıştır. Özbel ve ark (2000) Manisa’da sokak köpeklerinde  % 3,6 - % 19 arasında seroprevalans tespit etmişlerdir. Özensoy Toz ve ark (2005) hastalığın seroprevalansının İzmir’de % 23 - % 27 arasında, Voyvoda ve ark  (2004) Aydın ve İzmir’de  % 3,2 olarak belirlemişlerdir. Kuşadasında 1999 yılında yapılan bir çalışmada toplam 109 köpeğin 10’un da İFAT ve rK39 ELİSA testleri seropozitif olarak bulunmuştur (Özensoy-Töz ve ark, 2002). Keskin-Kürklü (2011) Kuşadasında asemptomatik köpeklerde yaptıkları çalışmada 100 köpeğin 23 (%23)’ünün seropozitif olduğunu saptamıştır. Ege bölgesinde (İzmir/Selçuk, Aydın/Merkez, Aydın/Kuşadası, Manisa/Turgutlu, Muğla/Bodrum, Muğla/Marmaris) sokak köpeklerinde yapılan bir başka çalışmada 300 köpekten 27’sinde (% 9)  seropozitiflik belirlenmiştir (Atasoy ve ark, 2010).
Ülkemizde gerek veteriner fakültesi kliniklerine gerekse özel veteriner polikliniklerine getirilen Leishmaniasis’e maruz kalan köpeklerde çok çeşitli sistem bozukluklarına rastlanmaktaysa da bu hastalıkların detaylı olarak oluşturduğu organ patolojisi ve ilişkili klinik bulgular her zaman ortaya konamamaktadır. CVL çok çeşitli klinik bulgulara yol açtığı göz önüne alındığında kesin tanı ve hangi iç organlarda hasar oluşturduğu zamanında saptanamadığında kronikleşen bir enfeksiyon tablosuna neden olmakta, bu sebeplerle de sağaltımda başarılı sonuç alınması olanaksız olmaktadır. İlaveten tanı ve semptomatik sağaltım amacıyla gelişigüzel uygulamalar ülke ekonomisi için israfa neden olmaktadır. Bu durum göz önünde bulundurulduğunda CVL’e maruz kalan köpeklerde zaman tanımaksızın pratik yöntemlerle kesin tanının konulması ve vücutta oluşturduğu değişiklerin incelenmesi hem hastalığın prognozu hem de ilerde uygulanılacak olan sağaltımın monitorizasyonunu sağlayacaktır. Ayrıca Aydın ilindeki köpeklerde söz konusu hastalığın görülebilme sıklığı, yaygınlığı ve bölgesel dağılımı ile oluşturduğu değişikliklere ve sağaltımına ilişkin çok net bilgiler bulunmadığı ve zoonotik özelliğiyle hasta sahiplerine de bulaşabileceği göz önünde tutulduğunda söz konusu etkene ait değişikliklerin, özelliklede son yıllarda literatürde belirtildiği üzere gerek insan gerekse hayvanlarda kalpte de oluşan hasarın incelenmesi hastalığın prognozunun aydınlatılmasına yardımcı olacağı kuşkusuzdur. Bu noktadan hareketle CVL ile enfekte asemptomatik, oligosemptomatik ya da polisemptomatik köpeklerde ilk kez gerçekleştirilecek olan bu çalışmada Pd’nunun ve kardiyak troponin düzeylerinin ölçülmesi ile EKG değişiklikleri ve serum biyokimyasal kardiyak yansımaların irdelenecek, olası inter- ve intra-atriyel ileti bozuklukları ortaya çıkarılacaktır. Çalışma sonuçlandırıldığında elde edilecek olan bulgular gerek klinisyenlere gerekse araştırmacılara adı geçen hastalığın kalpte oluşturduğu muhtemel patogenezi arasındaki ilişkinin elektrokardiyografik açıdan değerlendirilmesiyle daha iyi anlaşılmasına yardımcı olacaktır.

Tablo 1. Türkiyenin farklı bölgelerinde köpeklerde L. infantum enfeksiyonunun seroprevalansı

	Yıl
	Araştırıcı(lar)
	Bölge/şehir
	İncelenen olgu sayısı
	Prevalans Oranı

	1997
	Coşkun ve ark 
	Bursa, Muğla, İstanbul
	182
	% 5,5

	1998
	Özensoy ve ark 
	Manisa/Alaşehir Karabük
	494
	% 3,6–% 8,7

	2000
	Özbel ve ark 
	Manisa
	490
	% 3,6–% 19

	2001
	Ertabaklar ve ark 
	Muğla, Göktepe Köyü
	52
	% 3,8

	2002
	Özensoy Töz ve ark 
	Karaburun ve Urla
	55
	% 23–% 27

	2004
	Voyvoda ve ark 
	Aydın, İzmir/Selçuk
	158
	% 3,2

	2005
	Özensoy ve ark 
	Kuşadası
	253
	% 16,6

	2005
	Ertabaklar ve ark 
	Çorum
	131
	% 3,7–% 28,26

	2005
	Aslantas ve ark 
	Ankara
	116
	% 2,58

	2006
	Dogan ve ark 
	Bilecik, EskişehirAfyon
	111
	% 13,51

	2009
	Özensoy Toz ve ark 
	Denizli
	140
	% 20,7

	2009
	Balcioglu ve ark 
	Antalya
	176
	% 7,95

	2010
	Atasoy ve ark 
	Ege Bölgesi
	300
	% 9,0

	2011
	Keskin-Kürklü 
	Aydın/Kuşadası
	100
	% 23
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Resim 1.  İnsanlarda Leishmania hastalığının çeşitli klinik görünümü (Web_2)
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Resim 2. Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları ABD’da tespit edilmiş bir CVL olgusu (ADÜ Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları ABD arşivi, 2013)


2. GENEL BİLGİLER


2.1. Etiyoloji

Leishmania paraziti, Trypanosomatidae ailesine mensup bir protozoon olup yaşamını devam ettirebilmesi için kemirgen, köpek veya insan gibi omurgalı ve kum sinekleri gibi omurgasız iki farklı konakçıya ihtiyaç duymaktadır (Noli, 1999; Killick–Kendrick, 1999). CVL’in vektörü Eski Dünya ülkelerinde Phlebotomus Yeni Dünya ülkelerinde ise Lutzomyia cinsi kum sinekleridir (Strauss–Ayali ve Baneth, 2000; Reithinger ve Davies, 2002) (Resim 3). Leishmania sp. Yaşam siklusunu vektörde ekstrasellüler promastigot (Resim 4), insan ve diğer memelilerde intrasellüler amastigot formda tamamlar (Resim 5) (Slappendel ve Ferrer, 1990; Noli, 1999).
İnsanlarda Leishmaniasis çoğunlukla L.donovani, L.tropica, L.braziliensis türleri tarafından meydana gelebilmektedir. Hastalığın klinik görünümü çok çeşitlilik arz etmekte olup Visceral Leishmaniasis, Kutanöz Leishmaniasis, Post–Kala–Azar–Dermal Leishmaniasis (PKDL), Diffuz Deri Leishmaniasis (DDL), Mukokutanöz Leishmaniasis (MCL) gibi sınıflandırmalar yapılmaktadır (Murray ve ark, 2005; Solano–Gallego ve ark, 2009).
Leishmaniasisin bulaşmasında Phlebotomların dışında, kongenital yol, kan transfüzyonu, direkt temas, sindirim yolu ve laboratuar inokülasyonlarının da rol oynadığı bildirilmektedir (Symmers, 1960; Blanc ve Robert, 1984; Mancianti ve Sozzi, 1995; Riera ve Valladares, 1996). Yapılan bazı çalışmalar keneler ve pirelerin hastalığın biyolojik siklusuna uygunluk göstermesine rağmen bulaşmada kesin olarak rol oynadıklarıyla ilgili bir kanıt tespit edememişlerdir (Dantas–Tores ve ark, 2010; Colombo ve ark, 2011).
CVL’de en önemli rezervuar evcil köpekler olmakla birlikte insan, kemirgenler, yabani köpek ve kediler rastantısal konakçı olabildikleri bildirilmektedir (Koutinas ve ark, 1999; Gavgani ve ark, 2002; Martinez–Subiela ve ark, 2002; Molano ve ark, 2003; Mohebali ve ark, 2004). Hastalık ırk, cinsiyet ve yaş predispozisyonundan bağımsız olarak meydana gelebilmekte ancak kırsal bölgelerde yaşayanlarla, av köpeklerinin hastalığa yakalanma riskinin daha yüksek olduğu bildirilmektedir (Moreno ve Alvar, 2002). 
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Resim 3. Leishmania sp. Taşıyan kum sineği (Web_3)
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Resim 4. Leishmania sp. Promastigot formu (Web_4)
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Resim 5. Leishmania sp. amastigot formu (Web_5)

2.2. Patogenez

Hastalığın farklı görünümlerde ortaya çıkışı inkübasyon periyodunun değişkenlik göstermesi ve subklinik enfeksiyon oranının yüksek olmasıyla ilişkilendirilmektedir (Ferrer ve ark, 1988; Solano–Gallego ve ark, 2001; Baneth ve ark, 2008). Makroskopik klinik belirtilere dayanan bu sınıflandırma klinikopatolojik diğer anormallikler ve yaygın organ disfonkiyonları nedeniyle çok sınırlı kalmaktadır (Solano–Gallego ve Baneth, 2008). 
CVL ile enfekte köpeklerin büyük çoğunluğunda aktif hastalık tablosunun gelişimi yönünden yatkınlık bulunmakta ve buda yüksek antileishmania antikor titresi ve depresif lenfoproliferatif bozukluklarla karakterize olmaktadır (Pinelli ve ark, 1994). Mevcut antikor oluşumu hastalıktan korunmada primer olarak önem arz etmemekte ancak hastalığın patogenezini oluşturan doku lezyonlarının gelişiminde önemli bir rol oynamaktadır. Dolaşımda şekillenen yüksek miktarda ki immunkompleksler hastalık gelişiminde çok önemli rol oynamakta ve buna bağlı olarak glomerulonefritis (Lopez ve ark, 1996), artiritis (Chabanne ve ark, 1993), vaskülitis (Pumarola ve ark, 1991) ve üveitis (Garcia-Alonso ve ark, 1996) gelişebilmektedir. CVL ile ilişkili vaskülitis küçük çaplı kapillar damar ağlarının direkt paraziter invazyonu (trombozis, işemi, digital nekrozis) ya da glomerulonefritisin patogenezine benzer olarak immun-kompleks oluşumu ve kan damar duvarında depolanması sonucu şekillenmektedir (Crawford ve Foil, 1989).
Etkenin invaze olduğu dokuda makrofajlar toplanmakta ve proliferasyonu takiben ana dokunun yerini almaktadır. Leishmania paraziti monosit, histiosit, makrofaj, epiteloid hücreler, karaciğer Kupffer hücreleri (hepatomegali), dalakta kırmızı pulpa hücreleri (şiplenomegali), kemik iliği (hiperplazi, diseritropoezis), bağırsak duvarı ve lenfoid dokuda mononükleer fagositik hücrelerde (genaralize lenfadenopati) çoğalmaktadır. Yetersiz eritropoezis sonucu anemi meydana gelmektedir. İnce bağırsaklarda peyer plaklarının etrafındaki submukozanın amastigotlu makrofajlarca istilası sonucu malabsorpsiyon ve diyare şekillenebilmektedir (Buracco ve ark, 1988; Lappin, 1992; Engwerda ve Kaye, 2000). 
Enfekte dişi kum sineği, köpeğin derisini ısırması sonucu salyasında bulunan metasiklik promastigotları deri içerisine bırakır. Deri immun sistemi makrofajları ile amastigotları içine alır ve enfekte bu makrofajlar bölgesel lenf yumrularına taşınır (Slappendel ve Ferrer, 1998; Killick–Kendrick, 1999; Baneth, 2006). Enfeksiyonun meydana gelişi, vektör (tekrarlanan ısırma, salyanın deri içine verilmesi), parazitin virulensi ve konak (genetik köken, hücresel ve humoral bağışıklık sisteminin durumu, sitokin durumu, ko-enfeksiyonlar) gibi çeşitli faktörlere bağlı olarak değişim gösterebilmektedir (Moreno ve Alvar, 2002; Baneth, 2006; Sanchez–Robert ve ark, 2005; Banuls ve ark, 2007). Hastalık, lokal olarak deride ve lenf yumrularında elimine edilebilir, sınırlandırılabilir (non–dissemine enfeksiyon), asemptomatik enfeksiyon olarak seyredebilir yada bütün vücuda yayılarak dissemine semptomatik enfeksiyon veya dissemine asemptomatik enfeksiyon gibi değişik şekillerle de sonuçlanabilmektedir (Chatterjee ve ark, 1999; Nejjar ve ark, 2000; Moreno ve Alvar, 2002; Baneth, 2006; Baneth ve ark, 2008; Saridomichelakis, 2009) (Şekil 1).
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Şekil 1. Leishmaniasisin olası sonuçları (Saridomichelakis, 2009)

Enfekte köpekler genel olarak CVL’ye duyarlı veya dirençli olarak sınıflandırılmaktadır. Duyarlı köpeklerde enfeksiyonun başlangıç aşamasında etken sınırsız olarak çoğalarak granülamatöz yangısal reaksiyonlara ve immun-aracılıklı mekanizmalarla multiple organ bozukluklarına yol açarken, dirençli olgularda intraselüler Leishmania amastigotları etkin şekilde öldürülür ve klinik tablo belirmeyebilir (Slappendel ve Ferrer, 1998; Baneth, 2006). Mamafih dirençli köpeklerin kimi koşullarda enfekte olmasına karşın klinik olarak sağlıklı göründükleri belirtilmektedir (Chatterjee ve ark, 1999; Travi ve ark, 2001; Moreno ve Alvar, 2002; Baneth ve ark, 2008).
CVL’de enfeksiyonun patogenezi gerek doğal gerekse deneysel enfekte köpeklerde, enfekte insanlardan elde edilen bulguların incelenmesi ya da laboratuar hayvanlarının visserotropik Leishmania türleriyle deneysel olarak enfekte edilmesiyle açıklanmaya çalışılmıştır. Parazitin enfekte olduğu evreye (promastigot veya amastigot), enfeksiyonun ilerleyiş yönüne, inokulasyonun büyüklüğüne bağlı olarak hastalığın patogenezi değişebilmektedir (Slappendel ve Ferrer, 1998; Gradoni ve ark, 2005; Petanides ve ark, 2008). 
CVL, insan visseral leishmaniasisi için yararlı bir rol modeldir (Nieto ve ark, 1999; Moreno ve Alvar, 2002). Ancak insanlarda immun sistem köpeklere göre daha dirençli olduğundan, klinik ve patolojik bulgular her zaman benzerlik göstermeyebilir. Eksfoliyatif dermatitis köpeklerde görülmesine rağmen insanlarda rapor edilmemiştir. Bu farklılığın patogenetik mekanizmalarından kaynaklı olabileceği vurgulanmaktadır (Quinnell ve ark, 2001).
CVL’de granülamatöz yangılaşma veya immun aracılıklı mekanizmalar (otoantikorlar, immunkompleks depolanması) (Ferrer, 1992, Ferrer, 2002)  sebebiyle birçok doku ve organ enfekte olmaktadır. Meydana gelen klinik bulgular yada laboratuvar anormallikleri, tekli/çoklu organ patolojisi yada daha komplike mekanizmayı içermektedir (Koutinas ve ark, 1999). Bazı köpekler bir ya da az sayıda (oligosemptomatik) ve bazılarıda multiple (polisemptomatik) klinik bulgular gösterebilmektedir (Ciaramella ve ark, 1997; Quinnell ve ark, 2001; Moreira ve ark, 2007). Bu klinik tablodaki farklılık yalnızca CVL’nin gelişimi aşamasında geçen inkubasyonu değil aynı zamanda konakçı duyarlılığını, hastalığın klinik şiddetiyle paraziter yoğunluk ya da Leishmania spesifik antikorların serum konsantrasyonları arasındaki pozitif korelasyona da bağlı olduğu bildirilmektedir (Dos-Santos ve ark, 2008; Giunchetti ve ark, 2008b; Manna ve ark, 2008).
CVL’de oluşan granülomatöz inflamasyon makrofaj, histiyosit, lenfosit, plazma hücreleri, nötrofil ve eozinofillerin infiltrasyonu veya proliferasyonuna bağlı olarak lenf nodu, kemik iliği, dalak, karaciğer, barsak, kemik, ürogenital sistem ve mukozal lezyonların gelişiminden sorumlu tutulmaktadır (Poli ve ark, 1991; Saint-Andre ve ark, 1997; Slappendel ve Ferrer, 1998; Natami ve ark, 2000; Ferrer ve ark, 2002; Diniz ve ark, 2005; Barrouin-Melo ve ark, 2006). Renal patogenezde immun aracılıklı mekanizmaların rol oynadığı bilinmektedir (Poli ve ark, 1991). CVL’de sıklıkla belirlenen hematolojik bozukluklardan anemi kan kaybı (epistaxis vb.), hemoliz (otoantikor oluşumu, immunkompleksler, eritrosit membran geçirgenliğinin azalması), eritropoeziste azalma (kronik enfeksiyonlara bağlı anemi, demir eksikliği, kronik renal yetmezlik, eritrosit displazisi) ve nüks eden koenfeksiyonlara (canine monositik ehrlichiosis vb.) bağlı olarak gelişebilmektedir (Brandonisio ve ark, 1990; Slappendel ve Ferrer, 1998; Rodes ve ark, 1999;  De Luna ve ark, 2000; Foglia ve ark, 2006). İmmun aracılıklı hemoliz ve kronik enfeksiyon anemisinin rolü, immunsupresif glikokortikoid sağaltımına cevap alınamaması, serum demir konsantrasyonu, transferrin saturasyonu ve kemik iliğindeki hemosiderin depolarının miktarına bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Benzer patomekanizmalar (oto antikorlar, immun kompleks oluşumları, kemik iliği üretiminin azalması ve nüks edici enfeksiyonlar) trombositopeni oluşumu içinde öngürülmesine karşın kanama bozukluklarının şekillenmesi için yeterli olamayabilmektedir (Brandonisio ve ark, 1990; Moreno ve ark, 1998; Slappendel ve Ferrer, 1998; Foglia ve ark, 2006; Terrazzano ve ark, 2006; Mylonakis ve ark, 2008). 
CVL’de eşzamanlı enfeksiyöz hastalıklar (monositik ehrlichiosis, babesiosis, anaplasmosis, bartonellosis, hepatozoonosis, dirofilariosis, spirocercosis, demodikosis, sarkoptik uyuz), immun–mediatör hastalıklar (pemfigus kompleks, sistemik lupus eritematosus), endokrinopatiler (hipotiroidizm) ve çeşitli neoplazilerle karşılaşılabileceği rapor edilmiştir (Slappendel ve Ferrer, 1998; Levy ve ark, 2006; Mylonakis ve ark, 2006; Mylonakis ve ark, 2008; Petanides ve ark, 2008).


2.3. Klinik Bulgular

CVL’de çok çeşitli doku ve organda granülamatöz inflamasyon ve/veya immun–aracılıklı mekanizmalar (otoimmunantikorlar, immun–kompleks birikimi) devreye girmektedir (Ferrer, 2002). Hastalıkta görülen her bir klinik bulgu ve laboratuar anomallikleri bir veya birçok mekanizmanın yansıması olarak ortaya çıkabilmektedir (Koutinas ve ark, 1999). 
Son yıllarda enfekte köpekler klinik ve laboratuar bulguları baz alınarak hafif, orta, şiddetli ve çok şiddetli olarak sınıflandırılmaktadır (Solano–Gallego ve ark, 2009). Periferal lenfadenopati veya papuler dermatitis gibi klinik bulguların görülebildiği, hematolojik ya da serum biyokimyasal analizlerde anormallik belirlenmeyen, negatif/düşük antikor titresine sahip CVL’li köpekler hafif enfekte olarak sınıflandırılmaktadır (evre I). Evre I’de görülen klinik bulgular yanında eksfoliyatif dermatitis, ateş, onychogryphosis, ülserasyon, epistaksis, anoreksi ve kilo kaybı, ateş ve epistaksis gibi klinik bulguların da görülebildiği, hafif non–rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemi belirlenen, düşük/yüksek antikor titresine sahip köpekler orta şiddetli enfekte olarak adledilmektedir (evre II). Evre I, II’de görülen klinik bulgulara ilaveten vaskulitis, artritis, uveitis ve glomerulonefritis gibi immun kompleks bozuklukların saptandığı, non–rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye ilaveten kronik böbrek hastalıklarının bulgularıyla da karşılaşılan (kreatin 1,4-2 mg/dl), orta/yüksek antikor titresi mevcut köpekler şiddetli enfekte (evre III), diğer evrelerdeki klinik bulgulara ilaveten pulmoner tromboembolizm, nefrotik sendrom, böbrek hastalıklarının son evrelerinin tespit edilebildiği, laboratuar bulgularında non–rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemiye ilaveten kronik böbrek hastalıklarının ve nefrotik sendrom bulgularıyla karşılaşıldığı (kreatin 2-5 mg/dl, proteinüri vb.), yüksek antikor titresi sahip CVL’li köpekler çok şiddetli (evre IV) olarak sınıflandırılmaktadır (Solano–Gallego ve ark, 2009) (Tablo 2).

Tablo 2. CVL’de klinik görünüme ait sınıflandırma (Ordeix ve ark, 2005; Bottero ve ark, 2006; Irıs, 2006; Petanides ve ark, 2008; Solano–Gallego ve ark, 2009; Paltrinieri ve ark, 2010)

	Klinik Evre
	Seroloji
	Klinik Görünüm
	Laboratuar bulguları

	Evre I:
Hafif Şidetli
	Negatif veya düşük antikor titresi
	Periferal lenfadenopati, papuller dermatitis

	Genellikle bir anormallik tespit edilemez

	Evre II
Orta Şiddetli
	Düşük veya Yüksek antikor titreli
	Evre I’e ileveten eksfoliatif dermatitis/onychogryphosis, ülserasyonlar, anoreksi, kilo kaybı, ateş ve epistaksis 
	Hafif düzeyde non–rejeneratif anemi, hipergamaglobulinemi, hipoalbuminemi   

	Evre III
Şiddetli
	Orta veya yüksek antikor titresi
	Evre I ve II dahil olmak üzere, İmmun kompleks lezyonlar meydana gelir; vaskulitis, artritis, uveitis ve glomerulonefritis
	Evre II’ye ilaveten, kronik böbrek hastalıkları Kreatinin: 1,4–2 mg/dl    

	Evre IV
Çok
Şiddetli
	Yüksek serum antikor düzeyi
	Evre II’ ilaveten, pulmoner tromboembolizm, nefrotik sendrom, böbrek hastalıklarının son evreleri görülür
	Kreatinin (2–5 mg/dl veya daha yüksek) nefrotik sendroma bağlı proteinuri UPV>5



Enfekte köpeklerde klinik bulgular hastalığın seyrine göre değişmekle birlikte deri tutulumuna (Ural, 2014) yaygın olarak rastlanmakta ve olguların %80–90’ında görülmektedir (Slappendel, 1988). Mevcut lezyonlar genellikle simetrik, multifokal veya diffuz eksfoliyatif dermatitis şeklinde olmakta (Slappendel, 1988; Saridomichelakis, 2009) ve klinik olarak da kuru, kepekli, alopesik, eritramatöz ve hiperpigmente olarak görülebilmektedir (Papadogiannakis ve ark, 2005, Ural, 2014). Deri ülserleri olguların %15–40’ında görülebilmekte ve genellikle kulak uçlarında (Ural ve ark, 2013), ekstremitelerin sert zeminlerle temas ettiği, ayaklarda ve mukokutanöz birleşim noktalarında lokal travma ve vaskuler hasarlar nedeniyle meydana gelmektedir (Slappendel, 1988; Fondevila ve ark, 1997). Deri lezyonları nadiren de nodüler tipte olabilmekte ve olguların % 2–9’unda karşılaşılmaktadır. Yoğun parazit yükü, konağın artan duyarlılığı ile ilişkilendirilmektedir (Kontos ve ark, 1993; Fondevila ve ark, 1997). Papüller dermatitis lezyonlarına nadiren rastlanmaktadır. Bu lezyonların birden çok kum sineği ısırığına maruz kalan dirençli köpeklerde ya da düşük parazit yükü sebebiyle oluştuğu halen bildirilmektedir (Ordeix ve ark, 2005). Steril pustular dermatitis genellikle göz çevresinde bulunan lokal alopesi, nazal depigmentasyon, nazal ve taban yastığı hiperkeratozisi, onychogryphosis, piyogranüloma benzeri lezyonlar, nodüler dermatofibrosis, acral lick dermatitis benzeri lezyonlar, vaskulitise bağlı hemarojik lezyonlar, süperfisiyal veya derin piyoderma lezyonları gibi deri bulguları ile daha az karşılaşılmakta olduğundan daha az tanımlanmıştır (Naranjo ve ark, 2005). Kulak ucu dermatozu ile de karşılaşılmaktadır (Ural ve ark, 2013) (Resim 6).
Kemik iliğinde granülamatöz inflamasyonun meydana gelmesi, lenfosit ve plazma hücrelerinin sayısının artmasına, eritroid ve megakoryositik hipoplazi/displazisine, miyoloid/eritroid oranının artmasına ve eritrofagositosise neden olabilmektedir (Rodes ve ark, 1999). Bütün bu değişimlerin çoğu lokal parazit yükü ile ilişkilidir ve gelişen anemi ve trombositopeniyi açıklayabilmektedir (Rodes ve ark, 1999).
CVL’nin en sıklıkla karşılaşılan bulgularından birisi abdominal palpasyonda tespit edilebilemeyen şiplenomegalidir (Ciaramella ve Corona, 2003). Şiplenomegali immun hücrelerin infiltrasyonu ve proliferasyonu ile mikrovaskuler yapıdaki değişimleri sonucunda beyaz/kırmızı pulpada hiperplazi ile ilişkili olarak gerçekleşmektedir (Ferrer, 2002; Ciaramella ve Corona, 2003). 
Hepatik tutulum ile sıklıkla karşılaşılır (Giunchetti ve ark, 2008b). Bu tutulumda, makrofajların yanısıra kuppfer hücreleri ve hepatositlerde enfekte olabilmektedir (Giunchetti ve ark, 2008b). Karaciğerde meydana gelen kronik granülamatöz inflamasyon başlangıçta sinozoidler içersinde kalabilirken sonradan portal bölgeyi de içene alacak şekilde genişleyerek kapsulayı içerebilir veya diffuz bir inflamasyon meydana getirebilir (Giunchetti ve ark, 2008b). Histolojik olarak karaciğer incelendiğinde Kuppfer hücrelerinde hipertrofi/hiperplazi, hepatositlerde vakuol dejenerasyonu, nekrozis ve amiloidozis görülebilmektedir (Giunchetti ve ark, 2008b). Klinik muayene sonucu çoğu zaman ortaya koyulamayan ancak post mortem incelemede belirlenebilen hepatomegalinin yangısal hücre infiltrasyonu, dayanıklı hücrelerin hiperplazisi/hipertrofisi ve bunlara bağlı olarak oluşan pasif konjesyon sonucu oluştuğu bildirilmektedir (Giunchetti ve ark, 2008b). Karaciğerdeki değişiklikler, hipoalbuminemi, serum enzim aktivasyonunda artış gibi değişken kliniko-patolojik anormallikler ile kendini gösterirken, nadiren karaciğer yetmezliğiyle de sonuçlanabilmektedir (Giunchetti ve ark, 2008b).
Bağırsak lezyonları, parazitin direkt etkisi ve piyogranülamatöz yangısal reaksiyonlar sonucu meydana gelmektedir (Ciaramella ve Corona, 2003). Bu reaksiyonlar kronik ince ve/veya kalın bağırsak ishali şeklinde kendini gösterebilir veya klinik olarak latent kalabilirler (Ciaramella ve Corona, 2003). 
Hastalığın kemik tutulumu parazitin hematolojik yayılımının ardından meydana gelen granülamatöz osteomiyelitis şeklinde tespit edilir (Agut ve ark, 2003). Bu yangısal reaksiyon sonucunda oluşan proliferatif ve lize edici lezyonlar radyolojik olarak saptanabilmektedir (Agut ve ark, 2003). 
Erkek genital organlarda parazitin meydana getirdiği lezyonların parazitin lokalizasyonuna ve yoğunluğuna bağlı olarak değiştiği ve sekonder testikuler dejenerasyon ile lenfoplazmositik intersitisiyal orşitis, histiolimfositik epididimis, peniste granülamatöz yangı ve histioplazmositik balanopostitise yol açabileceği bildirilmektedir (Diniz ve ark, 2005). Hastalığın mukozal tutulumuna nadiren rastlanmakta ve nodüler veya ülseratif lezyonlar görülebilmektedir (Lamothe ve Poujade, 2002). Enfekte makrofajların göçüyle, lokal minor travmalar sonucu veya enfekte kum sineklerinin yanlışlıkla yenilmesi sonucu meydana geldiği düşünülen bu lezyonların parazitin varlığı sonucu meydana gelen granülomatöz veya piyogranülomatöz yangı nedeniyle de oluştuğu rapor edilmiştir (Lamothe ve Poujade, 2002).
Renal değişikliklerin muayenesi, histopatolojik membranoproliferatif veya mesangioproliferatif glomerulonefritis, tubulointersitisiyal nefritis ve nadiren de amiloidozise işaret etmektedir (Palacio ve ark, 1995). Glomerulde immuno–kompleks birikimi glomerulonefritise neden olmaktadır. Tubulointersitisiyal lezyonların gerek glomerular patoloji gerekse böbrek intersitisiyumunda ve tubular bazal membranlarda immuno–kompleks birikimi sonucunda yangıya ilişkili sekonder olarak ortaya çıktığı bildirilmektedir (Palacio ve ark, 1995). Oluşan değişiklikler proteinüri ve hipertansiyonun sebebi olarak düşünülmekte ve hastalığın prognozunu negatif olarak etkileyen kronik böbrek yetmezliği ve nefrotik sendromun ortaya çıkışına sebep vermektedir (Cortadellas ve ark, 2008). 
Enfekte köpeklerde iskelet kasları yangısı ile sıklıkla karşılaşılmaktadır. Makrofajlar ve miyofibriller içersinde bulunan amastigotlar, immuno–kompleks birikimler ve miyofibrillere karşı gelişen otoantikorlar polimiyozitisin meydana gelişini kolaylaştırmaktadır (Vamvakidis ve ark, 2000). Granülomatöz yangının sinovial enfeksiyona neden olması ve immuno–kompleks birikimler nedeniyle nötrofil infiltrasyonu sonucu, bilateral simetrik, poliartritis ve topallık meydana gelir (Agut ve ark, 2003). Bununla birlikte topallığın nedeninin her zaman oluşan poliartritise bağlamanın yanlış olduğu bunun olası kemik ve ayak yastığı lezyonlarından, polymiyozitisden ve nöraljiden de olabildiği rapor edilmiştir (Agut ve ark, 2003).
Blefaritis, konjuktivitis, keratitis, keratokonjuktivitis sicca, uveitis ve retina ayrımı ve benzeri göz lezyonları (Agut ve ark, 2003; Naranjo ve ark, 2005) parazitin direkt varlığı nedeniyle meydana gelen granülomatöz yangı (özellikle uveitise sebep olan immun–kompleks birikimi), CVL’nin sistemik etkilerinden hipertansiyon (retinal lezyonlar) gibi patogenetik mekanizmalarla açıklanmaya çalışılmıştır (García–Alonso ve ark, 1996; Agut ve ark, 2003).
Kilo kaybı özellikle hastalığın uzun süre devam ettiği köpeklerde sıklıkla karşılaşılan bir bulgudur (Slappendel, 1988). Triptofan gibi esansiyel besin maddelerinin konak ve parazit tarafından kullanılarak tüketilmesi ve anoreksinin buna neden olabileceği bildirilmektedir. Bunun yanı sıra barsak absorbsiyonunda azalma ve renal değişikliklerinde rol oynadığı bildirilmektedir. (Slappendel, 1988; Jüttner ve ark, 2001). Epistaksisin thrombositopeni, trombositopati, hyperglobulineminin neden olduğu hyperviskozite, rhinitis, nasal ülserasyon, immun–kompleks vaskulitise bağlı olarak gelişebileceği bildirilmektedir (Jüttner ve ark, 2001; Petanides ve ark, 2008). 
Miyokardiyal lezyonların ise granülomatöz yangıya, immun–kompleks birikimine ve sistemik hipertansiyona bağlı olarak meydana gelebildiği saptanmıştır (Torrent ve ark, 2005; Cortadellas ve ark, 2006). 
Hastalıkta merkezi sinir sistemi bulgularına nadiren rastlanmaktadır. Davranış değişiklikleri, nöbetler, meningitis, spinal hemorajiler gibi merkezi sinir sistemi bulguları görülebilir. Bu bulguların parazitin varlığı nedeniyle oluşan granülomatöz yangı, vaskulitis ve meninkslerde immun–kompleks birikimi nedeniyle oluştuğu tespit edilmiştir (Guttadauro, 2004; Torrent ve ark, 2005).
Asites, CVL’li köpeklerde nadiren tespit edilen bir bulgudur (Ciaramella ve ark, 1997; Koutinas ve ark, 1999; Dantas–Torres ve ark, 2006). Asitesli köpeklerin abdominal sıvılarında amastigotlara rastlanabileceği vurgulanmaktadır (Dantas–Torres ve ark, 2006). Meydana gelen asitesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte meydana gelen sistemik vaskulitese bağlı olarak şekillenebildiği bildirilmektedir (Pumarola ve ark, 1991).
Köpeklerde sistemik kronik bir hastalığa neden olan CVL’de görülebilen klinik bulgular ve görülme sıklığı Tablo 3 vücut bölgelerine göre klinik bulgular da Tablo 4’de özetlenmiştir (Slappendel, 1988; Denerolle, 1996; Ciaramella ve ark, 1997; Koutinas ve ark, 1999; Paltrinieri ve ark, 2010 ).
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Resim 6. Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları ABD’da tespit edilmiş bir CVL olgusu ve klinik görünümü (Ural, 2015, ADÜ Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları ABD arşivi, 2010)
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Tablo 3.  CVL’de görülen başlıca klinik bulgular ve görülme sıklıkları (Slappendel, 1988; Denerolle, 1996; Ciaramella ve ark, 1997; Koutinas ve ark, 1999)

	
	Klinik Bulgular
	Slappendel, 1988
80 olgu 
(%)
	Denerolle, 1996
125 olgu
(%)
	Ciamarella ve ark 1997
150 olgu
(%)
	Koutinas ve ark 1999 
158 olgu
(%)

	Lenfadenopati
Deri tutulumu
Kilo kaybı
Kaşeksi
Azotemi
Artan sıvı alımı
Anormal hareket
Yüksek ateş
Anoreksi
Konjuktivitis
Şiplenomegali
Diyare
Epistaksis
Ağrı
Anormal tırnaklar
Melena
Rinitis
Keratitis
Pnömoni
İkterus
Üveitis
Panoftalmitis
Osteitis
Böbrek yetmezliği tek semptom
Kanın viskozitesinde artış
Purpura
Ülseratif stomatitis
	90
89
60
47,5
45
40
37,5
36
32,5
32,5
32,5
30
15
-
20
12,5
10
7,5
1,5
1,5
0,8
0,8
-
-
-
-
-
	71,2
81,6
67,2
67,2
23,2
-
-
67,2
67,2
1,6
16,8
-
10,4
6,4
-
1,6
-
-
-
-
4,8
-
4
4
2,4
1,6
0,8
	88,7
>56
32
1,5
16
3
4
4
18
16
53,3
3
10
4
24
-
-
16
-
-
16
16
-
4
-
-
-
	65,2
81
25,3
24,7
38,1
3,8
3,2
-
16,5
24,1
9,5
3,8
3,8
-
30,5
-
1,9
5,1
1,9
-
8,2
-
-
-
-
-
5,7



Tablo 4. CVL’de vücut bölgelerine göre klinik bulgular (Paltrinieri ve ark, 2010)

	
Vücut Bölgesi
	Klinik Bulgular

	Genel
	Kaşeksi

	
	Muskuler atrofi

	
	Letharji

	
	Solgun Mükoz Memebranlar

	
	Hafif orta şiddette lenf adenopati

	
	Epistaksis

	
	Hepatomegali

	
	Topallık ve eklem şişkinliği

	
	Ateş

	Kutanöz ve mukokutanöz dokular      
	Döküntülü Dermatitis (lokal veya generalize)

	
	Ülseratif Dermatitis (Travma bölgelerinde, mukokutanöz kavşaklarda, eklem çıkıntılarında)

	
	Papuller Dermatitis

	
	Noduller Dermatitis

	
	Lupus ve pemfigus benzeri burun lezyonları

	
	Onychogripozis

	
	Nazodigital hiperkeratoz

	
	Pustuler Dermatitis

	Oküler bölge
	Palpebral Lezyonlar

	
	Diffuz veya noduler konjuktival lezyonlar

	
	Korneal lezyonlar

	
	Noduler keratitis

	
	Diffuz veya granülamotöz anterior ve posterior uvea lezyonları 

	
	Glakom ve panoftalmitis

	
	Granülamatöz orbital lezyonlar 

	Diğerleri
	Gastrointestinal ve nörolojik tutulum



Söz konusu parazit insanlarda dalak, lenf nodu (Keenan ve ark, 1984), deri (Ginel ve ark, 1993), akciğer (Longstaffe ve ark, 1983), barsaklar (Mugai ve ark, 1983), koroid plexus (Nieto ve ark, 1996) gibi dokulara invaze olabilmektedir. Yine son sözü edilen etkenin gerek insanlarda (Prasad ve Sem, 1996), gerekse köpeklerde (Vinuelas ve ark, 2001) serebrospinal sıvıya göç edebildiği ispatlanmıştır. L. infantum ile doğal infekte köpeklerde serebrospinal sıvıda antileishmanial Ig G antikorları tespit edilmiştir. Koroid plexusta gerek intersitisyal gerekse intravasküler depolanan Ig G antikorları ve Leishmania antijenleri patolojik olarak süngerimsi tarzda reaksiyonlarla karakterize nöronal dejenerasyon, amoloid birikimi ve glial hücre mobilizasyonuyla ön plana çıkmaktadır (Garcia-Alonso ve ark, 1996).
CVL’li bir olguda düşük serum T4 düzeyi, TSH stimülasyon testi, sintigrafik muayene sonucu hipotiroidizm tanısı konulmuş, tiroid biyopsi örneğinde çok sayıda Leishmania sp. amastigotunun varlığı saptanmıştır (Cortese ve ark, 1999). Ülkemizde 5 yaşlı schnauzer ırkı bir köpekte İFAT ile 1/512 antileishmanial antikor titresi belirlenmiş ve köpekte hipotiroidizm ve hipomagnezemi tespit edilmiştir (Değer ve ark, 2011). 
Doğal olarak L. chagasi ile infekte 30 semptomatik köpekte yüksek ateş, kaşeksi ve lenf yumrularında büyüme saptanmış, köpeklerden üçünde nöbet ataksi ve paraliz ile birlikte nörolojik semptomlar belirlenmiştir. Anılan 3 olguda da serebrospinal sıvıda antileishmania antikorları saptanmış olup lenf yumrularında da amastigotların varlığı tespit edilmiştir (Lima ve ark, 2003). CVL’in serebral tipte patolojiyle ilişkili olarak klinik ve patolojik bulgular gösterebilceği, bununda Serebral Leishmaniasis olarak adlandırılabileceği bildirilmektedir (Garcia-Alanso ve ark, 1996; Vinuelas ve ark, 2001). Koroid plexus ve meningslerde belirlenen amastigotlar etkeninin serebrospinal sıvıdaki dağılımını ve enfeksiyon oluşturma yeteneğini açıklamaktadır (Vinuelas ve ark, 2001).


2.4. Kardiyolojik Tutulum

CVL’te hastalığın gelişiminin daha iyi anlaşılabilmesi için özelliklede mononükleer fagositer sistem dışındaki diğer organlarda meydana gelen değişikliklerin tespit edilmesi gerekmektedir. CVL’ li birçok olguda kronik bir seyir izlemekte, akciğer ve kalbide içine alan hayati birçok organı etkilemektedir (Torrent ve ark, 2005). Özellikle insan hekimliğinde yapılan çalışmalarda CVL akciğer ve kalpte oluşturduğu değişikliklerin anlaşılmasına ihtiyaç duyulmakla birlikte etik nedenlerden ötürü bu tip çalışmalar kısıtlı sayıda literatürde yer almaktadır. CVL gerek insanlarda gerekse köpeklerde aynı etken tarafından oluşturulan benzer hastalık tablosuna sahip olduğundan, bu bağlamda VL’li insanlarda yapılacak çalışmalara rol model olarak köpekler mükemmel bir örnek olabilir (Hommel ve ark, 1995).
Yukarıda belirtildiği üzere VL oluşturduğu kardiyak değişiklikler çok önemli olmakla birlikte hastalığın gidişatı klinik bulguların varlığı ya da yokluğu ve dönemiyle ilişkili olarak oluşan kardiyak disfonksiyon her zaman belirlenemeyebilmektedir. Makroskobik lezyonların her zaman belirmemesi nedeniyle enfekte hayvanlarda miyokarditis ile ilişkili vaskülitis ve infarktüsün ortaya konulabilmesi için histolojik muayeneye ihtiyaç duyulabilmektedir (Zabala ve ark, 2005). L. chagasi ile doğal infekte 15 semptomatik ve 7 asemptomatik köpekte kalp ve akciğer dokusundan alınan örneklerin histopatolojik, sitolojik ve immunohistokimyasal analizlerin gerçekleştirildiği Brezilyadaki bir çalışmada, düşük derecede dejenerasyon ve miyokardiyal nekrozis belirlenmiştir. Son sözü edilen değişiklikleri az miktardaki parazit yükü ve değişen derecelerdeki yangısal cevabın kalp dokusunun muhtemelen az bir kısmının etkilenmesiyle ilişkilendirilmektedir. Bu sebeple makroskobik değişikliklerin ve miyokardiyal fonksiyonları etkileyen klinik bulguların şekillenmesi için yeterli zamanın oluşmadığı kanısına varılmıştır (Alves ve ark, 2010). Benzer olarak kutanöz nodül, lenfadenopati ve vücutta generalize ödem şikayetiyle CVL tanısı almış bir köpekte histolojik muayenede bir çok organda kronik yangısal reaksiyon şekillenmiş özelliklede miyokardiyumda mononükleer hücre birikimi, kalp kasında atrofi ve dejenerasyon saptanmıştır. Olguda, CVL miyokarditis ile ilişkilendirilmiş, EKG de QRS kompleksinin amplütünde azalma belirlenmiştir. İlaveten dalak, lenf nodu ve karaciğerde ciddi bir parazit yükü belirlenmiş bunun yanı sıra akciğer, böbrek ve deride makrofajlar içerisinde Leishmania sp. amastigot formları tespit edilmiştir (Resim 7). Özellikle de kalpte parazitize makrofajların immunohistokimyasal olarak incelenme sonrası Leishmania antijenleri saptanmıştır. Bu olguda EKG değişiklikleri yine miyokarditisin gelişiminde Leishmaniasisin rolünü destekler niteliktedir (Lopez-Pena ve ark, 2009). 
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Resim 7. Kalpte parazitize makrofajların içerisinde Leishmania sp. antijenleri (Lopez-Pena ve ark, 2009)
CVL’de meydana gelen klinik bulgular parazitin kendisi tarafından oluşturulmakta, oluşan aşırı miktardaki B hücre aktivitesi dolaşımda immunkomplekslerin açığa çıkmasına ve bunların doku ve organlarda depolanması sonucunda poliarthritis, üveitis, glomerulonefritis ve vaskülitis şekillenmesine neden olmaktadır (Lopez ve ark, 1996). CVL’de oluşan bazı deri lezyonlarının vaskülitisle ilişkili olduğu düşünülmektedir (Affolter, 1997). Buna karşın CVL de iç organlarda generalize vasküler lezyonları az sıklıkla tanımlanabilmektedir (Pumarola ve ark, 1991). Bunun yanı sıra CVL ile ilişkili miyokarditis nadiren bildirilmektedir. Bilateral üveitis, generalize lenfadenopati ve perivulvar hematoma gibi klinik bulguları bulunan 3 yaşlı dişi Bulldog ırkı bir köpekte Elisa ile L. infantum yönünden şiddetli positivite saptanmış, takiben allopurinol ve meglumin antimonat başlanılmıştır. Sağaltıma rağmen köpeğin genel durumunun kötüleştiği, kutanöz ekimoz, respiratorik distres ve kardiyorespiratorik arrest gelişimine bağlı olarak ölüm meydana geldiği bildirilmiştir. Postmortem histopatolojik muayenede birçok iç organda generalize vaskülitis ve çok şiddetli miyokarditis tespit edilmiştir. Etkilenen dokularda immunperoksidaz boyama ve PCR ile Leishmania sp. etkenleri belirlenmiştir (Torrent ve ark, 2005). 
Vaskülitis kan damarlarında yangısal bir prosesin gelişimi ve herhangi bir organ sisteminde işeminin meydana gelmesi ile karekterizedir (Fauci ve ark, 1978). Son sözü edilen yangı, kan damarlarının primer bir bozukluğuna bağlı olarak ya da sistemik bir rahatsızlığı takiben sekonder olarak, genelliklede enfeksiyöz ya da otoimmun nedenlerle gelişmektedir (Randell ve Hurvitz, 1983). Kan damarlarındaki hasardan ve vaskülitisten sorumlu iki ana immunopatolojik mekanizma; immunkomplekslerin kan damar duvarlarında depolanması (Tip III reaksiyon) ve hücre aracılıklı immunreaksiyonlardır (Tip IV reaksiyon) (Crawford ve Foil, 1989). Gerek insan gerekse köpeklerde meydana gelen Leishmaniasisle ilişkili vaskülitisin nedeni olarak Tip III hipersensitivite reaksiyonları gösterilmektedir (Veress ve EL Hassan, 1986; Affolter, 1997). Bu tip inflamasyonlardan sorumlu hücre infiltrasyonları olarak nötrofiller gösterilmekteyken, granülositik infiltrasyon 48 saat içerisinde mononükleerden zengin (makrofaj, lenfosit, plazma hücreleri) bir popülasyona dönüşmektedir (Zax ve ark, 1990).
CVL ile ilişkili vaskülitis küçük çaplı kapillar damar ağlarının direkt paraziter invazyonu (trombozis, işemi, digital nekrozis) ve glomerulonefritisin patogenezine benzer olarak immun-kompleks oluşumu ve kan damar duvarında depolanması sonucu şekillenmektedir (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005; Lopez-Pena ve ark, 2009).
İnsanlarda tirbulant kan akışı ve hidrostatik basınç herhangi bir anatomik lokasyonda immunkompleks oluşumuna yatkınlık yaratacak mekanik faktörlerdir (Cupps ve Fouci, 1981). Leishmaniasisle ilişkili vaskülitisten sorumlu Tip IV hipersensitivite reaksiyonu henüz açıklığa tam olarak kavuşturulamasa da bazı yazarlara göre bu tip bir mekanizma küçük hayvanlarda kutanöz ve granülamatöz vaskülitisle ilişkili mononükleer hücre infiltrasyonlarından sorumlu olabilir (Crawford ve Foil, 1989). Kutanöz vaskülitis sıklıkla Leishmaniasisle ilişkili olmakta, ancak bu hastalıkla ilişkili olarak köpeklerde meydana gelen sistemik vaskülitisle ilgili çok az sayıda olgu bildirimi literatürde yerini almaktadır (Pumarola ve ark, 1991; Font ve ark, 2004). Bu durum kısmen klinik olarak sistemik (visseral) vaskülitisli olguların tanısının güçlük arzetmesi, buna karşın kutanöz Leishmaniasis ya da üveitis gibi durumlarda fiziksel muayenede lezyonların kolaylıkla gözlemlenerek tespit edilebilmesiyle izah edilebilir. Sistemik vaskülitisli olgularda semptomatoloji genellikle değişik hedef organlarda meydana gelen infarktüsle ilişkilendirilmektedir. Bu infarktüs odakları değişik organlarda yetmezliğe neden olabilecek geniş spektrumda klinik bulgularla sonuçlanmakta dolayısıyla da klinik görünüm muhtemelen kompleks bir hal almaktadır (Fauci ve ark, 1978; Veress ve EL Hassan, 1986; Affolter, 1997).
Leishmaniasisli Bulldog ırkı köpekte meydana gelen perivulvar hematom ve kutanöz ekimatöz odaklar kutanöz vaskülitise işaret etmektedir (Torrent ve ark, 2005). İç organlarda meydana gelen vaskülitiste kimi zaman dışa yansıyan tek belirti proteinüri olabilmektedir (Fauci ve ark, 1978). Ancak Leishmaniasisli olgularda proteinüri, immunkomplekslerin oluşumuna bağlı glomerulonefritise yorumlanmaktadır (Poli ve ark, 1991). Yukarıda son sözü edilen 3 yaşlı Bulldog ırkı köpekte meydana gelen şiddetli vaskülitis, hemodinamik bozukluklara ve alyuvarlarda yıkımlanmaya neden olarak mikroanjiyopatik aneminin ortaya çıkışını sağlamıştır. Son sözü edilen bulgular CVL’li ve vaskülitisli köpeklerde çok sıklıkla tespit edilememektedir (Fauci ve ark, 1978; Keenan ve ark, 1984). Miyokarditis insanlarda miyokardiyumda meydana gelen inflamatorik tarzda yangının yanı sıra komşu miyositlerde oluşan nekrozis ve dejenerasyonu tanımlamaktadır (Aretz ve ark, 1987). CVL’li köpeklerde kalpte Leishmania amastigotlarının tespit edildiği az sayıda çalışma mevcuttur. Bunlardan birinde Leishmania paraziti asıl olarak perikardiyumda tespit edilmiş ancak miyokardiyal lezyonların kalp yetmezliği ile ilişkisinin bulunmadığı öne sürülmüştür (Font ve ark, 1993b). Yakın zamanda gerçekleştirilen bir başka çalışmada akciğer ve kalp dokusunda yine Leishmanianın amastigot formları tespit edilmiştir (Alves ve ark, 2010). İspanyada 11 yaşlı dişi Bassed Hound ırkı bir başka köpekte postmortem muayenede miyokardiyumda parazitize makrofajlar ve buna bağlı şiddetli enflamasyonun miyokarditise neden olduğu bildirilmektedir (Lopez-Pena ve ark, 2009).
CVL’de öne çıkan biyokimyasal belirteçleri hiperglobulinemi ve hipoalbuminemidir. Hiperglobulinemi gamaglobülin ve bazende alfa2 ile betaglobulin konsantrasyon artışı ile karakterize iken, hipoalbuminemi kronik enflamasyonun yanı sıra renal, hepatik ve instestinal patolojiye atfedilmektedir (Liste Burillo ve ark, 1994; Rodes ve ark, 1999; Corona ve ark, 2004; Almeida ve ark, 2005).
İnsan hekimliğinde miyokardiyal işemi ve nekrozisin saptanmasında cTnI konsantrasyonlarının önemli bir belirteç olarak kullanıldığı, bunun yanı sıra primer veya sekonder kardiyak bozukluğu bulunan hayvanlarda yüksek sensitivite ve spesifitiveye sahip olduğuda bildirilmektedir (Schober ve ark, 1999; Schober ve ark, 2002; Oyama ve ark, 2004; O’Brien ve ark, 2006; Wells ve Sleeper, 2008; Sharkey ve ark, 2009). CTnI yalnızca kardiyak kas gruplarında yer almakta ve miyokardiyal hasarın derecesine ve miyosit membranının yıkımlanmasına bağlı olarak dolaşıma salınmaktadır (O’Brien ve ark, 2006). Yapılan birçok çalışma ile anılan bu belirtecin kardiyak hasarın ya da buna neden olan pankreatitis, anemi ve neoplastik oluşumlar gibi birçok diğer nedene bağlı durumlarda kullanılabileceği bildirilmiştir (Serra ve ark, 2010). Köpeklerde Babesiosis (Lobetti ve ark, 2002), Monositik Ehrlichiosis (Diniz ve ark, 2008), Chagas hastalığı (Barr ve ark, 2005) ve Leptospirozis (Mastrorilli ve ark, 2007) gibi hastalıklarda gizli miyokardiyal hasarı belirlemede cTnI seviyelerinin belirlendiği çalışmalar mevcuttur. Serum cTnI konsantrasyonları yaş ve köpeklerde Leishmaniasis ile ilişkili olarak meydana gelen anemi ve azotemi gibi durumlardan da etkilenebilmektedir (Ljungvall ve ark, 2010; Serra ve ark, 2010). 
Akut miyokardiyal hasardan sonra, cTnI sitoplazmik havuzdan salınır, 2 saat içinde kan konsantrasyonu artar ve 12-24 saatte pik seviyeye ulaşır (O’Brien ve ark, 2006; Wells ve Sleeper, 2008). Sürekli artan kan cTnI konsantrasyonu kardiyomiyositlerde geri dönüşümsüz ve artan hasarı akla getirir (Stanton ve ark, 2005; O’Brien ve ark, 2006; Wells ve Sleeper, 2008) ve artış derecesinin miyokardiyal hasarın büyüklüğü ve hayvanın hayatta kalması ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Ricchiuti ve ark, 1998; Oyama ve Sisson, 2004;  Fonfara ve ark, 2010).
Leishmaniasisli köpeklerde olası miyokardiyal hasarın belirteci olarak serum cTnI konsantrasyonunu değerlendirmek ve cTnI konsantrasyonu ile yaş, Leishmanianın serolojik titresi ve hemogramı, serum kreatinin, total protein, albumin ve diğer serum biyokimyasal parametreler arasındaki ilişkiyi değerlendirmek üzere yapılan bir çalışmada CVL’li olguların %40’ında cTnI konsantrasyonu artmış, sağlıklı kontrol köpeklerine göre anlamlı derecede yüksek çıkmıştır (Silvestrini ve ark, 2012). Bu bulgular leishmanialı köpeklerde miyokardiyal hasar oluşabilir hipotezini desteklemektedir. Leishmania türleri tarafından direkt oluşturulan miyokardiyal hasar PZR ya da immunohistokimyasal analizlerle köpek miyokardiyumundaki parazitlerin varlığıyla ortaya konulmuştur (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). Bir başka raporda kardiyak tamponatlı bir köpekte Leishmaniasisin buna sebep olduğu ve Leishmania amastigotlarının immunohistokimyasal boyamayla perikardiyumda tespit edildiği bildirilmiştir (Font ve ark, 1993b).
CVL’de ortaya çıkan miyokardiyal hasar parazitin direk etkisine ek olarak vaskülitis, yoğun lokal veya sistemik yangısal yanıt, anemi, renal hastalık ve muhtemel miyokardiyal hipoksi gibi bir çok patojenik mekanizmayı içermektedir. Vaskülitis her organda meydana gelebilen özellikle Leishmaniasiste tipik olarak damar duvarlarında immun-kompleks depolanması sonucu oluşan; kan damarlarının yangısı ve iskemik hasarla karakterize bir süreçtir (Fauci ve ark, 1978; Torrent ve ark, 2005). Sistemik vaskülitis geliştiğinde, multiple infarktüs odakları ilerleyici organ yetmezliği oluşturur ve eş zamanlı şiddetli yangısal yanıt miyokardiyuma yangısal hücre infiltrasyonunu ilerletir (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). Granülomatöz inflamasyon, immün-kompleks birikimi ve sistemik hipertansiyon nedeniyle miyokard lezyonları oluşabilir (Fauci ve ark, 1978; Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). 
Kardiyovasküler sistem lezyonlarıyla ilişkili bildirimler mevcut olsada insidansı ile ilişkili anektodal bilgiler vardır. Font ve ark  (1993b) Leishmaniosisin visseral formuna ilişkin intrasellüler parazitleri içeren diffuz fibröz perikarditis vakası tanımlamıştır. Kardiyak ventrikülde granülomların bulunduğu da tespit edilmiştir (Ajello ve Catarsini, 1976; Taccini, 1980). Başka Leishmaniasisli iki köpekte, klinik olarak multiple organlarda hemorajiyle ortaya çıkan, Leishmania enfeksiyonuna ilişkin sistemik nekrotizan vaskülitis bulunduğu tespit edilmiştir (Pumarola ve ark, 1991). 
Tromboembolizm iki kez rapor edilmiş (Font ve ark, 1993a; Font ve Closa, 1997) ve her iki vakada nefrotik sendromla birlikte glomerular hastalık ve yalnızca birinde renal yetmezlik tespit edilmiştir. Denerolle (1996) bir vakada ataksi ve arka bacaklarda ödem,  diğerinde çok şiddetli fasiyal ödeme yol açan hiperproteinemiyle ilişkili kanda hiperviskozitesinin bulunduğunu tespit etmiştir.
L. chagasi ile doğal infekte bir köpekte kalpte leishmania sp. amastigotları saptanmış ve oluşan kronik perikarditisin makrofajlar içerisindeki amastigotlarla ilişkili olduğu belirlenmiştir (Silva ve ark, 2009). Bir başka vaka bildiriminde enfekte bir anneden doğan (transplasental bulaşma) yavru köpeğin kalbinde L. chagasi belirlenmiştir (Rosypal ve ark, 2005).
Leishmaniasise sekonder olarak gelişen glomerular hastalıklı 52 köpeğin 32’sinde sistemik hipertansiyon (SH) belirlenmiştir. Anılan çalışmanın sonuçları irdelendiğinde hastalığın gerek ileriki aşamalarında gerekse erken safhasında henüz azotemi gelişmeden önce de SH’un varolabileceğini kanıtlamaktadır (Cortadellas ve ark, 2006).





2.5. Laboratuar Bulguları

CVL’de klinik bulgular, etkenin etkilediği organa, hastalığın seyrine, safhasına ve şiddetine göre değişiklik gösterebilmektedir. Görülebilen bazı laboratuar bulguları, hiperproteinemi, hiperglobulinemi, hipoalbuminemi. albumin/globulin oranında azalma, nonrejeneratif anemi, trombositopeni, lökositozis/lökopeni, ALT, GGT ve ALP aktivitesinde artış, üre ve kreatinin düzeyinde yükselme, hafif veya şiddetli proteinüri ve cTnI seviyesinde artış görülebilmektedir (Ciaramella ve ark, 1997; Slappendel ve Ferrer, 1998; Koutinas ve ark, 1999; Silvestrini ve ark, 2012). Yine son dönemde literatürde pıhtılaşma bozukluklarına ilişkin bildirimlerde bulunulmakta (Balıkçı ve ark, 2015), bununlu ilişkili olarak D-dimer seviyelerinin artabileceği bildirilmektedir (Balıkçı ve ark, 2015; Ural, 2015).  


2.6. Tanı

Direkt tanı iki şekilde yapılabilmektedir. Kemik iliği, lenf yumruları, deri veya periferal kan gibi enfekte doku ve organlardan alınan örneklerin mikroskobik muayenesinde Leishmania amastigotları görülebilmektedir (Alvar ve ark, 2004). Histopatolojik muayenede ise doku ve organların histopatolojik muayenelerinde parazit tespit edilerek tanı konulmaktadır (Moreira ve ark, 2007).
İndirekt tanıda immunohistokimyasal yöntem ile enfekte köpeklerin serumlarında indirekt peroksidaz reaksiyonunun saptanması esasına dayanmaktadır (Baneth, 2005). İnvivo ve invitro kültür yöntemleride indirekt tanıda kullanılabilmektedir (Ciaramella ve ark, 1997; Andrade ve ark, 2002; Baneth, 2005; Saridomichelakis, 2009).
Moleküler yöntemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)  hastalığın tanısında ve sağaltım etkinliğinin izlenmesinde güvenle kullanılabilecek bir yöntemdir. PZR ile tam kan, kemik iliği aspiratı, lenf yumrusu aspiratı, deri biyopsisi ve konjuktival svab gibi pek çok klinik örnek Leishmania DNA’sının belirlenmesinde kullanılmaktadır (Andrade ve ark, 2002; Strauss–Ayali ve ark, 2004; Maia ve ark, 2006; Saridomichelakis, 2009).
Serolojik yöntemlerden İndirekt İmmunofluoresan Antikor Testi (IFAT), Enzyme–linked immunosorbent assay (ELISA) ve İmmunokromatografik Hızlı Testler hastalığın tanısında kullanılabilen testlerdir (Ciaramella ve ark, 1997; Baneth, 2005; Saridomichelakis, 2009; Silvestrini ve ark, 2012).


2.6.1. Kardiyak Troponinler

Günümüzde gerek laboratuvar hayvanları gerekse insanlarda miyokardiyal hücre hasarında en spesifik ve duyarlı belirtecin kardiyak troponin grubu proteinlerin olduğu bildirilmektedir (Adams ve ark, 1993; Collinson ve ark, 2001; La vecchia ve ark, 2000; Martins ve ark, 1996; O’Brien ve ark, 1997; Rice ve McDonald, 1999; Schober ve ark, 2002). Söz konusu parametrelerden kardiyak troponin T ve I giderek artan derecelerde popülarite kazanarak miyokardiyal hastalıkların klinik ve laboratuar teşhisinde kullanılmaktadır. Kardiyak troponinlerin 3 alt izomeri (C, T, I ) bulunmakta olup söz konusu bu izomerler kas tabakasının ince flamenti olan tropomiyozinlere bağlanmaktadır ve böylelikle kas kontraksiyonunu düzenlenmektedirler. Troponinle ilgili analizler spesifik olmakla birlikte ilişkili olarak ortaya çıkan antikorların iskelet kasına bağlı izomerlerle herhangi bir reaksiyona girmediği bilinmektedir. Dolayısıyla kandaki eser düzeyde protein miktarının oldukça duyarlı bu analizle belirlenmesi aynı zamanda miyokard hasarının tespitinde kullanılacağını düşündürmektedir (Wu ve Ford, 1999).
Kardiyak troponinler kalp kası hasarının duyarlı ve spesifik belirteçleridir. 2000 yılında Avrupa Kardiyoloji Toluluğu/Amerikan Kardiyoloji Koleji (ESC/ACC) tarafında akut miyokart infaktüsü tanısında, ACC/Amerikan Kalp Derneği (AHA) tarafından ise anstabil anjina pektoris tanı ve takibinde standart belirteçler olarak kabul edilmişlerdir. (Habif, 2003).
Klinik duyarlılığının yüksek olması, kalp dokusunda diğer belirteçlere kıyasla yüksek düzeylerde bulunmaları ve sağlıklı hayvan ile insanlarda dolaşım düzeylerinin çok düşük olmasına bağlıdır. Spesifitelerinin çok yüksek olması ise, kalbe duyarlı kardiyak troponin T (cTnT) ve kardiyak troponin I (cTnI) izoformlarından kaynaklanmaktadır. Bu nedenle iskelet kası hasarına bağlı olarak CK ve CK-MB de görülen yüksek değerlere bağlı olarak ayırıcı tanı anlamında gelişen sorunlar kardiyak troponinler için söz konusu olmamaktadır. 
Kardiyak troponinlerin dolaşımdaki düzeylerinin, 5–20 gün gibi uzun sayılabilecek bir süreç boyunca yüksek seyretmesi kalp hastalıklarının teşhisini de kolaylaştırmakta ve laktat dehidrogenaz (LD) izoenzimlerine duyulan ihtiyacı ortadan kaldırmaktadır (Cummins ve ark, 1987). Troponinler, tropomiyozin ile birlikte iskelet ve kalp kası kasılmasının düzenlenmesinde rol alan yapısal proteinlerdir. Troponin T, I ve C ’ den oluşan troponin kompleksi, aktin ve miyozinin kalsiyum aracılığı ile etkileşimini sağlamakta ve ince filamentlerde yer almaktadır. TnT, TnI ve TnC tropomiyozin filamentinde fikze edilmektedir (Cummins ve ark, 1987).
Kardiyak hasarı takiben troponinler hasarlı miyositlerden salınarak dolaşıma karışırlar. Yükselmiş seviyelerdeki troponin 4 saat içerisinde dolaşımda tespit edilebilir, 12 – 24 saat içerisinde pik seviyelere ulaşır ve sonra yavaş yavaş düşüşler saptanmaya başlar ve sonraki 5-20 gün arasında hasarın başladığı ilk günkü seviyelerine geri döner (Cummins ve ark, 1987).
İnsanlarda serum troponin ölçümlerinin tercih edilmesinde ki ilk nedenlerinden biri akut miyokardiyal infarktüstür (Collinson ve ark, 2001) fakat yüksek troponin değerleri olan hastalarda konjestif kalp yetersizlikleride düşünülmelidir (La vecchia ve ark, 2000).
Köpeklerde cTnT ve cTnI kardiyak hasarlarda belirteç olarak; gastrik dilatasyon sendromu (Schober ve ark, 2002), göğüs boşluğu travmalarını takiben (Schober ve ark, 1999), dirofiliariziste (Hyun, 2009), babesioziste (Lobetti ve ark, 2002) ve ehrlichioziste (Diniz ve ark, 2008) kullanılmaktadır (Tablo 5).

Tablo 5. Farklı çalışmalarda köpeklerde saptanan cTnI sonuçları

	Yıl
	Yazar
	Olgular
	Min
	Max

	2001
	Sleeper ve ark
	Sağlıklı köpeklerde
	<0,03
	0,07

	2004
	Oyama ve ark
	Sağlıklı köpeklerde
	0,03
	0,11

	
	
	Kardiyomiyopatili köpeklerde
	0,03
	1,88

	
	
	Mitral kapak hastalıklı köpeklerde
	0,01
	9,53

	
	
	Subvalvular aortik stenosisli köpeklerde 
	0,01
	0,94

	2005
	Spraatt ve ark
	Sağlıklı köpeklerde
	0,05
	0,24

	
	
	Mitral kapak hastalıklı köpeklerde
	0,1
	0,75

	
	
	 Dilate Kardiyomiyopatili köpeklerde
	0,05
	1,00

	
	
	 Perikardiyal efüzyonlu köpeklerde
	0,05
	0,30

	
	
	Toplam kongenital kalp hastalıklı köpeklerde
	0,05
	0,51

	2007
	Andrew  ve ark
	Mitral kapak hastalığı nedeniyle Sınıf 4  konjestif kalp yetmezliği olan köpeklerde   
	<0,1
	0,31

	2010
	Fonfara ve ark
	Genç hayati tehlikesi ve kal hastalığı olmayan köpeklerde
	≤ 0,15

	
	
	Kalp hastalıklı Prognoz kötü köpeklerde
	0,151
	1,00

	
	
	Kalp hastalık Prognozu çok kötü köpeklerde
	≥ 1,01

	2012
	Silvestrini ve ark
	Sağlıklı köpeklerde
	0,001
	0,132

	
	
	 Leishmaniasisli köpeklerde
	0,001
	3,47



Kardiyak troponin I (cTnI) köpeklerde kardiyak hasarın belirlenmesinde duyarlı ve spesifik bir dolaşım belirteci olarak kullanılmaktadır (Oyama ve ark, 2004; Burgener ve ark, 2006; Schober ve ark, 1999; Francesco ve ark, 2002; Oyama ve ark, 2003). Kardiyomiyopatili veya şiddetli mitral kapak yetmezliği bulunan 13 köpekte yapılan bir çalışmada cTnI konsantrasyonlarının, sağlıklı kontrol grubu köpeklere oranla istatistiksel olarak anlamlı yükselme gösterdiğini ve güvenli bir belirteç olarak kullanılabileceği bildirilmiştir (Oyama ve ark, 2004). Tablo 5’de farklı çalışmalarla gerek sağlıklı gerekse hastalıklı köpeklerde saptanan cTnI değerlerine ait sonuçlar gösterilmektedir.
Diniz ve ark (2007) köpeklerde kardiyak travmaya bağlı sekunder olarak gelişen miyokardiyal hasarın tespitinde klinik ve elektrokardiyografik bulgulara ilaveten kardiyak troponin I analizinin diagnostik anlamda çok önemli olduğunu bildirmektedirler. Deneysel olarak miyokard infarktüsü oluşturulmuş olan 6 köpekte cTnI konsantrasyonlarının 1. ve 5. günlerde pik yükselme gösterdiği ve infarktüsü takiben troponin düzeylerinin bu artışına karşın doku konsantrasyonlarının hızla azaldığı belirlenmiştir (Ricchiuti ve ark, 1998). Hagman ve ark (2007) piyometra komplikasyonuna bağlı sekunder miyokard hasarı şüpheli 58 köpekte cTnI seviyelerini 0,3-0,9 µg/L düzeylerinde belirlerken, yalnızca 7 köpekte (%12) cTnI seviyesinin arttığını tespit etmişlerdir.
Günümüzde köpeklerde kan troponin seviyeleri ile ilgili yukarda da sözü edildiği üzere farklı kalp hastalıklarında çok çeşitli çalışmalar bulunmaktadır. Hayvanlarda hem cTnT ve hemde cTnI değerleri deneysel çalışmalarda ve klinik teşhiste kullanılmaktadır. Kardiyak troponin T ve I laboratuvar hayvanlarında ve köpeklerde kalp hasarları için kardiyospesifik ve duyarlı bulunmuştur (O’brien ve ark, 1997). Söz konusu bu araştırmalardan elde edilen verilere göre her biri çeşitli kalp yetersizlikleri ve sirkulasyondaki troponin konsantrasyonları arasındaki ilişkiyi araştırmaya yöneliktir. Dolayısıyla yapılan çalışmalarda kan cTnT ve cTnI seviyelerinin ölçümlerinin değerlendirilmesine yarar sağlamakta ve köpeklerde kalp yetersizlikleri, konjenital veya sonradan oluşan kalp hastalıklarının teşhisine aracı olmaktadır (Oyama ve ark, 2003).
Köpeklerde kalp ve iskelet kaslarından yapılan biyopsilerde cTnI seviyesi; kalp kaslarında iskelet kasına göre daha fazla olduğu bildirilmiştir. Büyük hayvanların (at, büyük ırk köpeklerde, koyunlarda, domuzlarda) kalp dokularında cTnI seviyesnin doku başına çok yüksek değerlerde olduğu tespit edilmiştir (O’brien ve ark, 1997). 
Köpeklerde göğüs boşluğu travmalarında serum cTnI seviyeleri cTnT seviyelerine göre belirgin bir şekilde yüksek bulunmuştur (Schober ve ark, 1999). Babesiozisli köpeklerde cTnT seviyesinin miyokardiyal hasarda belirlenen cTnT‘den daha az duyarlı olduğu rapor edilmiştir (Lobetti ve ark, 2002). Gastrik dilatasyon-volvuluslu köpeklerde hem serum cTnT hemde cTnI seviyeleri yükselmektedir (Schober ve ark, 2002).
Deneysel olarak oluşturulan kardiyotoksitelerde ve doksorubisinin klinik kullanımları esnasında hem cTnT hemde cTnI seviyeleri yükselmektedir ve duyarlı belirteçler olarak tespit edilmişlerdir (Wallace, 2004; Herman, 1999).


2.6.2. P dalga dispersiyonu

P dalga dispersiyonu (Pd) insan kardiyoloji ve veteriner hekimliğinde değerlendirilen yeni bir ekg indeksidir (Noszczyk-Nowak, 2008; Dilaveris ve ark, 2001; Villani, 1996). Bu indeks farklı ekg derivasyonlarında kaydedilen minumum ve maksimum p dalga süreleri arasında ki fark olarak tanımlanmaktadır. Pd impuls yayılımının süreksizliği ve inhomejenitesi ile ilişkili olduğu bildirilmiş basit elektrokardiografik belirteçtir (Dilaveris ve ark, 2000; Noszczyk-Nowak, 2011). Elektrokardiyogramda görüntülenen kalp kasının elektriksel aktivitesi atrium belirli özel alanlarının iletim ile yakından ilişkili olarak, bölgesel depolarizasyon bozuklukları farklı ekg grafitlerinde p dalga süresinin çeşitliliğine yol açmaktadır (Noszczyk-Nowak, 2011). Pd deki değişimler intraatrial ve interatrial iletim zamanını ve iletimdeki bozukluklar ile sinüs uyarılarının homojen olmayan yayılımını yansıtmaktadır (Doğan ve ark, 2012). Pd inter ve intra atrial iletimi değerlendirmekte bağımsız bir faktördür ( Noszczyk-Nowak ve ark, 2011).
Pd değeri vücud ağırlığı ve cinsiyetten bağımsız bir faktördür. Diabet ve hipertroidizm gibi endokrin problemelerle ilişkili artış gösterebilmektedir. Bununla birlikte renal yetmezliğin terminal fazında olan hastalarda da artış gösterebilmektedir. Kan basıncı ya da otonom sinir sistemindeki değişiklikler Pd değerini etkileyebilmektedir. Bu nedenle Pd değerlendirilecek olan hastalarda tam bir genel muayenenin yapılması önerilmektedir (Noszczyk-Nowak ve ark, 2011). 
Sadece iletimdeki heterojenitenin mi (bölgesel etki) ya da farklı ekg grafiklerindeki tek depolarizasyon vektörünün çeşitli gösteriminin mi (gösterim fenomeni) P-dalga süresi arası değişkenliğin üzerinde etkisi olduğu net olarak açıklanamamaktadır. Ölçümlerdeki önemli bir engel, p dalgası amplitüdü küçük olduğunda online (izoelektrik alandan pozitif ya da negatif ilk sapması) ve offline’ın (izoelektrik alana geri dönüş) belirlenmesindeki güçlüktür. 
Aynı zamanda Pd insanlarda Atriyal Fibrilasyon (AF) gelişebilme prognozunda bir ön göstergesi olarak da değerlendirilmektedir (Dilaveris ve ark, 1998; Aytemir ve ark, 2000; Dilaveris ve ark, 1999). Pd yüksek düzeyde AF gelişme olasılığı olmasına rağmen fark edilebilir kalp bozuklukları göstermeyen hastaların tespitine imkan tanıyacak bir yöntem olarak kabul edilmektedir (Dilaveris ve ark, 1998; Aytemir ve ark, 2000). İnsanlarda Pd deki uzama, yapısal kalp hastalığı bulunmasından bağımsız olarak AF gelişebilmesinde risk faktörü olarak gösterilmiştir (Koide ve ark, 2008). Bazı tiplerde supraventrikuler aritmi gelişmesine predispoze olan AF’lu, dilate kardiyomiyopatiden şüpheli, mitral/triküspital yetersizlik nedeniyle atrial genişlemesi olan ya da sinüs bozukluklarına predispoze olan köpeklerde, bir belirteç olarak Pd kullanılmasının çok umut vadedici olduğu söylenmektedir (Noszczyk-Nowak, 2011). Mitral kapak yetersizlikli ve supraventriküler iletim problemli köpeklerde sağlıklı köpeklere göre önemli derecede yüksek Pd değerleri olduğu görülmüştür. (Noszczyk-Nowak ve ark, 2011). AF lu köpeklerde P dalga dispersiyonu kardiyoversiyon sonrası AF nüks olasılığını göstermekte 3 aya kadar diagnostik duyarlı olduğu bildirilmiştir (Noszczyk-Nowak ve ark, 2012).













3. GEREÇ ve YÖNTEM


3.1. Hayvan Materyalinin Seçimi

Araştırmanın hayvan materyalini Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Küçük Hayvan Kliniğine ya da civar illerdeki özel Veteriner Kliniklerine hipotrikozis, perioküler alopesi, kilo kayıbı, onikogripozis, deri lezyonları (yaygın kepeklenme, alopesi ile uyumlu eksfoliatif dermatitis) ve/veya anoreksi, lenfadenopati, hepatoşiplenomegali gibi klinik bulgulardan bir ya da birkaçını gösterdiği için getirilen her iki cinsiyetten ve çeşitli yaş gruplarından 24 köpek oluşturdu. 
Çalışma kapsamına alınacak olan köpekler hasta sahipleri bilgilendirilerek gönüllük esasıyla elde edildi. Çalışma öncesi ADÜ Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayı alınmıştır (64583101.2013.060).


3.2. Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT)

3.2.1. Leishmania IgG IFAT için gerekli malzeme ve solüsyonların hazırlanması:

PBS 20X:
NaCl					170 gr
NaH2PO4			5.72 gr
K2HPO4			24 gr
Bu maddeler 1 lt’lik balon içine konulur ve üzerine distile su eklenerek 1 lt’ye tamamlandıktan sonra pH 7,4’e ayarlandı.
Kaplama solüsyonu (PBS-gliserol)
PBS				5 ml
Gliserin			1 ml ilave edildi.
Konjuge: Keçiden elde edilen insan Ig G’sine karşı geliştirilmiş florescein ile işaretlenmiş anti-antikor kullanıldı (Fluoline-G ) (BioMerieux 75692).
Lam: Lamların üzerine özel şablon kullanılarak elmas kalemle her bir sırada 6 yuvarlak olacak şekilde iki sıra toplam 12 adet yuvarlak çizildi. Lamları sol üst köşelerine elmas kalemle işaretler konularak lamların ön yüzleri (antijenle kaplı yüzleri) işaretlendi. 
Antijen: Leishmania spp. promastigot lam üzerindeki yuvarlaklar içine bir mikroskop alanında 500 adet olmak üzere pipet yardımı ile konularak, kurutuldu. Takiben lam saklama kutularında kullanılıncaya kadar –20oC’de saklandı.
Pozitif ve negatif kontrol serumları: Testin özelliğine göre daha önceden çalışılmış negatif veya hangi sulandırımlarda pozitif değerler verdiği bilinen serumlar kullanıldı. 


3.2.2. Testin yapılışı:

1. Serumlar master blokta PBS ile 1/16 ve 1/64oranlarında [ilk deliklere 150 µl PBS, ikinci deliklere 150 µl PBS] sulandırıldı. (Tablo 6).
2. Pipet uçları sırayı takip edebilmek amacıyla boş pipet uç kabına sıra ile yerleştirildi.
3.  Serum sulandırımları bitirildikten sonra hasta sayısı için gerekli sayıda uygun antijen kaplı lam buzdolabından çıkarıldı. 
4. Lamlar daha önceden dibine ıslak kurutma kağıdı konulmuş kapaklı küvet içindeki lam tutucuların üzerine yerleştirildi. Lamları yerleştirirken antijen kaplı kısımların üst tarafa gelmesine dikkat edildi. Bu sebeple daha önceden sol üst köşelere konulan camdaki çizik işaretlerinin sol üst köşeye gelmesine azami gayret gösterildi. Ayrıca camların uygun bir yerine kalemle numara atandı.
5. Her köpek için 1/16 ve 1/64 sulandırıma basamakları olmak üzere ikişer delik, bir lamda 6 olguya ait örnek çalışılabileceğinden yola çıkılarak gerekli lam sayısı hesaplandı (Tablo 6 ve 7).
6. Lamlardaki antijen kaplı deliklerin üzerine pipet uçlarının sıraları takip edilerek sulandırım plağındaki en düşük sulandırımdan başlanarak ortalama 10 µl konuldu. Deliklerin dışına taşırılmamasına ve sulandırımaların birbirine karışmaması için azami gayret sarfedildi.
7. Lamlara serum sulandırımları konulduktan sonra kapaklı küvetin kapağı kapatılarak, etüvde 37oC’de yarım saat bekletildi
8. Etüvden çıkarılan lamlar birbirlerine yapışmayacak şekilde PBS dolu şalede 3’er kez olmak üzere 5’er dakika yıkandı.
9. Lamlar oda ısısında dik olarak kurutma kağıdı üzerine konularak, kurumaya bırakıldı.
10. Kuruyan lamlar kapaklı küvet içindeki sehpanın üzerine antijen üste gelecek şekilde dizildi.
11. Konjuge dilüsyonu yapıldı. Kontroller dahil kullanılacak kuyucuk (her kuyucuk için 10 µl konjuge sulandırıldı) sayısına göre konjuge miktarı hesaplandı.
12.  Örnek: 13 hasta ve iki kontrol için gerekli toplam kuyucuk sayısı 30 dur. 30 X10 µl = 300 µl konjuge hazırlanmalıdır. Konjugenin çalışma sulandırımı 1/300 olduğuna göre 300 µl PBS içerisine 1 µl stok konjuge eklenerek hazırlandı. 
13. Konjuge (hazırlanan konjuge sulandırımadan her deliğe yaklaşık 10 µl konulması yeterlidir) oda sıcaklığında hemen bozulacağından kullanıldıktan sonra hemen buzdolabına konuldu.
14. Lamlara konjuge sulandırımları konulduktan sonra kapaklı küvetin kapağı kapatılarak 37oC’de 30 dakika etüvde bekletildi.
15. Etüvden çıkarılan lamlar 3 kez 5 dk. şalede PBS ile yıkandı.
16. Lamların üzerine kurumadan gliserin-PBS karışımından 2-3 damla damlatılır ve lamel kapatıldı.
17. Lamlar floresans mikroskopta mavi ışıkta incelendi.

Tablo 6. Master Blok Sulandırım plağı PKS: pozitif kontrol serumu, NKS: negatif kontrol serumu

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	150µl PBS
+10 µl PKS
	150µl PBS
+10 µl NKS
	150µl PBS
+10 µl 1. Serum
	150µl PBS
+10 µl 2. Serum
	150µl PBS
+10 µl3. Serum
	
	
	
	
	
	
	

	B
	150 µl PBS
+İlk çukurdaki karışımdan 50 µl aktarılır
	 150 µl PBS
+İlk çukurdaki karışımdan 50 µl aktarılır.
	 150 µl PBS
+İlk çukurdaki karışımdan 50 µl aktarılır.
	 150 µl PBS
+İlk çukurdaki karışımdan 50 µl aktarılır.
	 150 µl PBS
+İlk çukurdaki karışımdan 50 µl aktarılır.
	
	
	
	
	
	
	

	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



Tablo 7. Lamlara serum konuluş sırası

	PKS 1/16 sulandırım
	NKS 1/16 sulandırım
	1. serum 1/16 sulandırım
	2.serum 1/16 sulandırım
	3.serum 1/16 sulandırım
	

	PKS 1/64 sulandırım
	NKS 1/64 sulandırım
	1. serum 1/64 sulandırım
	2.serum 1/64 sulandırım
	4.serum 1/64 sulandırım
	



3.2.3. Sonuçların yorumlanması

Parlak sarı yeşil floresans pozitif, soluk/hiç sarı yeşil floresans görülmemesi negatif olarak değerlendirilmiştir. Fluoresans veren en yüksek serum dilüsyonu, ilgili numuneye ait antikor titresi olarak yorumlandı. Immuno floresan antikor titresi 1/64 ve üzeri olan serum örnekleri CVL açısından pozitif olarak kabul edildi (Abranches ve ark, 1991; Özensöy Töz ve ark, 2005). 


3.3. Olguların gruplara ayırılması

Köpeklere IFAT testi (ADÜ Tıp Fakültesi Parazitoloji ABD’da) vasıtasıyla CVL tanısı konulduktan sonra 4 farklı gruba (her grupta n=6) ayrıldı. I. grupta yukarıda sözü edilen klinik bulgulardan yalnızca birini gösterenler (oligosemptomatik), II. grupta multiple ya da çok sayıda klinik bulgu gösterenler (polisemptomatik) (Ciaromella ve ark, 1997; Quinnel ve ark, 2001; Moreira ve ark, 2007) dahil edildi. III. grubu asemptomatik ancak CVL tanısı konulan ancak yukarıdaki klinik bulguları göstermeyen köpekler oluştururken, IV. grupta CVL yönünden negatif ve herhangi bir hastalık tablosu bulunmayan sağlıklı köpekler yer aldı. Olguların değerlendirilmesinde çalışmanın gerçekleştirildiği yıllar arası klasik sınıflandırma dikkate alındı (de Assis ve ark, 2010; de Queiroz ve ark, 2010; de Queiroz ve ark, 2011).
 Klinik bulgulara göre CVL’li köpekler polisemptomatik (3’den fazla klinik bulgusu mevcut), (Resim 8-9) oligosemptomatik (1-3 klinik bulgu veya asemptomatik) (Resim 10) ve asemptomatik (herhangi bir klinik bulgusu mevcut olmayan) (Resim 11) köpekler arasından seçildi  (de Assis ve ark, 2010; de Queiroz ve ark, 2010; de Queiroz ve ark, 2011). Olgulara ait demografik verilerin dağılımı ilgili çizelgelerde verildi (Tablo 8-11) .
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Resim 8. CVL ile poliseptomatik olarak enfekte Presa Canario ırkı bir köpekte travma anamnezi bulunmayan, kuyrukta ülseratif, kanamalı, kabuklu ve alopesik lezyonlar mevcut.
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Resim 9. CVL ile poliseptomatik olarak enfekte Presa Canario ırkı bir olgu. Ön ayakta travma anamnezi bulunmaksızın eksfoliatif dermatitis mevcut.
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Resim 10. CVL ile oligoseptomatik olarak enfekte Presa Canario ırkı bir köpek, arka bacakta eritematöz zemin üzeinde demarkasyon gösteren ülseratif lezyon görünmekte.
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Resim 11. CVL ile aseptomatik olarak enfekte Bull terrier ırkı köpek.


3.4. P dalga dispersiyonuna yönelik EKG uygulamaları

Sağlıklı kontrol grubunda karşılaştırma, VL’li köpeklerde ise kardiyak hasar varlık, nitelik ve düzeylerinin belirlenmesine yönelik EKG değerlendirmeler (pd ölçümü) ile birlikte serum cTnI konsantrasyonu ölçüldü. Serum cTnI konsantrasyonu ölçümünde tür spesifik ticari test kiti kullanıldı. Tüm gruplarda EKG kayıtları, köpeklerde istirahat halinde 1 mV/cm amplitüdünde ve 50 mm/sn hızında [elektrodlar kırmızı (sağ ön ayak, Articulacia cubiti’nin ön yüzü ya da dizin fleksor iç açısına), sarı (sol ön ayak, Articulacia cubiti’nin ön yüzü ya da dirseğin fleksor iç açısına), yeşil (sol arka ayak, Articulacia genu’nun ön yüzü), siyah nötral uç (sağ arka ayak, articulacia genu’nun ön yüzü), C1 (5. Sağ interkostal aralık, sternum kenarı), C2 (6. Sol interkostal aralık, sternum kenarı), C3 (6. Sol interkostal aralık, C2-C4 arası), C4 (6. Sol interkostal aralık, kosta kondral birleşim), C5 ve C6 (6. Sol interkostal aralığın dorsali, C3-C4 arası)] çekilen 12 lead bilgisayarlı cihazla (Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Küçük Hayvan Kliniğinde mevcut BTL-08 MT plus) ya da uygun olan saha koşullarında alındı (Resim 12). Ölçümler EKG’lerin dijital ortama aktarılmasından sonra yüksek rezolüsyonlu monitörde gerçekleştirildi. 
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Resim 12. Saha koşullarında EKG uygulamasına hazırlık

P dalgasının başlangıcı; P dalgasının başlangıç defleksiyonu ile izoelektrik hattın kesişim noktası, bitişi ise P dalgasının bitiş defleksiyonu ile izoelektrik hattın kesişim noktası olarak belirlendi (Şekil 2). Pd her derivasyonda en az 5 P dalgası süresinin ortalaması ölçülerek saptandı. Tüm olgularda P dalgasının başlangıç ve bitiş noktası belirlenemeyen derivasyonlar çalışma dışı bırakıldı (Noszczyk-Nowak ve ark, 2008; Noszczyk-Nowak ve ark, 2011). Pd; maksimum P dalga süresinden minimum P dalga süresinin çıkarılmasıyla (Şekil 3) hesaplandı (Pd=P mak- P min) (Noszczyk-Nowak, 2008; Noszczyk-Nowak ve ark, 2011; Dilaveris ve ark, 2001; Villani, 1996). 
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Şekil 2. P dalga dispersiyonu (Pd). P dalgasının başlangıç (p on), bitiş noktaları (p off). Dr. Noszczyk-Nowak’ın kişisel arşivinden (e-mail yolu ile temin edilmiştir).
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Şekil 3. P dalga dispersiyonu (Pd) ölçümü. ADÜ Veteriner Fakültesi arşivi.

3.5. Laboratuar Muayeneleri

3.5.1. Fiziksel ve Hematolojik Muayeneler

CVL ile enfekte olduğu belirlenen hayvanlarda anamnez, yaş, cinsiyet, geldiği yer, fiziksel muayene ve laboratuvar bulguları kaydedildi (Tablo 8-11). Tüm olgulardan herhangi bir uygulama yapılmadan hemen önce IFAT ve serum biyokimyasal tahlil amacıyla kan örnekleri alındı. Antikoagulantsız tüplere (5 ml) 1 defaya mahsus olarak ön bacakta Vena cephalica antebrachii’den alınan kan örnekleri değerlendirildi.


3.5.2. Serum Kardiyak Troponin I Konsantrasyonu

Sağlıklı kontrol grubunda karşılaştırma, VL’li köpeklerde ise kardiyak ya da miyokardiyal hasar varlık, nitelik ve düzeylerinin belirlenmesine yönelik olarak serum cTnI konsantrasyonu ölçüldü. Serum cTnI konsantrasyonu ölçümü hizmet alımı şeklinde tür spesifik ticari test kiti kullanılarak özel bir laboratuvarda gerçekleştirildi. Diğer kan örnekleri ile eş zamanlı olarak yine ön bacakta Vena cephalica antebrachii’den antikoagulansız tüplere (3 ml) ayrıca alınan örneklerden serum elde edilmesi için alınan kan 3000 devirde 10 dk. santrifüj edilerek serum çıkarıldı. Takiben Troponin I ölçümü ELISA yöntemiyle tür spesifik kit kullanılarak (Kamiya BiOmedical Company - Dog Cardiac Troponin-I, High Sensitive ELISA   Cat. No: KT-640) hizmet alımı şeklinde Bilim Laboratuvarı, İstanbulda gerçekleştirildi. Örnekler analizler gerçekleştirilinceye kadar -80° C’de bekletildi.


3.6. İstatiksel Analiz  

İstatistiksel analizler için SPSS statistical software package (version 22; SPSS Inc. Chicago, IL) kullanıldı. Hem kontrol hem de enfekte gruplarda verilerin dağılımı normal dağılım göstermediği belirlendi. Logaritmik transformasyon işlemine rağmen dağılımların tekrar normal olmadığı belirlendiğinden, non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile karşılatırmalar yapılarak, çoklu (post-hoc) karşılaştırmalar eşleştirilmiş metot kullanılarak gerçekleştirildi. 

4. BULGULAR


4.1. Kardiyak Troponin I analiz sonuçları

Kardiyak Troponin I (cTnI) analiz sonuçları Tablo 8-12 arasında gösterildi. Yüksek düzeyde cTnI konsantrasyonu toplam olarak CVL ile infekte 10/18 köpekte saptandı. Asemptomatik köpeklerin 3/6’sında, oligosemptomatik köpeklerin 3/6’sında (Tablo 10), polisemptomatik köpeklerin 4/6’sında (Tablo 11) cTnI konsantrasyonunun yükseldiği saptandı. Kontrol grubu olguların (Tablo 8) tamamında (6/6) cTnI seviyelerinin referans aralıklarda [<0,03 ng/dL] seyrettiği ve herhangi bir atışın meydana gelmediği saptandı. cTnI seviyelerinin asemptomatik olgularda <0,03–0,1 (min-mak) ng/dL aralığında (Tablo 9), oligosemptomatik olgularda <0,03– 0,821 ng/dL aralığında, polisemptomatik olgularda ise 0,03–0,173 ng/dL aralığında olduğu belirlendi. Ortalama (standart sapma) verileri karşılaştırıldığında asemptomatik olgularda 0.03±0.04, oligosemptomatik olgularda 0.16±0.04 ve polisemptomatik hayvanlarda 0.05±0.05 ng/dL olarak saptandı (Tablo 11).
Kardiyak Troponin I konsantrasyonları gruplar arası karşılaştırıldığında kontrol ile hasta olgular arasında (p>0,05) istatistiksel olarak belirgin bir fark saptanmadı (Tablo 12, Şekil 4).
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Şekil 4. Kardiyak Troponin I konsantrasyonunun gruplar arası dağılımına ilişkin kutu grafiği (box plot) (Kruskal-Wallis test p=0,145)


4.2. IFAT analiz sonuçları

Gruplar arası karşılaştırmada IFAT titreleri karşılaştırıldığında kontrol ile asemptomatik grup arasında (p<0,05) istatistiksel olarak fark belirlendi. Çalışmada IFAT ile test edilen kontrol grubu hariç 18 köpeğin 12’sinin (%66,66) 1/128 ve üzeri sulandırımlarda pozitif, 6‘sının (%5,88) 1/64 sulandırımda pozitiflik (sınırda veya şüpheli), kontrol grubundaki olguların ise tamamının negatif oldukları saptandı (Tablo 8-11).


4.3. P Dalga Dispersiyonunun dağılımı

Kontrol grubu olgularının (ortalama±standart sapma) Pd değerinin 22,76±3,12, asemptomatik grupta 22,03±0,80, oligosemptomatik grupta 22,73±0,80 ve polisemptomatik olguların ise 25,67±1,41 aralığında olduğu belirlendi. Gruplar arası karşılaştırmada polisemptomatik grup ile; kontrol (p=0,026), asemptomatik (p=0,012), oligosemptomatik (p=0,027) gruplar arasında belirgin bir farklar olduğu saptandı (Şekil 5, Tablo 12).
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Şekil 5. Pd’nu sonuçlarının gruplar arası dağılımına ilişkin kutu grafiği (box plot) (Kruskal Wallis Test p=0,042)



  

Tablo 8. Kontrol grubu olgularda demografik bilgiler; ırk, cinsiyet, yaş dağılımı, İFAT titreleri, cTnI konsantrasyonu ile Pd ölçümü.

	KONTROL GRUBU

	No.
	Irk
	Cinsiyet
	Yaş
	IFAT
	Troponin I ng/ml
	P- Dalga Dispersiyonu 

	
	
	
	
	
	
	I
	II
	III
	aVR
	aVL
	aVF
	P max
	P min
	P dispersiyon
	Pd ortalama

	1
	Bull Terrier Shepherd melez
	Erkek
	2 yaşlı
	Negatif
	<0.03
	58
	50
	46
	56
	52
	74
	74
	46
	28
	22

	
	
	
	
	
	
	60
	70
	50
	58
	68
	50
	70
	50
	20
	

	
	
	
	
	
	
	50
	38
	48
	40
	62
	58
	62
	38
	24
	

	
	
	
	
	
	
	48
	54
	56
	56
	58
	66
	66
	48
	18
	

	
	
	
	
	
	
	66
	54
	50
	70
	62
	56
	70
	50
	20
	

	2
	Bull Terrier
	Dişi
	3 yaşlı
	Negatif
	[bookmark: _GoBack]<0.03
	53
	58
	64
	50
	69
	50
	69
	50
	19
	22,8

	
	
	
	
	
	
	37
	48
	74
	42
	58
	53
	74
	37
	37
	

	
	
	
	
	
	
	32
	53
	42
	40
	63
	42
	63
	32
	31
	

	
	
	
	
	
	
	48
	53
	64
	48
	48
	48
	64
	48
	16
	

	
	
	
	
	
	
	53
	42
	53
	53
	53
	53
	53
	42
	11
	

	3
	Golden Retriever
	Erkek
	4,5 yaşlı
	Negatif 
	<0,03
	74
	64
	86
	74
	68
	78
	86
	64
	22
	20

	
	
	
	
	
	
	68
	74
	66
	68
	78
	58
	78
	58
	20
	

	
	
	
	
	
	
	48
	64
	64
	64
	68
	66
	68
	48
	20
	

	
	
	
	
	
	
	64
	76
	64
	62
	80
	64
	80
	62
	18
	

	
	
	
	
	
	
	56
	68
	70
	66
	76
	72
	76
	56
	20
	

	4
	Presa Canario
	Dişi
	3.5 yaşlı
	Negatif
	<0.03
	74
	54
	48
	56
	68
	60
	74
	48
	26
	20,8

	
	
	
	
	
	
	58
	52
	64
	62
	82
	58
	82
	52
	30
	

	
	
	
	
	
	
	68
	56
	66
	58
	78
	66
	78
	56
	22
	

	
	
	
	
	
	
	64
	54
	62
	66
	56
	66
	66
	54
	12
	

	
	
	
	
	
	
	62
	56
	58
	68
	70
	62
	70
	56
	14
	

	5
	Presa Canario
	Dişi
	4 yaşlı
	Negatif
	<0.03
	66
	58
	54
	72
	68
	74
	74
	54
	20
	22,8

	
	
	
	
	
	
	68
	60
	58
	80
	58
	58
	80
	58
	22
	

	
	
	
	
	
	
	58
	72
	50
	64
	56
	66
	72
	50
	22
	

	
	
	
	
	
	
	64
	60
	58
	78
	64
	48
	78
	48
	30
	

	
	
	
	
	
	
	68
	56
	48
	64
	62
	68
	68
	48
	20
	

	6
	Presa Canario
	Erkek
	3 yaşlı
	Negatif
	<0.03
	48
	53
	53
	48
	58
	53
	58
	48
	10
	22,2

	
	
	
	
	
	
	64
	85
	48
	53
	64
	53
	85
	48
	37
	

	
	
	
	
	
	
	48
	48
	48
	58
	69
	58
	69
	48
	21
	

	
	
	
	
	
	
	42
	53
	64
	69
	58
	48
	69
	42
	27
	

	
	
	
	
	
	
	53
	64
	48
	64
	64
	53
	64
	48
	16
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Tablo 9. Asemptomatik gruptaki olgularda demografik bilgiler; ırk, cinsiyet, yaş dağılımı, IFAT titreleri, cTnI konsantrasyonu ile Pd ölçümü.

	ASEMPTOMATİK GRUP

	No.
	Irk
	Cinsiyet
	Yaş
	IFAT
	Troponin I ng/ml
	P- Dalga Dispersiyonu 

	
	
	
	
	
	
	I
	II
	III
	aVR
	aVL
	aVF
	P max
	P min
	P dispersiyon
	Pd ortalama

	1
	Bull Terrier
	Dişi 
	1.5 yaşlı
	1/256
	0,08
	53
	48
	58
	64
	58
	64
	64
	48
	16
	21,4

	
	
	
	
	
	
	58
	64
	42
	58
	58
	58
	64
	42
	22
	

	
	
	
	
	
	
	53
	58
	58
	64
	53
	69
	69
	53
	16
	

	
	
	
	
	
	
	64
	58
	58
	53
	48
	69
	69
	48
	21
	

	
	
	
	
	
	
	42
	69
	58
	53
	53
	74
	74
	42
	32
	

	2
	İzci Köpeği Zağar
	Dişi
	4,5 yaşlı
	1/256
	0,1
	98
	102
	80
	96
	92
	74
	102
	74
	28
	22

	
	
	
	
	
	
	48
	66
	72
	58
	68
	48
	72
	48
	24
	

	
	
	
	
	
	
	62
	66
	48
	50
	68
	46
	68
	46
	22
	

	
	
	
	
	
	
	64
	50
	66
	56
	64
	70
	70
	50
	20
	

	
	
	
	
	
	
	64
	56
	70
	54
	68
	64
	70
	54
	16
	

	3
	Presa Canario
	Dişi
	4,5 aylık
	1/64
	<0,03
	48
	48
	53
	42
	58
	48
	58
	42
	16
	21,6

	
	
	
	
	
	
	58
	48
	53
	42
	48
	42
	58
	42
	16
	

	
	
	
	
	
	
	42
	53
	48
	48
	48
	64
	64
	42
	22
	

	
	
	
	
	
	
	48
	42
	69
	53
	53
	53
	69
	42
	27
	

	
	
	
	
	
	
	42
	42
	53
	58
	53
	69
	69
	42
	27
	

	4
	Alman Çoban
	Dişi
	2,5 yaşlı
	1/128
	<0,03
	76
	74
	74
	74
	68
	80
	80
	68
	12
	22,8

	
	
	
	
	
	
	58
	76
	78
	68
	64
	74
	78
	58
	20
	

	
	
	
	
	
	
	76
	84
	74
	72
	54
	74
	84
	54
	30
	

	
	
	
	
	
	
	74
	78
	48
	84
	58
	64
	84
	48
	36
	

	
	
	
	
	
	
	82
	82
	68
	84
	68
	74
	84
	68
	16
	

	5
	Melez
	Dişi
	5 yaşlı
	1/64
	<0,03
	48
	42
	53
	58
	53
	64
	64
	42
	22
	21,2

	
	
	
	
	
	
	53
	42
	48
	53
	58
	53
	58
	42
	16
	

	
	
	
	
	
	
	42
	48
	64
	58
	58
	58
	64
	42
	22
	

	
	
	
	
	
	
	40
	42
	53
	53
	69
	42
	69
	42
	27
	

	
	
	
	
	
	
	45
	48
	53
	58
	64
	48
	64
	45
	19
	

	6
	Presa Canario
	Erkek
	4 yaşlı
	1/64
	0,05
	79
	69
	58
	74
	53
	53
	79
	53
	26
	23,2

	
	
	
	
	
	
	85
	64
	64
	64
	58
	53
	58
	53
	32
	

	
	
	
	
	
	
	69
	64
	48
	58
	58
	58
	69
	58
	11
	

	
	
	
	
	
	
	79
	74
	64
	64
	53
	53
	79
	53
	26
	

	
	
	
	
	
	
	74
	64
	58
	79
	58
	58
	79
	58
	21
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Tablo 10. Oligosemptomatik gruptaki olgularda demografik bilgiler; ırk, cinsiyet, yaş dağılımı, İFAT titreleri, cTnI konsantrasyonu ile Pd ölçümü.

	OLIGOSEMPTOMATIK GRUP

	No.
	Irk
	Cinsiyet
	Yaş
	IFAT
	Troponin I ng/ml
	P- Dalga Dispersiyonu 

	
	
	
	
	
	
	I
	II
	III
	aVR
	aVL
	aVF
	P max
	P min
	P dispersiyon
	Pd ortalama

	1
	Presa Canario
	Dişi
	7 yaşlı
	1/512
	<0,03
	68
	52
	58
	70
	66
	58
	70
	52
	18
	24

	
	
	
	
	
	
	84
	58
	66
	70
	76
	52
	84
	52
	32
	

	
	
	
	
	
	
	70
	56
	46
	50
	52
	44
	70
	44
	26
	

	
	
	
	
	
	
	58
	48
	44
	42
	54
	50
	58
	42
	16
	

	
	
	
	
	
	
	76
	60
	50
	48
	62
	54
	76
	48
	28
	

	2
	Kurzhaar (kısa tüylü Alman puanteri)
	Dişi
	3,5 yaşlı
	1/256
	<0,03
	60
	52
	66
	56
	50
	42
	66
	42
	24
	22

	
	
	
	
	
	
	56
	60
	86
	56
	66
	62
	86
	56
	30
	

	
	
	
	
	
	
	46
	50
	56
	60
	58
	54
	60
	46
	14
	

	
	
	
	
	
	
	50
	48
	54
	50
	72
	48
	72
	48
	24
	

	
	
	
	
	
	
	46
	40
	58
	48
	58
	50
	58
	40
	18
	

	3
	İzci Köpeği Zağar
	Erkek
	4 yaşlı
	1/512
	0,10
	56
	48
	40
	50
	64
	62
	64
	40
	24
	20,8

	
	
	
	
	
	
	42
	68
	50
	52
	46
	56
	68
	42
	26
	

	
	
	
	
	
	
	40
	48
	42
	48
	50
	38
	50
	38
	12
	

	
	
	
	
	
	
	46
	52
	46
	36
	50
	48
	50
	36
	14
	

	
	
	
	
	
	
	56
	66
	44
	40
	38
	64
	66
	38
	28
	

	4
	German Shepherd
	Erkek
	2 yaşlı
	1/256
	0,09
	76
	50
	40
	58
	46
	56
	76
	40
	36
	20,8

	
	
	
	
	
	
	50
	42
	46
	50
	42
	44
	50
	42
	8
	

	
	
	
	
	
	
	48
	56
	50
	46
	58
	52
	58
	46
	12
	

	
	
	
	
	
	
	66
	50
	40
	64
	38
	54
	66
	38
	28
	

	
	
	
	
	
	
	68
	56
	54
	56
	48
	62
	68
	48
	20
	

	5
	Presa Canario
	Erkek
	4 yaşlı
	1/256
	<0,03
	58
	50
	70
	50
	62
	40
	70
	40
	30
	26,8

	
	
	
	
	
	
	48
	46
	48
	64
	46
	34
	64
	34
	30
	

	
	
	
	
	
	
	54
	66
	68
	54
	52
	48
	68
	48
	20
	

	
	
	
	
	
	
	60
	58
	76
	46
	58
	46
	76
	46
	30
	

	
	
	
	
	
	
	50
	48
	72
	48
	62
	58
	72
	48
	24
	

	6
	Kurzhaar (kısa tüylü Alman puanteri)
	Dişi
	3 yaşlı
	1/256
	0,821
	66
	62
	64
	76
	60
	72
	76
	60
	16
	22

	
	
	
	
	
	
	86
	82
	68
	74
	72
	60
	86
	60
	26
	

	
	
	
	
	
	
	66
	62
	76
	66
	58
	64
	76
	58
	18
	

	
	
	
	
	
	
	56
	60
	58
	68
	54
	76
	76
	54
	22
	

	
	
	
	
	
	
	58
	74
	84
	72
	56
	72
	84
	56
	28
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Tablo 11. Polisemptomatik gruptaki olgularda demografik bilgiler; ırk, cinsiyet, yaş dağılımı, IFAT titreleri, cTnI konsantrasyonu ile Pd ölçümü.

			POLISEMPTOMATIK GRUP

	No.
	Irk
	Cinsiyet
	Yaş
	IFAT
	Troponin I ng/ml
	P- Dalga Dispersiyonu 

	
	
	
	
	
	
	I
	II
	III
	aVR
	aVL
	aVF
	P max
	P min
	P dispersiyon
	P d ortalama

	1
	Presa Canario
	Dişi
	4 yaşlı
	1/64
	0,14
	64
	53
	53
	48
	42
	42
	64
	42
	22
	24,8

	
	
	
	
	
	
	69
	48
	42
	53
	48
	48
	69
	42
	27
	

	
	
	
	
	
	
	64
	58
	48
	53
	42
	48
	64
	42
	22
	

	
	
	
	
	
	
	58
	42
	48
	74
	53
	48
	74
	42
	32
	

	
	
	
	
	
	
	48
	48
	53
	64
	69
	53
	69
	48
	21
	

	2
	Presa Canario
	Dişi
	2 yaşlı
	1/256
	0,173
	78
	68
	64
	58
	76
	66
	78
	58
	20
	26,8

	
	
	
	
	
	
	82
	56
	50
	62
	86
	64
	86
	50
	36
	

	
	
	
	
	
	
	58
	54
	68
	70
	62
	68
	70
	54
	16
	

	
	
	
	
	
	
	54
	72
	90
	62
	70
	54
	90
	54
	36
	

	
	
	
	
	
	
	64
	58
	58
	58
	84
	58
	84
	58
	26
	

	3
	Bull Terrier
	Dişi
	2,5 yaşlı
	1/512
	<0,03
	58
	74
	53
	64
	48
	58
	74
	48
	26
	23,6

	
	
	
	
	
	
	48
	48
	80
	53
	53
	48
	80
	48
	32
	

	
	
	
	
	
	
	74
	74
	74
	69
	69
	63
	74
	63
	11
	

	
	
	
	
	
	
	48
	80
	74
	48
	48
	53
	80
	48
	32
	

	
	
	
	
	
	
	58
	42
	69
	69
	69
	58
	69
	42
	27
	

	4
	German Shepherd
	Dişi
	4 yaşlı
	1/512
	0,06
	48
	52
	42
	70
	54
	54
	70
	42
	28
	25,6

	
	
	
	
	
	
	46
	42
	64
	62
	56
	46
	64
	42
	22
	

	
	
	
	
	
	
	50
	54
	44
	46
	76
	50
	76
	44
	32
	

	
	
	
	
	
	
	48
	46
	66
	44
	66
	48
	66
	44
	22
	

	
	
	
	
	
	
	58
	66
	56
	42
	60
	50
	66
	42
	24
	

	5
	Melez
	Erkek
	7 yaşlı
	1/512
	0,04
	64
	53
	69
	64
	85
	64
	85
	53
	32
	27,6

	
	
	
	
	
	
	53
	69
	74
	69
	74
	69
	74
	53
	21
	

	
	
	
	
	
	
	48
	69
	69
	69
	64
	58
	69
	48
	21
	

	
	
	
	
	
	
	53
	58
	64
	69
	69
	69
	69
	53
	16
	

	
	
	
	
	
	
	58
	69
	74
	64
	106
	69
	106
	58
	48
	

	6
	Melez
	Dişi
	5 yaşlı
	1/64
	<0,03
	48
	69
	58
	74
	53
	53
	79
	53
	26
	23,2

	
	
	
	
	
	
	53
	64
	64
	64
	58
	53
	58
	53
	32
	

	
	
	
	
	
	
	42
	64
	48
	58
	58
	58
	69
	58
	11
	

	
	
	
	
	
	
	40
	74
	64
	64
	53
	53
	79
	53
	26
	

	
	
	
	
	
	
	45
	64
	58
	79
	58
	58
	79
	58
	21
	


44



Tablo 12. CVL’li köpeklerde cTnI ve Pd’nuna ait ortalama ve standart sapma verileri

	Grup
	cTnI (ng/mL)      Referans <0,03
	Pd (ms)      Referans <36

	
	Ortalama
	S.d
	Min-Maks
	Ortalama
	S.d
	Min-Maks

	Sağlıklı Kontrol
	0
	0
	0
	22,7667a
	3,12517
	20,00-28,80

	Asemptomatik
	0,0383
	0,04491
	0,00-0,10
	22,0333ac
	0,80416
	21,20-23,20

	Oligosemptomatik
	0,1685
	0,04491
	0,00-0,82
	22,7333acd
	0,80416
	20,80-26,80

	Polisemptomatik
	0,0567
	0,05574
	0,00-0,14
	25,6777b
	1,41798
	23,60-27,60

	P değeri
	0,145
	
	
	0,042
	
	



*a,b,c,d; Aynı sütunda farklı harf taşıyan ortalamalar arası farklar önemlidir (p<0,05).
p değeri; Kontrol ve hasta gruplarının istatistisel karşılaştırmaları.
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5. TARTIŞMA


CVL birçok olguda kronik bir seyir izlemekte, akciğer ve kalbi de içine alan hayati birçok organı etkilemektedir (Torrent ve ark, 2005). Günümüzde özellikle insan hekimliğinde yapılan çalışmalarda Leishmaniasis’in akciğer ve kalpte oluşturduğu morfolojik ve histopatolojik değişikliklerin noninvaziv yöntemlerle anlaşılmasına ihtiyaç duyulmakta, ancak geçerli invaziv yöntemler etik nedenlerden ötürü kısıtlı yapılabilmektedir. CVL gerek insanlarda gerekse köpeklerde aynı etken tarafından oluşturulan benzer hastalık tablosuna sahip olduğundan, bu bağlamda VL’li insanlarda yapılacak çalışmalara rol model olarak köpekler mükemmel bir örnek olabilir (Hommel ve ark, 1995). Çıkış noktasındaki hedeflerimizden biri ilk olarak çalışmamızda elde edilecek sonuçların gerek Veteriner Hekimlik alanında gerekse Tıp Hekimliği alanında sonradan yapılacak çalışmalara ışık tutacağı ve yol göstereceği kanaatiydi.
VL oluşturduğu kardiyak değişiklikler çok önemli olmakla birlikte, hastalığın gidişatı klinik bulguların varlığı ya da yokluğu ve dönemiyle ilişkili olarak oluşan kardiyak disfonksiyon her zaman belirlenemeyebilmektedir. Makroskobik lezyonların her zaman belirmemesi nedeniyle enfekte hayvanlarda miyokarditis ile ilişkili vaskülitis ve infarktüsün ortaya konulabilmesi için histolojik muayeneye ihtiyaç duyulabilmektedir (Zabala ve ark, 2005). L. chagasi ile doğal infekte 15 semptomatik ve 7 asemptomatik köpekte kalp ve akciğer dokusundan alınan örneklerin histopatolojik, sitolojik ve immunohistokimyasal analizlerin gerçekleştirildiği Brezilya’daki bir çalışmada dejenerasyon ve miyokardiyal nekrozis belirlenmiştir. Bu değişiklikleri az miktardaki parazit yükü ve değişen derecelerdeki yangısal cevabın kalp dokusunun muhtemelen az bir kısmının etkilenmesiyle ilişkilendirilmektedir. Bu sebeple makroskobik değişikliklerin ve miyokardiyal fonksiyonları etkileyen klinik bulguların şekillenmesi için yeterli zamanın oluşmadığı kanısına varılmıştır. (Alves ve ark, 2010). Benzer olarak kutanöz nodül, lenfadenopati ve vücutta generalize ödem şikayetiyle CVL tanısı almış bir köpekte histolojik muayenede bir çok organda kronik yangısal reaksiyon şekillenmiş özellikle de miyokardiyumda mononükleer hücre birikimi, kalp kasında atrofi ve dejenerasyon saptanmıştır. Olguda, CVL miyokarditis ile ilişkilendirilmiş, EKG de QRS kompleksinin amplütünde azalma belirlenmiştir. İlaveten dalak, lenf nodu ve karaciğerde ciddi bir parazit yükü belirlenmiş bunun yanı sıra akciğer, böbrek ve deride makrofajlar içerisinde Leishmania sp. amastigot formları tespit edilmiştir. Özellikle de kalpte etkeni barındıran makrofajların immunohistokimyasal olarak incelenmesi sonrası Leishmania antijenleri saptanmıştır. Bu olguda EKG değişiklikleri yine miyokarditisin gelişiminde Leishmaniasisin rolünü destekler niteliktedir (Lopez-Pena ve ark, 2009). 
Miyokarditis insanlarda miyokardiyumda meydana gelen inflamatorik tarzda yangının yanı sıra komşu miyositlerde oluşan nekrozis ve dejenerasyonu tanımlamaktadır (Aretz ve ark, 1987). CVL’de miyokardiyal lezyonların oluşabileceği (Alves ve ark, 2010; Lopez-Pena ve ark, 2009; Torrent ve ark, 2005), ve etiyolojik etken olan Leishmania türlerinin kardiyak dokuya penetre olduğu bildirimleri (Font ve ark, 1993; Lopez-Pena ve ark, 2009; Torrent ve ark, 2005; Zabala ve ark, 2005) dikkate alındığında, hastalığın farklı evrelerindeki köpeklerde kardiyak tutulumun EKG muayenelerinin yanısıra serum cTnI düzeyleri ile araştırılması gerekliliği açıktır.
Farklı tipteki miyokardial hasar ve düzeyinin noninvaziv olarak belirlenmesinde EKG ve EKO değerlendirmeleri ile kardiyak biomarkırlardan serum cTnI konsantrasyonu ölçümü önemli yer tutar. İnfeksiyöz bakteriyel ve paraziter hastalıklarda EKG’nin non-invaziv rolünün önemi (Nalmas ve ark, 2007) ve özelliklede miyokarditis şüpheli hastalarda EKG’nin diagnostik ve prognostik amaçla kullanılabileceği bildirimleri (Ukena ve ark, 2011) göz önüne alındığında, bu çalışmada CVL ile ilişkili olarak oluşabilecek miyokardiyal hastalık ve diğer kalp değişikliklerinin (kardiyak gözlem, kalp kompartmanlarında dilatasyon, kalp yetmezliği, ileti bozuklukları, aritmi, üfürüm, perikardiyel hastalık) ilk etapta 12 kanallı bilgisayarlı EKG ile saptanması diyagnostik ve muhtemelen prognostik açıdan değerlendirme yapılmasını sağlamıştır. Yukarıda da sözü edildiği üzere daha önce CVL’nin farklı evrelerindeki köpeklerde EKG ile belirlenebilen Pd ve serum cTnI düzeyinin birarada değerlendirildiği bir çalışmaya rastlanılmamış olması konunun orjinalliğini ve önemini göstermektedir.
CVL’li köpeklerde EKG muayenenin yer aldığı çok az çalışma literatürde yerini almıştır. Çok yakın bir zaman diliminde yapılan bir çalışmada CVL ile infekte 105 köpeğin sırasıyla %14,3, 4,8 ve yine 4,8’inde sinüs arrest, sağ dal bloğu, atriyel prematüre atım belirlenmiştir. EKG bulguları bütünüyle değerlendirildiğinde sol atriyel ve venrtiküler büyüme ve bazı hayvanlarda da miyokardiyel hipoksi saptanmıştır (Sousa ve ark, 2013). Yine yakın zamanda yapılan bir başka çalışmada 28 CVL’li köpekte N-methyl-glucamine antimoniate sağaltımı öncesi ve sonrası 6 kanallı EKG ile elektrokardiyografik değerlendirmeler yapılmıştır. Sağaltım öncesi tüm köpeklerde hafif düzeyde elektrokardiyografik değişimler gözlenmiş, sağaltım sonrası 60. günde yine tüm köpeklerde sinüs ritmine eşlik eden hafif elektrokardiyografik değişiklikler saptanmıştır (Luciani ve ark, 2013). Anılan çalışmalarda Pd’nundan dem vurulmamış, herhangi bir değerlendirme yapılmamıştır.
Bu bağlamda Pd’nun özellikle hasta köpeklerde, ve yine kalpte hasar oluşturabilen CVL ve benzeri hastalıklarda değerlendirilmesiyle hastalığın patogenezi daha iyi anlaşılabilecek, ileride sağaltım protkollerinde muhtemel değişim sağlayabilecektir. Pd’nunun değerlendirildiği kısıtlı sayıdaki literatür köpekler açısından değerlendirildiğinde sağlıklı, farklı ırk ve her 2 cinsiyetten 3-70 kg arası 1-12 yaşlı, 21 adet köpekte 6 farklı derivasyonda (I,II, III, aVR, aVL, aVF) ort. P mak (55.8±11.3 ms), P min /38.9±12.5) değerlerinden yola çıkılarak ortalama Pd 16.9±9.4 ms olarak hesaplanmıştır (Noszczyk-Nowak ve ark, 2008). Anılan çalışmada sağlıklı köpeklerde referans aralıklarının belirlenmesi adına tertiplendiği göz önünde bulundurulduğunda, ön bulgular (ort.±2SD) Pd’nunun 36 ms’nin altında olması gerektiğine işaret etmektedir (Noszczyk-Nowak ve ark, 2008). Benzer araştırmacı grubuyla gerçekleştirilen bir başka çalışmada 53’ü sağlıklı, 23’ü kronik valvüler bozukluğu bulunan ve 12’si supraventriküler ileti bozukluğu saptanan köpeklerde (15-80 kg arası, 5-17 yaşlı) 9 farklı derivasyonda (I, II, III, aVR, aVL, aVF, V1, V2, V4) 5 farkli kardiyak siklusta EKG incelemelerinde Pd’nunun 24 ms’ye kadar normal sınırlarda kabul edilebileceği tespit edilmiştir. Aynı çalışmada kronik valvüler hastalığı ve supraventriküler ileti bozukluğu saptanan köpeklerde Pd’nunun, sağlıklı kontrollere oranla belirgin şekilde arttığı gözlemlenmiştir (Noszczyk-Nowak ve ark, 2010). Atriyel büyüme gelişen olgularda Pd’nunun yine sağlıklı köpeklere göre yükseldiği ancak sol atriyum genişliği ile Pd arasında belirgin bir korelasyon belirlenemediği ifade edilmiştir (Noszczyk-Nowak ve ark, 2010). 
Yurdumuzda CVL ile enfekte köpeklerde Pd’nunun incelendiği önceki bir çalışmada 12 lead bilgisayarlı EKG ile değerlendirmede bulunulmuştur. İlgili çalışmada yalnızca CVL ile infekte, oligosemptomatik olgular irdelenmiş, Pd 34±7.76 ms olarak tespit edilmiştir (Ural ve ark, 2013). Çalışmamızda CVL ile asemptomatik, polisemptomatik ya da oligosemptomatik olarak enfekte köpeklerde Pd’nun dağılımı incelenmiştir. Kontrol grubu olgularının (ortalama±standart sapma) Pd değerinin 22,76±3,12, asemptomatik grupta 22,03±0,80, oligosemptomatik grupta 22,73±0,80 ve polisemptomatik olguların ise 25,67±1,41 aralığında olduğu belirlendi. Gruplar arası karşılaştırmada polisemptomatik grup ile; kontrol (p=0,026), asemptomatik (p=0,012), oligosemptomatik (p=0,027) gruplar arasında belirgin bir farklar olduğu saptandı. Bu bulgular polisemptomatik köpeklerde artmış olan Pd değerlerinin cTnI konsantrasyonları ile birlikte değerlendirildiğinde miyokardiyal hasar ya da atriyel fibrilasyon ve benzeri bir aritmi tablosunun öngörücüsü olduğu yönünde değerlendirilebilir. Enfekte köpeklerde Pd’daki artış atriyel fibrilasyon ve benzeri supraventriküler aritimiye predispoze köpek ırklarında risk faktörlerinin değerlendirlmesi amacıyla Pd prediktif değeri olabileceği yönündedir. Böylelikle özellikle CVL gibi miyokarditis vb kardiyolojik bozukluklara sebep olan hastalıklarda artimi riski altındaki hayvanların erken tespiti sayesinde erken medikal sağaltımın başlatılması, hastalığın önüne geçilebilmesi sağlanabilinir. 
Yine bu çalışmada 6 farklı derivasyonda (I, II, III, aVR, aVL, aVF) özellikle polisemptomatik köpeklerde belirlenen, ort. Pd değerinin kontrol grubuna oranla arttığı, ancak yukarıda da sözü edildiği üzere sağlıklı köpeklerde bildirilen ortalama Pd 16.9±9.4 ms (Noszczyk-Nowak ve ark, 2008) ya da 24 ms’ye kadar normal sınırlarda kabul edilebileceği (Noszczyk-Nowak ve ark, 2010), bildirimleri göz önünde bulundurulduğunda referans aralıklarda gözükebilir. Ancak çalışmamızda her grupta 6’şar enfekte köpek bulunduğu göz önünde bulundurulduğunda daha fazla sayıda olgu üzerinde araştırma yapılması gerekliliği açıktır.
Yukarıda anılan çok kısıtlı çalışmaların tamamında 6 kanallı klasik tipte elektrokardiyogram kullanılmış (12 kanallı EKG uygulaması yapılmamış olup) hiçbirinde Pd belirlenememiştir. Gerek tıp hekimliği gerekse veteriner hekimlik alanlarında noninvaziv elektrokardiyolojiye yeni bir katkı olarak ortaya çıkan Pd farklı yüzeysel EKG derivasyonlarından ölçülen en uzun ve en kısa P dalga süresi arasındaki fark olarak tanımlanmaktadır. Artmış Pd inter ve intra-atriyal iletim düzensizliklerinin bağımsız bir belirleyicisi aynı zamanda atriyal fibrilasyon (AF) gelişiminin öngörücüsüdür. Bunun yanı sıra maksimum P dalga süresi (P mak) ve Pd; aort stenozu, dilate kardiyomiyopati, paroksismal atriyel fibrilasyon, mitral stenoz, akut miyokard infarktüsü ve aterosklerotik kalp hastalığının varlığında atriyal fibrilasyon riskinin belirlenmesinde non-invaziv bir gösterge olarakta kullanılmaktadır (Noszczyk-Nowak ve ark, 2011). Bu projede CVL’de 12 lead bilgisayarlı elektrokardiyografi ile diğer sözü edilen kardiyolojik değişikliklerin yanısıra saptanan P mak, minimum P dalga süresi (P min) ve Pd kullanılarak atriyal ileti süresinin ölçülmesiyle CVL’de oluşan inflamatuvar aktivite ile ilişkisi ölçüldü.
İnsan hekimliğinde miyokardiyal işemi ve nekrozisin saptanmasında serum cTnI konsantrasyonlarının önemli bir belirteç olarak kullanılmakta, primer veya sekonder kardiyak bozukluğu bulunan hayvanlarda da yüksek sensitivite ve spesifitiveye sahip olduğuda bildirilmektedir (Schober ve ark, 1999; Schober ve ark, 2002; Oyama ve ark, 2004; O’Brien ve ark, 2006; Wells ve ark, 2008; Sharkey ve ark, 2009).  Serum cTnI, yalnızca kardiyak kas gruplarında yer almakta ve miyokardiyal hasarın derecesine ve miyosit membranının yıkımlanmasına bağlı olarak dolaşıma salınmaktadır (O’Brien ve ark, 2006). Yapılan birçok çalışma ile anılan bu belirtecin kardiyak hasarın ya da buna neden olan pankreatitis, anemi ve neoplastik oluşumlar gibi birçok diğer nedene bağlı durumlarda kullanılabileceği bildirilmiştir (Serra ve ark, 2010). Köpeklerde Babesiozis (Lobetti ve ark, 2002), Monositik Ehrlichiozis (Diniz ve ark, 2008), Chagas hastalığı (Barr ve ark, 2005) ve Leptospirozis (Mastrolelly ve ark, 2007) gibi hastalıklarda gizli miyokardiyal hasarı belirlemede serum cTnI seviyelerinin belirlendiği çalışmalar mevcuttur. Serum cTnI konsantrasyonları yaş ve leishmaniasis’li köpeklerde anemi ve azotemi ile ilişkili değişiklikler gösterdiği saptanmıştır (Silvestrini ve ark, 2012). 
Literatürde CVL’li köpeklerde troponin konsantrasyonlarının değerlendirildiği az sayıda çalışma yer almakta, bazıları olgu sunumu (Mendes ve ark, 2014), diğer bazıları ise original çalışma (Xenoulis ve ark, 2014) şeklinde mevcuttur. Leishmaniasisli köpeklerde olası miyokardiyal hasarın belirteci olarak serum cTnI konsantrasyonunu değerlendirmek üzere yapılan bir çalışmada CVL’li olguların % 40’ında artış saptanmış, sağlıklı kontrol köpeklerine göre anlamlı derecede yüksek düzeyde çıkmıştır (Silvestrini ve ark, 2012). Bu bulgular leishmanialı köpeklerde miyokardiyal hasar oluşabilir hipotezini desteklemektedir. Leishmania türleri tarafından direkt oluşturulan miyokardiyal hasar PZR ya da immunohistokimyasal analizlerle köpek miyokardiyumundaki parazitlerin varlığıyla ortaya konulmuştur (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). Bir başka raporda kardiyak yetmezlikli bir köpekte Leishmaniasisin buna sebep olduğu ve Leishmania amastigotlarının immunohistokimyasal boyamayla perikardiyumda tespit edildiği bildirilmiştir (Font ve ark, 1993b). Leishmaniasis’e bağlı oluşan Kala-Azar hastalığında kalbinde etkilenebileceği, buna karşın literatürde bildirimlerin az olmasının, bu durumun ortaya çıkarılmasınıını etkileyebileceği gibi klinik muayenede kalbin dikkate alınmasını da engelleyebileceği bildirilmektedir (Armin ve ark, 2008). Yunanistan’da CVL tanısı alarak meglumin antimonat+allopurinol ya da allopurinol ile sağaltılan 30 köpekte sağaltım öncesi, 14. ve 28. günlerde serum cTnI konsantrasyonunun üst referans aralığının üstünde (>0.5 ng/mL) olmadığı saptanmıştır (Xenoulis ve ark, 2014). Bu çalışmada yüksek düzeyde cTnI konsantrasyonu toplam olarak CVL ile infekte 10/18 köpekte saptandı.Asemptomatik köpeklerin 3/6’sında, oligosemptomatik köpeklerin 3/6’sında, polisemptomatik köpeklerin 6/6’sında cTnI konsantrasyonunun yükseldiği saptandı. Kontrol grubu olguların tamamında cTnI seviyelerinin referans aralıklarda [<0,03 ng/dL] seyrettiği ve herhangi bir artışın meydana gelmediği saptandı. cTnI seviyelerinin asemptomatik olgularda <0,03–0,1 (min-mak) ng/dL aralığında, oligosemptomatik olgularda <0,03– 0,821 ng/dL aralığında, polisemptomatik olgularda ise 0,03–0,173 ng/dL aralığında olduğu belirlendi. Ortalama (standart sapma) verileri karşılaştırıldığında asemptomatik olgularda 0.03±0.04, oligosemptomatik olgularda 0.16±0.04 ve polisemptomatik hayvanlarda 0.05±0.05 ng/dL olarak saptandı. Kardiyak Troponin I konsantrasyonları gruplar arası karşılaştırıldığında kontrol ile hasta olgular arasında (p>0,05) istatistiksel olarak belirgin bir fark saptanmadı. Çalışmada bireysel anlamda artışlar saptanmış bu artışların miyokarditise yorumlanabileceği düşünülmüştür.
CVL ile ilişkili vaskülitis küçük çaplı kapillar damar ağlarının direkt paraziter invazyonu (trombozis, işemi, digital nekrozis) ve glomerulonefritisin patogenezine benzer olarak immun-kompleks oluşumu ve kan damar duvarında depolanması sonucu şekillenmektedir (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005; Lopez-Pena ve ark, 2009).
CVL’de ortaya çıkan miyokardiyal hasar parazitin direk etkisine ek olarak vaskülitis, yoğun lokal veya sistemik yangısal yanıt, anemi, renal hastalık ve muhtemel miyokardiyal hipoksi gibi bir çok patojenik mekanizmayı içermektedir. Vaskülitis her organda meydana gelebilen özellikle Leishmaniasiste tipik olarak damar duvarlarında immun-kompleks depolanması sonucu oluşan; kan damarlarının yangısı ve iskemik hasarla karakterize bir süreçtir (Fauci ve ark, 1978; Torrent ve ark, 2005). Sistemik vaskülitis geliştiğinde, multiple infarktüs odakları ilerleyici organ yetmezliği oluşturur ve eş zamanlı şiddetli yangısal yanıt miyokardiyuma yangısal hücre infiltrasyonunu ilerletir (Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). Granülomatöz inflamasyon, immün-kompleks birikimi ve sistemik hipertansiyon nedeniyle miyokard lezyonları oluşabilir (Fauci ve ark, 1978; Pumarola ve ark, 1991; Torrent ve ark, 2005). Olası miyokardiyal lezyonların erken tanısına yönelik olarak çalışmamızda Pd ile serum CTn I düzeyleri değerlendirildi.
Yukarıda da mevzu bahis olunduğu üzere CVL’nin farklı evrelerindeki köpeklerde EKG vasıtasıyla belirlenebilen Pd ile serum cTnI düzeyinin birarada değerlendirildiği ilk çalışma olması konunun orjinalliğini ve önemini göstermektedir. Olgularda serum cTnI seviyelerinin belirlenecek olması, konuya ilişkin önceden yapılan sınırlı çalışmalara ilave olarak miyokardiyal hasar oluşumunun potansiyel bir belirteci olarak da tanının desteklenmesini sağlayacaktır. Ayrıca bu çalışmada hastalığın değişik evrelerindeki doğal CVL’li köpeklerde kardiyak hasarın ortaya konulması amaçlandı. Bu kapsamda elektrokardiyografik (güncel ve yeni bir parametre olarak Pd’nunu da içeren) ile cTnI seviyelerin belirlenerek, literatürdeki önemli bir boşluğun doldurulması ile ileride gerek Veteriner Hekimlik alanında gerekse insanlarda yapılacak çalışmalara yön verilmesi sağlanacaktır.


6. SONUÇ VE ÖNERİLER


Gerek miyokarditis, gerekse aritmiler Leishmaniasisli hem insan hem de köpeklerde meydana gelebildiğinden EKG değişiklikleri, özellikle Pd ile cTnI konsantrasyonlarının bir arada değerlendirilmesi elzemdir. Bu çalışmada her iki parametrenin birlikte değerlendirilmesi, özellikle de CVL ile enfekte köpeklerde evrelere göre yapılan değerlendirme oldukça önemlidir. İnsan hekimliğinde miyokardiyal işemi ve nekrozisin saptanmasında serum cTnI konsantrasyonlarının önemli bir belirteç olarak kullanılmakta, primer veya sekonder kardiyak bozukluğu bulunan hayvanlarda da yüksek sensitivite ve spesifitiveye sahip olduğuda bildirilmektedir (Schober ve ark, 1999; Schober ve ark, 2002; Oyama ve ark, 2004; O’Brien ve ark, 2006; Wells ve ark, 2008; Sharkey ve ark, 2009).  Serum cTnI, yalnızca kardiyak kas gruplarında yer almakta ve miyokardiyal hasarın derecesine ve miyosit membranının yıkımlanmasına bağlı olarak dolaşıma salınmaktadır (O’Brien ve ark, 2006). Yapılan birçok çalışma ile anılan bu belirtecin kardiyak hasarın ya da buna neden olan pankreatitis, anemi ve neoplastik oluşumlar gibi birçok diğer nedene bağlı durumlarda kullanılabileceği bildirilmiştir (Serra ve ark, 2010). Köpeklerde Babesiozis (Lobetti ve ark, 2002), Monositik Ehrlichiozis (Diniz ve ark, 2008), Chagas hastalığı (Barr ve ark, 2005) ve Leptospirozis (Mastrolelly ve ark, 2007) gibi hastalıklarda gizli miyokardiyal hasarı belirlemede serum cTnI seviyelerinin belirlendiği çalışmalar mevcuttur. Serum cTnI konsantrasyonları yaş ve leishmaniasis’li köpeklerde anemi ve azotemi ile ilişkili değişiklikler gösterdiği saptanmıştır (Silvestrini ve ark, 2012). Çalışmamızda da söz konusu değişikliklerin saptanmasıyla sonradan gerçekleştirilecek araştırmalara yol göstereceği muhakkaktır.
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