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OZET

CANINE MONOSITIK EHRLICHIOSIS’IN FARKLI EVRELERINDE
NT-PRO BNP DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

Dogan S. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii I¢ Hastahklari
(Veteriner) Program YUksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Bu tez galismasi ile Canine Monositik Ehrlichiosis’li kopeklerdefarkli evrelere ait kalpte
olusabilecek muhtemel hasar NT-pro BNP diizeyleri ile arastirildi. Arastirmanin hayvan
materyalini olusturmak iizere Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiltesi Kugik
Hayvan Kliniklerine ve Aydin ile Izmir illerindeki &zel veteriner kliniklerine istahsizlik, kilo
kaybi, yiiksek ates, generalize lenadenopati, splenomegali, kas zafiyeti, deride ekimoz ve
petesi, epistaksis, bacaklarda 6dem, dispne veya poliartiritis sikayetleri ile getirilen farkli 1rk
(4’er Terrier ve Golden Retriever, 3’er Rottweiler ve Airdale terrier, 2 Siberian Husky 1’er
Tiirk Coban Kopegi, Labrador retriever, Alman Coban kopegi, Pointer ile 2 melez, yas (2-7)
ve her iki cinsiyetten 10 erkek, 12 disi) 23 kopek arastirma kapsaminda degerlendirmeye
alindi. Yukarida bahsi gecen klinik bulgularin yani sira trombositopeni olan/olmayan 200’e
yakin kopek tan1 ve ayirict tani amaciyla klinik muayene ve laboratuar testleri araciligiyla
muayene edildi. E.canis ile enfekte oldugu saptanan kopeklerin vektorlerle nakledilen ve
kardiyak hasara yol acabilen Ehrlichia canis/E.ewingii, Anaplasma phagocytophilum,
Borrellia burgdorferri ve Dirofilaria immitis ile koenfekte olup olmadiklari hizli test kiti
(SNAP 4Dx plus, Idexx USA) ile arastirilarak yalnizca E.canis (daha sonradan PCR analizi
ile antijen belirlendigi iizere) ile enfekte kopekler, serolojik, klinik ve laboratuvar bulgular
temelinde Onerilen evreleme dikkate alinarak 3 farkli grupta (her grupta n=7) degerlendirildi.
Buna gore; I. grup [akut E.canis infeksiyonu; antikor negatif ancak belirlenebilecek diizeyde
DNA [PZR pozitif]], Il. grup [E.canis’ e maruz kalma (belirlenebilecek diizeyde DNA [PZR
negatif] ancak E.canis seroaktif)], Ill. Grup [aktif infeksiyon (PZR pozitif ve E.canis
seroaktif) ve IV. grup saglikli kontrol grubu [hi¢ E.canis’ e maruz kalmamis kopekler (PZR
negatif antikor negatif)] olmak {izere hastalikla iligkili 3 ayr1 siniflandirmaya tabi tutuldu.
Saglikli kontrol grubu (IV.grup), klinige as1 veya saglik kontrolii amaciyla getirilen, klinik ve
laboratuvar degerlendirilmelerinde herhangi bir anormallik saptanmayan her iki cinsiyetten ve
CME’li gruplarina benzer yas araligindaki kopeklerden (n=7) teskil edildi. Vena cephalica
antebrachii’den 0,5’er ml kan EDTA’siz tiiplere aktarilarak, santrifiije edildi. Miiteakip

Wondfo Finecare Florosan Immunoassay cihazi ile NT-pro BNP dizeyleri belirlendi. Kontrol



grubu olgularin tamaminda NT-pro BNP diizeyleri 18 pg/mL degerinden diisiik olarak tespit
edildi. NT-pro BNP diizeyleri, Canine Monositik Ehrlichiosis’li Akut enfekte olgularda 43,08
+ 25,08, Aktif enfekte olgularda 27,29 + 8,13, Maruz kalan olgularda 20,81 + 2,81 ve kontrol
grubunda 18 + 0 pg/mL olarak tespit edildi. Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi ile hastaligin
farkli evrelerinde kardiyovaskiiler yanita iliskin klinikopatolojinin daha detayli sekilde
anlasilabilecegi, yine kopeklerde kardiyak tutulumlu vektor aracilikli hastaliklarin NT-pro
BNP analizleri ile olan iliskisinin belirlenmesiyle sagaltim protokollerinin degisebilecegi,
yiiksek biitceli aragtirma projelerinin yapilmasi halinde artis gézlenen vakalarda NT-pro BNP
diizeylerinin muhtemel miyokardiyal hasarin habercisi olarak kullanilmasi veya prognostik
biyobelirte¢ olma yolundaki 6neminin arastirilabilecegi ve insan hekimligi (ayni hastalik

etkenine ait olgular ) alanina da katki saglayacag diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Képek, Ehrlichiosis, NT-pro BNP, DNA, Nested PCR.



ABSTRACT

EVALUATIONS OF NT-PRO BNP LEVELS IN DIFFERENT STAGES
OF CANINE MONOCYTIC EHRLICHIOSIS

Dogan S. Aydin Adnan Menderes University Institute of Medical Sciences Internal
Medicine (Veterinary) Department Master’s Thesis, Aydin, 2019

In the present study, probable cardiac to those of injury different stages in Canine Monocytic
Ehrlichiosis dogs was investigated with NT-pro BNP levels. Animal material of animal this
research, involved dogs with anorexia, weight loss, high fever, generalized lenfadenopathy,
splenomegaly, muscle weakness, ecchymosis and petechiae in the skin, epistaxis, edema in
the legs, dyspnea or polyarthritis to those of different breeds (4 Terrier and 4 Golden
Retriever, 3 Rottweiler and Airdale terrier, 2 Siberian Husky, 1Turkish Shepherd Dog, 1
Labrador retriever, 1 German Shepherd dog and 1 Pointer with 2 crossbred age of 2 to 7, from
both sexes (10 male 12 female) were included in the study. In addition to the aforementioned
clinical findings, nearly 200 dogs with and without trombocytopenia were examined by
clinical examination and laboratory tests for diagnosis and differential diagnosis. Dogs
infected with E.canis were analyzed with a test kit for Ehrlichia canis/E.ewingii, Anaplasma
phagocytophilum, Borrellia burgdorferri and Dirofilaria immitis that were transmitted with
vectors and may cause cardiac damage, and only E.canis-infected dogs were evaluated in 3
different groups (n=7 in each group) considering the staging suggested on the basis of
serological, clinical and laboratory findings. In context; group | [ acute E.canis infection;
antibody negative but detectable level of DNA [PCR positive]], group Il [Exposure to E.canis
(detectable DNA [PCR negative] but E.canis seroactive)], group Il [active infection (PZR
positive and E.canis seroactive)] and group IV [Dogs never exposed to E.canis (PCR negative
antibody negative)] including the healthy control group were subjected to 3 different
classification related to the disease. The healthy control group (IVV.group), consisted of similar
age range dogs (n=7) of both sexes and CME groups who were referred to the clinic for
vaccination or health status, without any abnormality in clinical and laboratory evaluations.
0,5 ml of blood from the Vena cephalica antebrachii was transferred to tubes EDTA-free and
centrifuged. Following NT-pro BNP levels determined by Wondfo Finecare Fluorescent
Immunoassay device. NT-pro BNP levels were detected lower than 18 pg/mL value for all
control group cases. NT-pro BNP levels were detected as 43,08 + 25,08 in acute infected
cases with Canine Monocytic Ehrlichiosis, 27,29 + 8,13 in active infection, 20,81 + 2,81 in

exposed cases and 18 = 0 pg/mL in control group. With this study, the clinicopathology of

3



cardiovascular response in different stages of the disease might be understood more detail in
dogs and again the relationship of cardiac involvement diseases in dogs with NT-pro BNP
analysis, it was thought that it might used biomarker of myocardial damage or investigate the
importance the latter parameter as a prognostic biomarker and it was thought to contribute to

the field of human medicine (the same disease agent cases).

Key words: Dog, Ehrlichiosis, NT-pro BNP, DNA, Nested PCR.



1. GIRIS

Kopeklerde Monositik Ehrlichiosis (CME) ilk olarak Donation ve Lestoquard
tarafindan 1965°te Cezayir’de tanimlanmistir. Tiirkiye’de ise ilk klinik olgu 1997 yilinda
tespit edilmistir. Daha sonra 2001 yilinda 20 olgu saptanmustir. Ulkemizdeki kdpeklerde
molekdiler dizeydeki E.canis etkeni2005 yilinda saptanmistir. Gliniimiizde de Diinya ¢apinda

gorulmekte olup kopeklerin 6nemli bir hastaligi olarak kabul edilmektedir.

Tarafimizdan yapilan literatiir taramalarda; Canine Monositik Ehrlichiosis
enfeksiyonlarinda multisistemik klinik bulgularin goriilebildigi bir enfeksiyon tiirii oldugu
goriilmiis olup, basta miyokartta olmak {iizere birtakim kardiyak degisikliklerin meydana
gelebilecegi ve bu baglamda hastaliklara iliskin olarak kullanilacak ilaglara yonelik
kardiyotoksisite agisindan risk alinmamasi gerekliligi gbéz onilinde bulundurulmalidir. Bu
calismada CME enfeksiyonunun patogenezine yonelik olarak kopeklerde NT-pro BNP
diizeylerinin ortaya koyulmasi ve hastaligin farkli evrelerinde kardiyovaskiiler yanitin
degerlendirilmesiyle hastaligin klinikopatolojisinin daha detayli sekilde anlasilmasina ayrica
enfeksiyonun kontrol edilmesindeki roliiniin de belirtilmesine olanak saglanmasi
amaglanmistir. Kopeklerde farkli ve secilmis diger bazi kardiyak tutulumlu vektor aracilikli
hastaliklarin NT-pro BNP analizleri ile olan iligkisinin belirlenmesiyle sagaltim
protokollerinin degisebilecegi kanaatini tasimaktayiz. Elde edilecek verilerin kopeklerde
anilan hastaliklarin muhtemel NT-pro BNP analiz sonuglari ile arasindaki iliskinin saptanmasi
sonucu literatiirdeki bu boslugun doldurulacag: ve mevcut ¢alismalara ve daha sonra 6zellikle
hastaligin prognozu, monitorizasyonu ve belki de sagaltim protokolleri ile ilgili yapilacak
caligmalara temel olusturacagi kanisindayiz. Bunun yami sira elde edilebilecek pozitif
sonuglarin uluslararasi literatiire katki saglayip bu anlamda da 6nemli bir boslugu giderecegi
ayn1 zamanda Veteriner I¢ Hastaliklari ve insan hekimligi (aym hastalik etkenine ait olgular
diisiniildiigiinde) alanina katki saglayacag: diisiiniilmektedir. Projenin sonuglanmasiyla elde
edilecek bilimsel verilerin degerlendirilmesi ile gerek ulusal gerekse de uluslararasi

arenada/kongrelerde sunumu yapilacak ve literatiire katki saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kopeklerde Monositik Ehrlichiosis (CME) ilk olarak Donation ve Lestoquard
tarafindan 1965’te Cezayir’de tamimlanmistir. GUnimizde de Dinya capinda; tropikal ve
subtropikal bolgelerde gorilmekte ve kopeklerin O6nemli bir hastaligi olarak kabul

edilmektedir.

CME’nin etkeni Ehrlichia canis adli Gr (-), obligat, hicre igi, kok bakterileridir.
Rhipicephalus sanguineus (Resim 1) adli kene ana vektor olsa da Dermacentor variablis
(Resim 2) de bu ajami nakledebilmektedir. Etken trans-ovarial ve trans-stadial olarak

aktarilabilir.

Resim 1.Yetiskin Rhipicephalus sanguineus kenesi (Gorsel Companion Vector-Borne

Disease- Kahverengi Kopek Kenesi boliimiinden alinmustir).



Resim 2.Nimf donemindeki Dermacentor variablis kenesi (Gorsel Companion Vector-Borne

Disease- Amerikan Kopek Kenesi’nin Yasam Siklusu boliimiinden alinmustir).

CME ile enfekte kopeklerde asemptomatik veya multisistematik klinik bulgular
bulunmustur. Akut veya kronik bulgulara 6rnek olarak letarji, biling kaybi, kilo kaybi, ates,
istahsizlik, lenfadenopati, siplenomegali ve kanama bozukluklart sayilabilir. Yapilan bir
arastirmada E.canis’in akut enfeksiyonunu tagiyan kopeklerde artmis miyokardiyal hasar riski
oldugu ortaya koyulmustur. Monositik ehrlichiosis olgularinin %84 ’iinde kalpte makroskobik

ve mikroskobik kanamalarin varlig bildirilmistir.

Hastaligin diinya tizerindeki dagilimi, gesitli ¢aligmalarda gosterildigi gibi vektoriin
varligin takip eder. Tiirkiye’de glinlimiizde ilk klinik olgu 1997 yilinda tespit edilmistir. Daha
sonra 2001 yilinda 20 olgu saptanmustir. E.canis Tiirkiye’deki kopeklerde molekiiler olarak
2005 yilinda saptanmistir. Anilan ¢alismada serolojik olarak ayni yil 284 kdpegin 59’unda
E.canis’e kars1 spesifik antikorlar belirlenmistir. Daha yiiksek seropozitivite saptanan diger
bir serolojik ¢alismada ise Ayvalik bolgesinde saglikli kopeklerde indirekt florasan antikor
teknigi ile (111/164) %69’unda seropozitivite saptanmistir. Yurdumuzda E.canis’in
epidemiyolojisi lizerine oldukca sinirlt sayida calisma mevcut oldugundan gercek anlamda bu
hastaligin dagilimi1 ve seroprevalansi bilinmemektedir. Ik kapsamli arastirmalardan birinde
Akdeniz, Ege, Gilineydogu Anadolu bdlgelerinde ¢ok cesitli illerde gergeklestirilen bir
calismada 284 kopegin 59’unda %?20,8 prevalans saptanmistir (Batmaz ve ark 2001). S6z
konusu calismaya dahil edilen illerden Adana (%65,3) ve Izmir (%40,6) en yiiksek prevalansa
sahip iller olarak dikkat ¢ekmektedir. Onceki yillarda agirlikli olarak miinferit olgu
sunumlarina rastlanilsa da molekiiler diizeyde ilk ¢alismalardan birisinde E.canis yoniinden
test uygulanan 239 kopekte Immun florasan antikor testi ve dot-ELISA ile sirasiyla 162
(%67,8) ve 39 (%53,3) kopekte seropozitivite belirlenmistir. Daha sonraki yillarda yapilan bir



bagka molekiiler agirlikli ¢alismada Ankara ilindeki 12 kdpegin 3’tiinde PZR ile E.canis’in
pozitif oldugu bildirilmistir.

Ege bolgesinde Manisa, Marmaris, Mugla, Selguk, Aydin gibi il bazli bir ¢aligmada,
cesitli yas gruplarindan ve irklardan 371 kopekte Nested PZR ile teshis edilen 154 olguda
(%41,5) E.canis’in pozitif oldugunu bildirmektedirler. Diyarbakir ilinde yakin zamanda hizli
ELISA test kitleri (Snap 3Dx) ile yapilan bir ¢alismada 82 kopegin yalmzca 4’iinde (%4,8)
E.canis antikorlar1 tespit edilmistir. Ege bolgesinde yakin zamanda gergeklestirilen bir
projede kopeklerde Snap 4Dx ile %27,5 seroprevalans saptanmistir. Kopek monositik
ehrlichiosis (CME)’in etkeni olan E.canis monosit ve makrofajlara ilgi gostermektedir.
Hastaligin akut fazinda post infeksiyoz 8 ila 21 giin icerisinde baglamakta ve ates, depresyon,
dispne, anoreksi, hemoraji, 6dem ve kilo kaybina eslik eden trombositopeni ve l6kopeni, hafif
anemi ve hipergamaglobulinemi gibi laboratuvar bulgulariyla seyretmektedir. Hastaligin
subklinik fazi yillarca siirebilir ve bu da parazitin konak¢ida olusturdugu persiste infeksiyona
isaret etmektedir. Kronik fazda ise kanama bozukluklar1 ve kemik iligi baskilanmasina eslik
eden pansitopeni hakimdir. E.canis tarafindan olusturulan immunopatolojik mekanizmalar
kopeklerde tam olarak agikliga kavusturulamamistir. Ancak granulositik ehrlichiosisli
insanlarda yapilan calismalarda bazi sitokinlerin hastaligin klinik goriiniimiinden sorumlu
oldugu belirlenmistir. Ehrlichia ile paraziteminin diisiik diizeyde olmasi ve olusan klinik
bulgularin tabiati, konak¢min immun cevabinin ve proinflamatuar sitokin T{retiminin
kopeklerde ehrlichiosis’in patogenezinde rol oynayan en Onemli faktorler oldugu tespit
edilmistir. Obligat intraseliiler bakteriler tarafindan olusturulan infeksiyonlarin biiyiik bir
cogunlugunda tam bir hiicresel bagisiklik saglanarak hastaliktan iyilesme ve re-infeksiyonlara

kars1 korunma saglanmaktadir.

CME ¢esitli  teknikler kullanilarak teshis edilebilir, Ornegin; kan smearinda
intrasitoplazmik E.canis morulasinin goriilmesi, sitoloji, seroloji, izolasyon ve molekiiler
tespit yontemleri kullanilabilir. Molekiiler biyoloji, deneysel E.canis enfeksiyonunu
belirlemek icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yaklagimini ortaya koymustur. Bu
molekiler teknik E.canis enfeksiyonunun kesin teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
PCR teknigi ile E.canis’te DNA’nin saptanmasi, es zamanli ehrlichia enfeksiyonlarinin
saptanmast icin yliksek duyarlilik ve 6zgiinliige sahiptir. En yogun hedef genler p30 bazl
PCR ve 16S rRNA’dir.



Bununla birlikte p30 bazli PCR testi 16S rRNA bazli PCR analizinden daha duyarlidir.
E.canis, Babesia spp ve Hepatozoon canis de dahil olmak Uzere kopeklerdeki kan
parazitlerinin es zamanli olarak saptanabilmesi i¢in tek bir reaksiyonla kan orneklerinden
coklu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gelistirilmistir. Bu ¢oklu PCR primerleri E.canis
VirB9, Babesia spp 16S rRNA ve H.canis 16S rRNA’ya spesifiktir ve bu kan parazitlerinin
dizileri %100 6zdeslige sahiptir.

2.1. Ehrlichia canis

Kigik, pleomorfik bigimli ve zorunlu hiicre i¢i gram negatif bir etken olan Ehrlichia
canis farkli hayvan tiirlerini ve insanlarda degisik tipteki kan hiicrelerini enfekte eder
(Donatien ve Lestoquard 1937, Groves 1975). Etken 1,315,030 adet nikleotidin bir araya
gelerek olusturdugu tek dairesel kromozomdan meydana gelmistir (Mavromatis ve ark 2006).
Yapilan son calismalara gore Ehrlichial tirler siiflandirmada Anaplasmatacea ailesine
eklenmistir (Rikihisa 2003). Yeni siniflandirmayla birlikte kdpeklerde Ehrlichia trlerinin iki
farkli 16kotropik hastaligin nedeni oldugu ortaya koyulmus olup bu hastaliklar kopek
monositik Ehrlichiosis’i (E.canis’ in neden oldugu) ve kdpek granulositik Ehrlichiosis’idir
(E.ewingi’ nin neden oldugu) (Rikihisa 2003). E.canis tarafindan olusan enfeksiyon
cogunlukla vektdr kenelerin aktif oldugu sicak mevsimlerde goriilmektedir. Doksisiklin veya
tetrasiklin peraparatlarinin gereken dozlarda ve uygun siirelerde kullanilmasiyla sagaltimi
yapilan kopeklerin biliyiik cogunlugunda enfeksiyonun akut ve subklinik asamalarinda olumlu
sonuglar alindigr kaydedilmistir (Harrus ve ark 1999). Enfekte kopeklerden bazilarinda
hastaligin kronik fazina dogru bir ilerleme gelistigi ve bu olgularin kotii prognozla seyrettigi

goriilmistiir (Mylonakis ve ark 2004).

Kopeklerde goriilenmonositik ehrlichiosis keneler araciligiyla aktarilan ve Ehrlichia
genusundaki Anaplasmatacea ailesine ait gram negatif bir bakteri olarak tanimlanan E.canis
kaynakli bir hastaliktir (Buhles ve ark 1974, Dumler ve ark 2001, Diniz ve ark 2008).
Enfeksiyonun akut fazi post enfeksiyoz olarak 8-21 gun sire icerisinde kendini
gostermektedir ve 2-24 hafta arasinda degisen sirelerde devam etmektedir (Neer ve Harrus
2006). Etken (E.canis) spesifik olarak monositlere ve makrofajlara yonelim gosterir ve diger
bakterilerde oldugu gibi zorunlu hiicre i¢i ve lipopolisakkaritleri icermeyen 6zellige sahiptir.
(Buhles ve ark 1974, Unver ve ark 2006).



Diinya genelinde yaygin sekilde goriilen monositik ehrlichiosis tropik ve subtropik
bolgelerde ¢ok daha sik rastlanilan bir hastaliktir (Buhles ve ark 1974, Rikihisa ve ark 1991,
Dumler ve ark 2001, Faria ve ark 2010). Hastaliga iliskin olarak yapilan bir ¢alismada 2553
kopekten %19,8” inin seropozitif oldugu ortaya koyulmustur (Labarthe ve ark 2003).

2.1.1. Prevalans

E.canis etkeninin diinya iizerindeki yayilimina bakildiginda tiim kitalarda gortaldigi
ve yaygin olarak tropikal ve subtropikal bolgelerde goriildigii bildirilmistir (Resim 3 -
Companion Vector-Borne Disease [CVBD], Canine Ehrlichiosis — from Acute Infection to
Chronic Disease , No.7, Aralik 2010 ). Ulkemizde etkenin epidemiyolojk durumuna iliskin
olarak yapilan calismalar degerlendirildiginde oldukca sinirli veriler elde edildigi goriilmiis ve
bu nedenle de hastaligin yayilimi ve seroprevalanst hakkinda yeterli bilgi toplanamamustir.
Detayli sekilde yapilmis c¢alismalardan birinde Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu
bolgelerimizde farkli illerde ele alinan 284 kopekten 59 tanesinde %20,8 prevalans
saptanmistir (Batmaz ve ark 2001). Bahsi gecen ¢alismada %65,3 ve %40,6 oranlar ile
sirastyla Adana ve Izmir en yiiksek prevalansin saptandig iller olarak kaydedilmistir. Gegmis
yillarda ¢ogunlukla bireysel olgu sunumlari yapilmis olsa da (Borku ve ark, 2003) molekuler
anlamda yapilmis ilk c¢alismalara bakildiginda E.canis’i belirlemeye yonelik testin
uygulandigi 239 kopekte Immun florasan antikor testi ve dot-ELISA ile sirasiyla 162 (%67,8)
ve 37 (%53,3) kopekte seropozitiflik saptanmistir (Erdeger ve ark 2002).

g

Vaka goriilmeyen
3 [ Endemik vakalar

Resim 3. Kopeklerde Ehrlichiosis’in Diinya iizerindeki dagilim haritasi

*1.Asya-Pasifik, 2.Avrupa, 3.Latin Amerika
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Molekiiler anlamda sonraki yillarda Ankara’da yapilan baska bir ¢alismada ise 12
kopekten 3’tinde E.canis yoniinden PZR pozitiflik belirlenmistir(Unver ve ark 2006). Ege
bolgesinde yapilan il bazli (Manisa, Marmaris, Mugla, Selguk, Aydin) bir caligmada, farkl
yas ve irka sahip 371 kopekteteshisi Nested PZR metodu ile yapilmis 154 olguda (% 41,5)
E.canis’ in pozitif oldugunu bildirilmistir (Karagen¢ ve ark 2005). Yakin gegmiste
Diyarbakir’da hizli ELISA test kitleri (Snap 3Dx) ile yapilmis bir calismada 82 kdpegin
sadece 4 tanesinde (%4,8) E.canis antikorlarmmn belirlenebildigi goriilmiistiir (Igen ve ark

2011). Yine yakin ge¢miste Ege bolgesindeki kopekler tizerinde uygulanmis bir projede Snap

4Dx test kiti kullanilarak % 27,5 seroprevalans saptanmistir (Ural ve ark 2012).

Batmaz ve
284 IFAT %20,8
ark. 2001
Erdeger ve ark
239 IFAT %67,8
2002
Karageng ve
371 PZR %41,5
ark 2005
Ural ve ark
275 Snap4Dx %27,5
2012

Tablo 1. E. canis infeksiyonunun Tiirkiye’deki prevalansi.
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2.1.2. Patogenez - Enfeksiyonun Bulagsma Seyri

Ehrlichiosis enfeksiyonu, etkeni tasiyan kenenin kan emmesi sirasinda tiikiiriik

yoluyla aktarilir ve kan transfiizyonu sonrasinda bulasmis olur.

Kopek monositik ehrlichiosis (KME)’inin etkeni olan E.canis daha o6nce de
bahsedildigi gibi konak iizerindeki monosit ve makrofaj serisi hiicrelere affinite duymaktadir.
Akut fazda enfeksiyonu takip eden 8 ila 21 giin i¢erisinde hastaligin baglamakta oldugu (Neer
ve Harrus 2006) ve ates, depresyon, dispne, 6dem, kilo kaybi, hemoraji ve anoreksi gibi
laboratuvar bulgular ile seyrettigi goriilmistiir (Buhles ve ark 1974, Rikihisa ve ark 1991,
Harrus ve ark 1999, Waner ve ark 2008). Hastalikta goriilen subklinik faz yillarca devam
edebilmektedir ve bununla birlikte parazitin konakgida persiste bir enfeksiyon olusturduguna

da dayanak olusturmaktadir (Harrus ve ark 1999).

Kronik faza bakildiginda ise kanama bozukluklar1 ve kemik iligi baskilanmas1 ve buna
eslik eden pansitopeni 6ne ¢ikmaktadir (Harrus ve ark 1999). Etkenin olusturmus oldugu
immunopatolojik mekanizmalara bakildiginda kopekler iizerindeki etki tam olarak
netlestirilememistir. Fakat granulositik ehrlichiozisi olan insanlar {izerinde yapilmis
calismalarda hastaliga iligskin klinik goriiniimden bazi sitokin tiirlerinin sorumlu tutuldugu
ortaya koyulmustur (Dumler ve ark 2000). Kopeklerde goriilen Ehrlichiosis’in patogenezinde
rol oynayan en 6nemli faktorlere gelindiginde ise, olusan paraziteminin diisiik seviyede olusu
ve ortaya ¢ikan klinik tablonun yapisi, konak hiicrenin verdigi immun yanitin ve
proinflamatuar sitokin tiretiminin oldugu goriilmektedir (Rikihisa 2003, Unver ve ark 2006,
Faria ve ark 2010). Zorunlu hucre ici bakterilerin olusturmus oldugu enfeksiyonlara
bakildiginda, enfeksiyonlarin ¢ogunlugunda tam anlamda hiicresel bir bagisikligin saglanmis
oldugu, hastaligin atlatildig1 ve yeniden hastalik olusumuna karsi korunmanin saglandigi

gorulmektedir (Rikihisa 2003, Baneth 2010).

Enfeksiyonun patogenezinde immun mediatdrlerin kilit noktada oldugu bilinmektedir.
E.canis ile deneysel metotlarla enfekte edilen kdpeklerde en az 1 hafta gectikten sonra anti-
trombosit antikorlarinin (APA) mevcudiyeti saptanmistir. Enfekte kdpeklerde trombositlerde
agregasyon bozukluklari, coombs testinin pozitif sonuglanmasi, eritrositlerde otoagliitinasyon
ve dolasimda immun komplekslerin varligi belirlenmis olup bu bulgular hastalik ile

iliskilendirilmistir (Baneth 2010).

E.canis ile meydana gelen enfeksiyonda trombositopeni olusumunda muhtemel bazi

mekanizmalarin oldugu bilinmektedir. Kemik iligindeki iiretimin az seviyede olmasi, hiicresel
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aktivitede diislis, antikor opsonizasyonuyla birlikte dolagim igerisindeki trombositlerin
yarilanma siiresinde azalma, damar endotelindeki degisiklikler ve trombositlerin dalaga
salgilanarak orada birikimi muhtemel mekanizmalar olarak sayilabilir. Sirkiilasyondaki
trombositlerin azalmasmin yaninda, monositik ehrlichiosisi olan kopeklerde trombosit
fonksiyon eksikligi, yine trombositlerde meydana gelen fonksiyon bozuklugunun nedeni

olarak bilinmektedir (Baneth 2010).

E.canis ile dogal enfekte olmus veya deneysel olarak bu enfeksiyonun olusturulmus
oldugu kopeklerde siklikla karsilasilan hematolojik parametrelerden biri trombositopenidir
(Waner ve ark 1995). Hastaligin fazlarina gore sekillenen trombositopeni degisik

mekanizmalarla meydana gelmektedir.

Akut fazda; damar endotelinde meydana gelen yangiyla birlikte trombosit tiikketiminin
artmasi, dalaktaki trombosit salgisindaki yiikselis ve immiinolojik yikimlanmalar ya da
meydana gelen disfonksiyon nedeniyle trombosit yasam siirelerinin azalmasi patogenezden
sorumlu mekanizmalar olarak gosterilebilir. E.canis ile meydana gelen enfeksiyonu takip
eden siirede 4 ila 9 giin arasinda degisen trombosit yasam siirelerinin, 2-4 giine diistiigli bilgisi
radyoizotop kullanilarak gergeklestirilmis calismalarda elde edilmistir. Ayrica, periferdeki
kanda trombosit sayisindaki azalma ile karakterize ve trombosit kayb1 veya durgunlagmasi
gibi olaylarda rolii olan trombosit go¢ inhibisyon faktorii ortaya koyulmustur
(Abeygunawardena ve ark 1990).

2.1.3. Klinik Bulgular

Klinik tabloya bakildiginda CME’li kopeklerde akut, subklinik ve kronik fazlarla
kendini gosteren multisistemik bir enfeksiyonu olusturdugu goriilmektedir(Diniz ve ark 2008,
Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011). Hastalik etkeni tim kopek
rklarindaenfeksiyon olusturmakta olup Ozellikle de Alman Coban kdpeklerinin etkene
duyarliliginin yiiksek oldugu ve enfeksiyonun yiiksek mortalite ile morbiditede seyir
gosterdigi ortaya koyulmustur (Nyindo ve ark 1980, Harrus ve Waner 2011). Yas veya
cinsiyete bagli sekilde predispozisyon olduguna dair herhangi bir kaynak mevcut degildir.
Enfeksiyonda karsilasilan klinik tablo, etkenin gesitli suslarinin ve diger patojenlerle ko-
enfeksiyon olusturup olusturmamasina gore degisiklik gostermektedir. Ozellikle enfeksiyonun
tasinmasinda rol oynayan ayni vektor ile bulastirilabilen Babesia canis ve Hepatozoon canis

gibi patojenlerle ko-enfeksiyon olusmasi durumunda ortaya ¢ikan monositik ehrlichiosis
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tablosunun ¢ok daha siddetli seyrettigi de bildirilmistir (Gal ve ark 2007, Diniz ve ark 2008,
Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011).

Akut faz incelendiginde yiiksek ates, depresif hal, letarji, anoreksi, splenomegali,
lenfadenomegali ve ¢esitli hemorajik bozukluklar ile karakterize oldugu goriilmiitiir. Bahsi
gecen hemorajik bozukluklar kanama egiliminde artisin yaninda ekimoz, petesiler ve
epistaksis gibi bulgularla klinik seyir gdstermektedir. Cogunlukla korioretinitis, pupillada
6dem, retinal hemoraji, retinal dokintiler ve anterior uveitis gibi oftalmolojik lezyonlarla
karsilasilmaktadir (Komnenou ve ark 2007). Kandaki viskozite artisiyla birlikte ortaya ¢ikan
subretinal kanama ve retinal dokiintiiler korliigiin gelisimine neden olmaktadir (Harrus ve ark
1998). Takip eden norolojik bulgulara bakildiginda ise menengitis ve meningial kanamalar ile

karsilasilmaktadir (Harrus ve Waner 2011).

Subklinik fazda klinik bulgu gézlenmeyebilirken (Waner ve ark 1997, Mylonakis ve
ark 2010), monositik ehrlichiosisli kdpeklerin bazilarinda kronik faza dogru ilerleme
goriilebilmektedir. Enfeksiyonun kronik fazinda ortaya c¢ikan bulgular akut fazdaki klinik
tablonun benzeri olup daha agir seyir gostermektedir (Harrus ve ark 1997, Harrus ve Waner
2011). Kronik fazda mukoz membranlarda solgunluk, kas zafiyetleri, hemorajik bozukluklar

ve belirgin sekilde kilo kayb1 siklikla karsilasilan bulgulardandir ( Harrus ve ark 1997).

Serolojik metodlar ve PCR kullanilarak fazlar belirlenmeye calisildiginda enfeksiyon
ile 4 ayr1 fazda karsilagilmaktadir. E.canis ile sekillenen akut fazda; akut E. canis infeksiyonu
(antikor negatif ancak belirlenebilecek diizeyde DNA [ PZR pozitif]), E.canis’e maruz
kalmada (belirlenebilecek diizeyde DNA [ PZR negatif] ancak E. canis seroaktif), aktif
enfeksiyon (PZR pozitif ve E. canis seroaktif) ve hi¢ E. canis’ e hi¢ maruz kalmamis kdpekler
(PZR negatif antikor negatif) olmak {izere enfeksiyona iliskin 4 ayr1 tablo ile
karsilasilmaktadir (Diniz ve ark 2008).

2.1.4. Laboratuvar Bulgular

Tanmida ilk adimda mutlaka tam kan sayimi analizi yapilmasi gerekmektedir. Akut
fazin en karakteristik bulgusu orta dereceden siddetli derecelere kadar degiskenlik
gosterebilen trombositopeni tablosudur. Trombositopeni, siirme froti hazirlanilarak trombosit
sayllarinin degerlendirilmesi ile kesinlik kazanir. Deneysel metodlarla enfekte olmus

kopeklerde enfeksiyonun 10-21. giinlerinde belirgin trombositopeni gelistigi gézlenlenmis ve
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trombosit sayilarinin da 20.000 ila 52.000/ul arasinda degismekte oldugu belirlenmistir.
Deneysel enfektelerde trombosit hacmindeki artisa bakildiginda ortalama olarak 6. glinden
sonra ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Yapilan bir calismada akut fazda karsilasilan trombositopeni
tablosuna hafif bir anemi ve I6kopeninin eslik ettigi goriilmiistiir (Assarasakorn ve ark 2008,

Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011).

Subklinik evrede klinik bulgulara rastlanilmasa da hafif trombositopeni tablosu ile
karsilagildigi goriilmiistiir (Mylonakis ve ark 2010, Harrus ve Waner 2011). Trombosit
sayilarinin %42’ye ulasan oranlarda azaldigi yine deneysel metodlarla enfekte olmus
kopeklerde ortaya koyulmustur (Waner ve ark 1997, Harrus ve ark 1998). Lokosit ve eritrosit
diizeylerindeki distisle de karsilasilsa da bu degisiklikler hafif diizeyde ortaya ¢ikmaktadir
(Waner ve ark 1997). Kronik fazda trombositopeni tablosu genel olarak hafif seyretmekte
olup bu tabloya bariz bir anemi ve lokopeni tablosu eslik etmektedir. Kronik formda
karsilasilan kemik iligi hipoplazisinin en muhtemel sebebi ise siddetli pansitopeni bulgusudur

(Harrus ve ark 1997).

Monositik ehrlichiosisin tanisinda ve enfeksiyonun seyrinde dikkati ¢eken parametreler
olarak; ortalama trombosit hacmi, platelekrit ve trombosit dagilim genisligi gibi belirteclerdir
(Harrus ve ark 1997).

Tanida 151k mikroskobu altinda incelenen siirme frotilerde monositlerin igerisinde tipik
sitoplazmik E.canis morulalarinin tespiti 6nemli bir igarettir. Bu morulalar ile membran
bagimli vakuol seklinde bakterilerle i¢c ige gecmis sekilde olan elektron mikroskobik
cisimcikler seklinde Kkarsilagilmaktadir (Hildebrandt ve ark 1973). Fakat morulalarin
mikroskop altinda tespiti ¢ok zor olup olgularin yalnizca %4’lik bir kisminda tespit
edildikleri goriilmiistiir (Woody ve Hoskins 1991). Bu anlamda ¢ok sayida froti hazirlanarak
morulalarin tespit edilme orani yiikseltilmektedir. 1000 adet immersiyon objektif alani
incelendiginde siirme froti duyarliligi yaklasik olarak %66 oraninda belirlenmistir. Kemik
iliginden hazirlanan frotilerde ise bu oran %34 civarindadir. Dikkat edilecek nokta 1000 adet
immersiyon sahasi incelenmesinde 50-60 dk arasinda degisen inceleme siiresinin bilinmesidir

(Mylonakis ve ark 2003, Harrus ve Waner 2010).

Mikroskop sahasinda karsilagilabilecek trombositler, fagositoza ugramis niikleer
materyaller Ehrlichial inkluzyon cisimcikleri ile ayirt edilmelidir. Ayrica etken ile ayni

ailedeki diger organizmalar monosit enfeksiyonuna da neden olmaktadirlar (Kelly ve ark
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1994, Breitschwerdt ve ark 1998). Epidemiyolojik faktorler ve bulasmada rol oynayan
vektorlerin prevalanslari dikkate alindiginda iklimsel kosullara gore de birtakim farkliliklar
meydana gelebileceginden ayirici tan1 dikkatli bir sekilde ele alinmalidir. Bu nedenle
molekdiler dizeydeki spesifiteyi saglamak amaciyla PCR uygulamalarinin yapilmasi ve
sadece uygulama ile mikroorganizmanin identifiye edilmesi ve karakterizasyonu ortaya
koyulabilmektedir (Breitschwerdt ve ark 1998).

Akut fazda siklikla siddetli bir trombositopeni, hafif ya da orta dereceli 16kopeni ve
normositik/normokromik/non-rejeneratif anemi ile karsilasiimaktadir (Kuehn ve Gaunt 1985,
Dagnone ve ark 2003, Castro ve ark 2004). Enfeksiyonu takip eden 10 ila 20. ginlerde
trombositopeni tablosu sekillenmekte ve bununla birlikte biiyiik, rejeneratif yapidaki
trombositler de artis géstermektedir. Hafif 16kopeni tablosu enfeksiyon sonrasindaki 3-4 hafta
boyunca goriilmekte ve devaminda 16kositoz ve monositozis tablolar1 takip etmektedir

(Kuehn ve Gaunt 1985, Dagnone ve ark 2003).

Subklinik fazda hafif trombositopeni tablosu ile karsilagilmaktadir. Bu fazda notropeni
tablosu bildirilmis olsa da eritrositlere iliskin parametrelerde anlamli bir etkilenmenin

olmadig ortaya koyulmustur (Kuehn ve Gaunt 1985).

Kronik fazda sikca karsilagilan parametrelere bakildiginda ise ciddi derecedeki
trombositopeni, 10kopeni ve anemi tablosuyla karsilasilmaktadir. Hiposeliiler kemik iliginin
baskilanmasiyla birlikte pansitopeni tablosu ortaya ¢ikmaktadir (Breitschwerdt 2000).
Monositozis ve lenfositozis gibi bulgularla da karsilasildigi vakalar mevcuttur. Sekonder
olarak glukokortikoidlere verilen yanita bakildiginda ise eozinopeni ve lenfopeni ile de

karsilasildig: ortaya koyulmustur (Breitschwerdt 2000, Wanner ve Harrus 2000).

Monositik ehrlichiosisli kopeklerde sikga kullanilan biyokimyasal parametreler
hipoalbuminemi, hiperglobinemi ve hipergamaglobulinemidir. Hastaligin seyri boyunca
serum globiilin konsantrasyonu bariz sekilde artis gostermektedir. Ozellikle enfeksiyonu takip
eden 1. ve 3. haftalarda bu artis siklikla sekillenmektedir (Wanner ve Harrus 2000).
Pansitopeni tablosunun eslik ettigi kopeklerde, aynt durumun goériilmedigi kopeklere oranla
serum total protein ve 6zellikle gammaglobiilin konsantrasyonlarinin daha az seviyede oldugu
bildirilmistir. Bu sonu¢ géz 6niinde bulunduruldugunda pansitopeni tablosunun eslik ettigi
vakalarda, sekonder enfeksiyon riskinin daha yiiksek olmasinin nedenlerinden biri olabilecegi

raporlanmistir (Waner ve Harrus 2000).
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Ozellikle akut donemde serumda alkalen fosfataz (ALP) ve alanin aminotransferaz
(ALT) aktivitelerinde gecgici de olsa hafif diizeyde bir artisin goriilmesi s6z konusudur
(Breitschwerdt 2000). Deneysel olarak enfekte edilmis vakalarda ise akut donemde gegici bir
proteindri tablosu, glomeruluslarda immunkompleks birikimleri, minimal dizeyde de olsa
kalic1 glomertiler hasar olusumu ve membranoproliferatif bir glomerulonefritis tablosu oldugu
belirlenmistir (Codner ve Farri-Smith 1986, Codner ve Maslin 1992, Codner ve ark 1992,
Igbal ve Rikihisa 1994). Kronik doneme bakildiginda ise antijenik olarak siirekli uyarim
nedeniyle glomeruluslarda biriken immunkompleks miktarinda artis ve membranoproliferatif

glomerulonefritis tablolarinda ilerleme s6z konusudur (Breitschwerdt 1995).

Ehrlichiosisli kdpeklerin yaklasik olarak %50’sinde proteiniiri tablosu sekillenmektedir.
Azotemi tablosu ise prerenal veya sekonder olarak renal hastaliklar1 sonucunda karsilasilan
bir durumdur. Renal azotemi temelde glomerulonefritis ve renal intersitisyel plasmositozis

sonucunda meydana gelmektedir (Grene 1990).

2.1.5. Tam

E.canis’in tanisina bakildiginda lenf nodiilii aspiratinda (Mylonakis ve ark 2003),
dalaktan alinan aspirasyonlarda (Faria ve ark 2010) ve buffy coat (Elias 1991)’ta etkenin
morula formlarina ve inkliizyon cisimciklerine rastlanilmaktadir; spesifik olarak antikorlarin
tespit edilmesi i¢in ise indirekt IFAT (O’ connar ve ark 2006) ve antijenik amacgh tan1 i¢in

PCR kullanilmaktadir (Nakaghi ve ark 2008).

Stirme kan frotilerinden elde edilen preparatlarin incelenmesi sonucu monositlerde
tipik E.canis morulalarinin tespit edilmesi enfeksiyonun tanisini - giiglendirmektedir.
Mikroorganizmalarda yogunlasmis sekilde goriilen elekron mikroskobik cisimcikler, morula
olarak adlandirilmaktadir (Hildebrandt ve ark 1973, Harrus ve Waner 2011). Morulalarin
mikroskobik olarak tespit edildigi vakalar, olgularin %4’iinii olusturmaktadir (Woody ve
Hoskins 1991, Harrus ve Waner 2011). Bu nedenle olabildigince ¢ok miktarda siirme froti
hazirlanilarak morulalarin tespit edilme sansi arttirilmaktadir. 1000 adet immersiyon objektif
alan1 mikroskop altinda incelendiginde siirme kan frotilerinin duyarlilig1 %66 gibi bir oranda
tespit edilmistir. Kemik iliginden alinarak elde edilen siirme frotilerde ise bu duyarlilik oram

%34 gibi bir orana sahiptir (Mylonakis ve ark 2003, Harrus ve Waner 2010).
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Resim 4. E. canis morulasi Resim 5. E. canis morulasi

coey

Ehrlichiosisli  kopeklerde, hazirlanan siirme preparatlarda trombofagositozis,
monositlerde eritrofagositozis ve trombositler de gorulebilmektedir. Eritrosit morfolojisine
bakildiginda olgudan olguya degisiklik gostermedigi goézlenmistir (Harrus ve ark 2007).
llerleyen safhalarda graniiler lenfositozisin yogun sekilde oldugu bildirilmistir. Wright-
Giemsa kullanilarak boyanmis bir frotide 200 lenfositin nerdeyse yarisinda azurofilik graniil
gorildiigli tespit edilmistir. Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri hasar gormiis veya olgun niikleer
kromatinlerle yer degistirmis olup sonugta graniiler lenfositleri olusturmuslardir (Heeb ve ark
2003). iste bu sebeple klinisyenler yanlislikla lenfosittik 16kemi tamisini diisiinmektedirler
(Harrus ve Waner 2011).

Kan strme frotilerinin incelenmesi Monositik Ehrlichiosis ile ko-enfekte olmus diger
vektorlerden kaynaklanan patojenlerin ve hastaliga etki eden diger etkenlerin tespit

edilmesinde de faydali bir uygulama haline gelmistir (Gal ve ark 2007).

Enfeksiyonun teshisinde ¢ok sayida serolojik metod oldugu bilinmektedir. Anti E.canis
antikorlarinin tespit edilmesinde temel metod indirekt immun florasan antikor testidir. Bu test
ile belirlenen Ig M duzeylerinin E.canis’e maruz kalan kopeklerde sdz konusu antikorun
enfeksiyon sirasinda kandaki diizeylerinin diizensiz sekilde artis gdstermesi nedeniyle gercek

anlamda bir belirleyici olmamaktadir (Anonim 1). Buna karsilik E.canis’in saptandigi
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kopeklerde IgG titresinin > 1/ 40 degerinde olmasi pozitif reaksiyon olarak kabul

edilmektedir.

Akut enfeksiyon tablolarinda 7-14 giin araliklarla ardisik sekilde tekrarlanan IFA
testinin uygulanmasi tavsiye edilmekte ve bu testin sonucunda antikor titrelerindeki 4 kata
kadar veya daha fazla miktardaki artig bir enfeksiyon olduguna isaret etmektedir (Harrus ve
Waner 2011). Anti ehrlichial IgG antikorlarinin enfeksiyondan iyilesme saglandiktan aylar
hatta yillar sonra dahi persiste olarak kaldigi da yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (Bartsch
ve Greene 1996 ).

Enfeksiyonun tamisinda IFA disinda ELISA testi de kullanilmaktadir (Harrus ve ark
2002). Etkene ait antikorlarin tespitinde Dot-ELISA yonteminin kullanilmasi ile elde edilen
ticari test kitleri de mevcuttur. ELISA yontemi ile calisilan Snap3Dx (Hegarty ve ark 2009),
Snap4Dx (Carrade ve ark 2011) test kitleri E.canis’in majér immunodominant proteinleri olan
P30 ve P30-1’in tespit edilmesi prensibi ile caligmaktadirlar (IDEXX laboratuvarlari) (Harrus
ve ark 2002). Ehrlichiosisli kopeklerde, Israil’de daha Onceden yapilmis bir ¢alismada
SNAP3DX testinin spesifitesinin ciddi derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bahsi gecen
calismada arastirmacilar Dot-ELISA test kitlerinin yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahip
oldugunu da rapor etmislerdir. Ayr1 aragtirma grubu antikorun belirlendigi ilk andan itibaren,
gecen 1-2 hafta igerisinde tekrardan ELISA testi yapilarak testin duyarliliginin daha da
artacagin1 bildirmislerdir (Harrus ve ark 2002). SNAP4DX test kitlerinin, etkenin yillik
takibinin saglanmasi amaci ile yilda bir kere tekrarlanmasi gerektigi bildirilmistir. Ancak teste
ait sonuclarin trombosit sayimlari ve molekiiler diizeydeki bulgularla birlikte ele alinmasinin

Onemi de vurgulanmistir (Hegarty ve ark 2009).

2.1.5.1. Canine Monocytic Ehrlichiosis ile iliskide olabilecek baz1 kardiyopulmoner

belirtecler

2.1.5.1.1. Natriuretik Peptidler

Kardiyak  baglantisi  olan  hastaliklar ~ vazoaktif maddelerin  dolasimdaki
konsantrasyonunun yiikselmesine neden olan ¢esitli néroendokrin yanitlarla sonuglanir. Bu
maddelerin (kardiyak biyobelirtecler) dolasimdaki konsantrasyonlarinin o6l¢iilmesi klinik
anlamda pekcok fayda saglayabilir. Cesitli kalp hastaliklarinda biyobelirteclerin tespiti
yapilmistir fakat natritiretik peptidler; 6zellikle de beyin natriiiretik peptid (BNP) ve N-
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terminal pro-B tipi natritiretik peptid (NT-proBNP), insan hekimliginde ve veteriner
hekimlikte en faydali biyobelirte¢ olarak bildirilmistir (Sisson, 2004; Boswood, 2009;
Haggstrom ve ark. 2009; Connolly, 2010; Oyama ve Singletary, 2010). Kardiyak NT-
proBNP, BNP (retiminin bir yan iriinii olarak ortaya g¢ikmaktadir (Sekil 1). Natritretik
peptitler, atriyumdaki zara bagli graniiler sekilde depo edilir ve miyokartta anormal duvar
gerginligine yanit olarak salinir. 6 farkli natritiretik peptid tiirii tanimlanmis olsa da kedi ve
kopeklerde baskin olarak goriilen kardiyak natriliretik peptidler; atriyal natritretik peptid
(ANP) ve B-tipi natriiiretik peptid (BNP)’dir (vanKimmenade RR, Januzzi JL Jr. 2009). BNP
ve ANP kalp kas1 dokusu tarafindan iiretilir ve hipertrofi, hipoksi gibi kalbe asir1 ylik getiren
durumlara yanit olarak salinirlar. Ayrica néroepinefrin ve anjiyotensin II (Potter LR, Yoder
AR, Flora DR, et al. 2009) gibi diger norohormonal peptidlerin salinimu ile iliskili olarak da
aci18a cikabilirler.

BNP, ilk olarak ‘beyin natriiiretik peptidi’ olarak bilinen, temelini domuz beyin
dokusundan alarak olusmus ve bobreklerden sodyum atiliminin (natrilirez) artmasina neden
olan bir peptittir. Ana kaynagi kalp ventrikiilleri olan dolagimdaki peptidler ‘B tipi’ natritiretik
peptitler olarak yeniden adlandirilmistir. Ik olarak prohormonlara (6rn: proBNP, proANP)
doniisen, sonrasinda ise olgun/aktif hormonlara doniisen natriliretik peptidler miyokartta
uretilirler. Ventrikiler miyositlerden pro-BNP iiretimi ve salinimi igin mekanik stres ve kalp
distansiyonu uyarisi esastir. Fizyolojik olarak BNP, ventrikiillere kan doldugunda sodyum ve
stv1 ekskresyonunu arttirarak vaskiiler kan hacmini ve direnci diizenler. Boylece dolagimdaki
BNP diizeyleri konjesyonda oldugu gibi vendz basing olusturarak kimyasal barometre gorevi
gorlir. Ayrica hipertrofi, iskemi veya nérohormonlara yanit olarak da BNP salinimi1 meydana
gelebilir. Sonugta proANP ve proBNP, spesifik serum ve miyokardiyal proteazlar tarafindan
aktif bir korboksi-terminal fragmana (C-ANP, C-BNP) ve inaktif bir N-terminal yan trtintine
(NT-pro ANP, NT-pro BNP) boélinir.Kopeklerde pre-pro-BNP 6ncelikle kardiyak ventrikiler
miyositler icinde 134 aminoasit peptidi (kedilerde 132 aa) olarak sentezlenir. Prekirsor
molekiiliin (proBNP) proteolitik boliinmesi biyolojik agidan aktif C-terminal BNP, 32 amino
asit peptid ve biyolojik olarak inaktif olan 76 aminoasit N-terminal fragmani (NT-proBNP)
uretir. C-terminal natriiiretik peptitlerin yarilanma émrii kisadir ( kopek proBNP i¢in 1.57 dk;
Thomas ve Woods, 2003). NT-proBNP dolasimdan daha yavas sekilde uzaklastirilir ve
yarilanma 6mrii, C-terminal BNP’den 6nemli derecede daha uzun (ve plazma konsantrasyonu

6nemli 6lctde daha yuksektir), klinik uygulama igin ise daha uygun bir biyobelirtectir.

20



C-ANP ve C-BNP agirlikli olarak bobrek, akcigerler, damarlar ve adrenal bezlerde
bulunan 2 ana natriiiretik peptid reseptdriine baglanir. Bu reseptorlerin aktivasyonu natritirezis
ve vazodilatasyonla sonuglanir, ayrica antihipertrofik ve antifibrotik ektilerle sonuglanir.
Boylece natriliretik sistem renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin vazokonstriktif ve
sodyum tutucu etkilerine karsi koymus olur. Bu 2 sistem arasindaki denge konjestif kalp
yetmezliginin gelisimine neden olur (Potter LR, Yoder AR, Flora DR, et al. 2009, Mair J.
2008). Kardiyak kokenli hastaliklar siddetlendik¢e ve konjesyon bozulduk¢a BNP miktari
artarak salinmaya devam eder ve kan hacmini/basincini normal seviyeye getirmeye calisir. Bu
sistem konjesyonu dengeli hale getirmeye calisirken ‘hemodinamik savunma reaksiyonu’
diger tim parametrelerin rollerini de kullanir ve siddetli kalp hastaligiyla birlikte bariz bir
O6dem tablosu ortaya ¢ikar. Bu durum BNP’nin kétliye giden kardiyak durum ile ilgili olarak

arttigin1 géstermektedir.

Hayvanlarda insanlarda yapilan calismalara gore daha az kapsamli calisma yapilmis
olmasina ragmen, kedi ve kopeklerde (Haggstrom ve ark. 2000; Prosek ve ark. 2007,
DeFrancesco ve ark. 2007; Boswood ve ark. 2008; Fine ve ark. 2008; Oyama ve ark. 2008;
Achen ve ark. 2009; Oyama ve ark. 2009; Tarnow ve ark. 2009) kalp hastaliklarini dispnenin
diger nedenlerinden ayirt etme konusunda kardiyak biyobelirtecler, 6zellikle de natritiretik
peptitler yardimci tani testleri olarak kullanilmaktadir. Kopeklerde gizli kardiyomiyopatiyi
tanimlamada natritiretik peptitlerin biiyiik 6l¢iide role sahip oldugu bilinmektedir (Chetboul
ve ark. 2004; Oyama ve ark. 2007) ancak izole edilmis bir test olarak smirli oranda fayda
sagladigi belirlenmistir (Baumwart ve Meurs, 2005; Wess ve ark. 2011). Mitral kapak
hastaliklari, dilate kardiyomiyopati ve hipertrofik kardiyomiyopatiyi kapsayan dejeneratif
kalp hastaliklar1 BNP {iretiminin yiikselmesiyle iligkilidir ve bu yiizden NT-proBNP
formasyonu da yiikselmis olur. NT-proBNP dolasimda BNP’den daha kararli seyretmektedir
ve standart ELISA tabanli teknoloji kullanilarak tespiti miimkiindiir. NT-proBNP, BNP formu
ile 1:1 oraninda iretilmektedir ve hem kedilerde hem de kdpeklerde solunum kdkenli

etiyolojiye sahip kalp hastaliklarinin belirlenmesinde yardimcidir.

Biyolojik olarak aktif hormon aslinda BNP’dir ve NT-proBNP, BNP’nin olusumu
sirasinda agi@a ¢ikan bir yan iriindiir. Yiiksek kararliligi sayesinde NT-proBNP molekili

tanisal anlamda test uygulanan biyobelirte¢ halina gelmistir. (Oyama, 2010) (Sekill)
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Kalp Kasi

NT-proBNP analizi

Sekil 1. NT-proBNP’nin sekresyon ve saliniminin sematik gosterimi.

*Vazodilatasyon
*Natrilirezis
*Dilirezis
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NT-pro BNP degerlerinin yorumlanmasi

<900 pmol/l Respiratorik ve/veya egzersiz intolerans: gibi klinik bulgularin kalp
yetmezligine bagli olarak gelisme olasilig1 diisiiktiir. Klinik bulgularin
kaynaginin  belirlenmesi i¢in  diger nedenler g6z Oniinde

bulundurulmalidir.

900-1800 pmol/I Bu referans araligi, klinik bulgularm kalp yetmezligi veya diger
olgulardan kaynakli olup olmadigina karar verme konusunda

yetersizdir. Diyagnostik agidan diger durumlar incelenmelidir.

>1800 pmol/I Respiratorik ve/veya egzersiz intoleransi gibi klinik bulgularin kalp
yetmezligine bagli olarak gelisme olasiligi yiiksektir. Kardiyak

tetkikler veya konstiltasyonlar yapilmasi yardimei olabilir.

Tablo 2. NT-pro BNP degerlerinin yorumlanmasi (Cardiopet proBNP, IDEXX Reference

Laboratories).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Arastirmanin hayvan materyalini 21’1 E.canis ile dogal enfekte (6nceden herhangi bir
sagaltim uygulamasi yapilmamis), 7’si de saglikli olmak iizere toplam 28 kopek olusturdu.
Enfekte kopekler Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Kiiciik Hayvan Klinigi’'ne CME ile uyumlu klinik bulgulardan (yiiksek ates, generalize
lenfadenopati, istahsizlik, splenomegali, kas zafiyeti, petesi, epistaksis, bacak ddemi, dispne,
poliartritis veya deride ekimoz) bir ya da birkagini gosterdigi igin getirilen olgulardan secildi.
Kontrol grubu hayvanlar hasta hayvanlar ile benzer yas araligindan, her 2 cinsiyetten ve

herhangi bir hastalik tablosu bulunmayan olgular arasindan se¢ildi.

3.2. Hayvan Muayenesi ve Siniflandirma

Klinik bulgulartemelinde CME siipheli tanis1 koyulan képeklerde kan drneginde hizli ELISA
prensibiyle calisan test kiti (Snap 4Dx plus, Idexx USA) pozitifligi ile CME tanisi
kesinlestirildi. Bolgemizde hastaligin prevalansi dikkate alindiginda yaklagik 200-250
civarinda kopegin CME yoniinden degerlendirilmesi sonucu arastirmada kullanilacak yeter
sayida olguya ulagabilecegi hesaplandi. E.canis ile enfekte oldugu saptanan kopeklerin
vektorlerle nakledilen ve kardiyak hasara yol agabilen Ehrlichia canis/E.ewingii, Anaplasma
phagocytophilum, Borrellia burgdorferri ve Dirofilaria immitis ile koenfekte olup olmadiklari
hizli test Kiti (SNAP 4Dx plus, Idexx USA) ile arastirildi ve yalnizca (daha sonradan PCR
analizi ile antijen belirlenen) E.canis ile enfekte kopekler, serolojik, klinik ve laboratuvar
bulgular temelinde 6nerdigi evreleme dikkate alinarak 3 farkli grup (her grupta n=7) altinda

degerlendirildi.

3.3 Polimeraz Zincir reaksiyonu ile antijen tespiti

E.canis etkeninin DNA’sinin ¢ekilmesi ig¢in DNA ekstraksyion kiti kullanildi.
Laboratuvara getirilen E.canis’le enfekte 6rnekler literatiirde bildirilen (Alves ve ark, 2013)
yontem (Qiahgen DNeasy Blood & Tissue Kit, Germany, 69504) kullanilarak DNA
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ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Elde edilen DNA’lar GO  mikropleyt
spektrofotometresinde Olculdi. Nested PCR i¢in ilk amplifikasyon adiminda; ECC
(5’AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3) ve ECB (5
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3") olmak fizere iki ¢ift primer kullanild: (Alves ve ark,
2013). Ikinci asama icin kullanilan primerler ECANS (5
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3") ve HE3(5
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCC TAT-3") primerleriydi. Bu primerler sirasiyla 16S
rRNA geninin 458 ve 398 bp’lik fragmanlarimi cogalttilar(Murphy ve ark. 1998). Her
reaksiyon igin 12.5 pmol ve her primer 0.625 birim Taq DNA polimeraz (Geneaid, New),
PCR tamponu (50 mM KCI ve 20 mM Tris HCI) (Geneaid, New Taipei City Tayvan), 1 mM
MgCl2 (Geneaid, New Taipei City, Tayvan), dNTP karisim1 (0.125 mM her biri) (Geneaid,
New Taipei City, Tayvan), DNaz/RNaz’s1z damitilmig su (gibco thermo fisher scientific,
Waltham, MA USA) ve 80-240 ng DNA 06rnegi kullanildi. Tepkime bir AB applied
biosystems veriti olmak iizere termal sayklir iizerinde gergeklestirildi. Reaksiyonun
basamaklari; 95°C’de 2 dk 6n denatiirasyon, her ¢evrimde 95°C’de 30 saniye boyunca
denatlirasyon, 60°C’de 1 dakika tavlama, 72°C’de 5 dakika uzatma seklindeydi. Ardindan da
%1.5 agaroz jel hazirlandi. Agaroz jel PCR {iriinleri, 90 volt lineer akimda 1 saat 30 dakika
boyunca elektroforez uygulamasina tabi tutulmustur. Bu islem sonrasi jel goriintiileme
cihazinda “’UV transilluminator UVP FC3 ChemiHP 410 Goriintiileme Sistemi’’ goriintiileri
elde edilmistir. Ortaya c¢ikan bantlar, DNA markorleriyle kargilastirma  yoluyla
degerlendirilmistir. Buna gore; 1. grup [akut E.canis infeksiyonu; antikor negatif ancak
belirlenebilecek dizeyde DNA [PZR pozitif]], Il. grup [aktif infeksiyon (PZR pozitif ve
E.canis seroaktif) Ill. grup [E.canis’ e maruz kalma (belirlenebilecek diizeyde DNA [PZR
negatif] ancak E.canis seroaktif)], ve IV. grup saglikli kontrol grubu [hi¢ E.canis’ e maruz
kalmamis kopekler (PZR negatif antikor negatif)] olmak iizere hastalikla iligkili 3 ayn
siniflandirmaya tabi tutuldu (Tablo 3). PZR uygulamalarinda alaninda uzman Dr. Ogretim
Gorevlisi Adnan AYAN’dan yadsinamaz destek alindi. Hastalikta enfekte kopeklere yonelik
degerlendirme yukarida da sozii edildigi iizere antijen antikor iliskisine gore tablo 3’te

sunuldu.
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I. GRUP - CME ile enfekte olgular: antikor (-),
DNA/PZR (antijen) (+)

Il. GRUP - CME ile aktif enfekte gruplar:
antikor (+), DNA/PZR (antijen) (+)

I11. GRUP - CME’ye maruz kalan olgular:
antikor (+), DNA/PZR (antijen) (-)

Tablo 3. Canine Monositik Ehrlichiosis’de evreleme (Diniz ve ark, 2008).

Saglikli kontrol grubu (IV.grup), klinige as1 veya saglik kontrolii amaciyla getirilen,
klinik ve laboratuvar degerlendirilmelerinde herhangi bir anormallik saptanmayan her iki
cinsiyetten ve CME’li gruplarina benzer yas araligindaki képeklerden (n=7) olusturuldu. Vena

cephalica antebrachii’den 0,5’er ml kan EDTA’s1z tiiplere alindu.

3.4. Siniflandirmada Kullanilan Laboratuvar Muayeneler

Evrelendirmeye yonelik hematolojik ve serolojik degerlendirmeleri kapsamaktaydi.
Bu amagla tiim olgulardan kan Ornekleri alindi. Projenin uygulanmasi sirasinda izlenilen

laboratuvar yontemlerini iceren yontem/cihaz bilgileri Tablo 4’te gosterildi.

Parametre/Olgiim Yontem/Cihaz

1) Kalp kurdu Hastaligi (Dirofilariazis),
Ehrlichiosis, Lyme Hastalig1 ve

1) SNAP 4Dx plus, Idexx USA

Anaplasmosis’in tespiti

2) NT-pro BNP 2) Wondfo Finecare Fl6rosan

Immunassay cihazi

Tablo 4. Projede izlenilen laboratuvar yontemleri.
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3.4.1.NT pro BNP Analizi

Kan oOrnekleri Vena cephalica antebrachii’den alindi. Kalp kurdu Hastaligi,
Ehrlichiosis, Lyme Hastalig1 ve Anaplasmosis’in tespiti SNAP 4Dx plus (Idexx USA) test Kiti
ile belirlendi (Resim 6). Santrifiij cihaz1 kullanilarak elde edilen serum &rnekleri Florasan

Immunoassay metodu kullanilarak analiz yapan Finecare marka cihaz ile NT-proBNP

diizeylerinin belirlenmesinde kullanildi.

Resim 6. Snap 4Dx Plus test kiti ile belirlenmis Ehrlichiosis enfeksiyonu.

3.4.2. NT-pro BNPHizh Kantitatif Test

3.4.2.1.0rneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi
Testin uygulanmasi serum, plazma veya tam kan ile yapilabilecek durumda idi.
3.4.2.2.Damar icinden tam kan icin 6rnek toplanmasi

i.Standart kan alma prosediirii kullanilarak pihtilasmay1 onleyici madde igeren kan
tiipii kullanilarak damar i¢inden kan 6rnegi toplandi. (EDTA’l tlip kullanilmas1 daha uygun

olacaktir).
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ii. Orneklerin hizli bir sekilde test edilmesi dnerilmektedir. Ornekler uzun siireli olarak
oda sicakligi disinda saklanmamalidir. Eger 6rneklerin hizli bir sekilde analizi yapilmiyorsa

2°C-8°C arasindaki sicakliklarda muhafaza edilmelidirler.

iii. Tam kan ornekleri 2 giinden fazla 2°C-8°C arasindaki sicakliklarda bekletilirse test

i¢in uygunlugunu kaybedecekleri icin bu hususa da dikkat edildi.
3.4.2.3. Serum ve Plazmanin Hazirlanmasi

Standart kan alma prosediirii kullanilarak kan tiipiine damar iginden tam kan Ornegi
alindi. [Plazma kullanilacaksa kan tiipli antikoagiilan 6zellige uygun olacak sekilde
secilmelidir (EDTA’l1 tiip Onerilmektedir)]. Serum ve plazmanin ayrimi hemolize engel
olmak icin en kisa siirede yapildi. Kan 6rneklerinin toplanmasindan hemen sonra ornekler
analiz edildi. Orneklerin uzun streli olarak oda sicakhigi disinda saklanilmamasi
gerekmektedir. Ornekler 3 giine kadar 2°C-8°C’deki sicaklikta saklanabilir. Uzun siireli
saklamada 6rnekler -20°C’nin altinda tutuldu.

3.4.2.4. Test Prosediru

Hazirlik asamasinda: Teste baslamadan Once, se¢ilen 6rnek tiirtiniin kilidi agildi. 1D

¢ipi kontrol edildi ve cihaza takildi.

Orneklerin eklenmesi asamasinda: Transfer bir pipet ile 75 pL tam kan, serum veya

plazma 6rnegi buffer tipune eklendi (Resim 7).

Resim 7. Transfer pipet ile serum 6rneginin buffer tiipiine (a) eklenmesi(b).
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Karistirma asamasida: Ornek ve buffer karisimi 1 dakika siireyle ters-diiz edilerek

karigtirildi.

Ornegin cihaza yiiklenmesi asamasinda: Karigimdan 75 uL almarak test kartusu

icerisine yerlestirildi (Resim 8).

Resim 8. Karigimin transfer pipet ile test kartusuna aktarilmast.

5.Asama: Testin Yapilist:

i.  Finecare™ FIA meter:

ii.  Standart test: Kartus tutacagi boliimiine test kartusu takildi ve ‘Test’ tusuna basildi. 15
dakika sonra ornek tipi segildi, sonu¢ ekranda gosterildiginde ‘Print’ tusuna basilarak
yazdirildi.

iii.  Quick test: Kartus platforma koyuldu. 15 dakika sonra, kartus tutacagi boliimiine test
kartusu takildi ve ‘Test’ tusuna basildi. Ornek tipi secildi, sonu¢ ekranda
gosterildiginde ‘Print’ tusuna basilarak yazdirildu.

iv.  Finecare™multi-channel FIA meter:

v. Kartus tutucuya test kartusu takildi. 15 dakika sonra Ornek tipi secildi ve sonug
ekranda gosterildiginde ‘Print’ tusuna basilarak yazdirildi.
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3.5.Istatistiksel Analizler

Analizler sonucunda elde edilen verilerin tanimlayici istatistikleri ve homojenite
testleri Kolmogorov-Smirnov analizine gore gergeklestirildi. Normal dagilim géstermeyen
verilere logaritmik transformasyon islemi uygulandiktan sonra halen daha normal dagilmadig
tespit edildi. Veriler ortalama ve standart hata olacak sekilde tablolastirildi. Gruplar arasindaki
farklarin belirlenmesinde bagimsiz 6rneklem Kruskall-Wallis testinden yararlanildi. TUm
analizlerde SPSS 21 (IBM, Chicago) programindan yararlanilarak, p<0,05 degeri istatistiksel
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Olgulara ait demografik ve analiz bulgular:

Arastirmanin  hayvan materyalini Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Kii¢iik Hayvan Kliniklerine ve Aydin ile Izmir illerindeki 6zel veteriner kliniklerine
istahsizlik, kilo kaybi, yiiksek ates, generalize lenfadenopati, splenomegali, kas zafiyeti,
deride ekimoz ve petesi, epistaksis, bacaklarda 6dem, dispne veya poliartiritis sikayetleri ile
getirilen farkli irk (4’er Terrier ve Golden Retriever, 3’er Rottweiler ve Airdale terrier, 2
Siberian Husky 1’er Tiirk Coban Kopegi, Labrador retriever, Alman Coban kopegi, Pointer
ile2 melez), yas (2-7) ve her iki cinsiyetten 10 erkek,12 disi) 23 kdpek olusturdu. Kliniklere
getirilen ve yukarida mevzu bahis konusu edilen klinik bulgularin yani siratrombositopeni
olan/olmayan 200’¢ yakin kopek tani ve ayirici tan1 amaciyla klinik muayene ve laboratuar
testleri araciligryla muayene edilmistir. Tiim olgular hizli ELISA prensibiyle ¢alisan ticari test
kitleri (Snap 4DX) vasitasiyla test edilerek, vektor aracilikli seyahat hastaliklart (Ehrlichiosis,
Anaplasmosis, Dirofilariosis, Borrelliosis) yoniinden degerlendirildi. Ayirict taniya yonelik
olarak sozii edilen klinik bulgulara ve kan tablosuna sebep olabilen diger infeksiyoz
hastaliklarda (Babesiosis, Hepatozoonosis, Leishmaniosis) lenf aspirasyonlari ve sitolojik
muayeneyle degerlendirilerek olgularin tiim bu infeksiy6z hastaliklar yoniinden tekil ya da
cogul etkenle hasta olup olmadigi belirlendi. Elde edilen serum 06rnekleri leishmaniozis
yoninden IFAT yontemiyle (ADU Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda)
degerlendirildi. IFAT sonucu 1/64 ve uzeri olan olgular dislanildi. Tim bu labaratuvar
analizleri sonras1 yalnizca E. canis ve/veya E. ewingii ile infekte olgular ¢alisma kapsamina
aliirken, diger infeksiyoz ajanlarla pozitif kombine infekte hi¢bir olgu calisma kapsamina
alinmadi. Calisma dncesi Aydim Adnan Menderes Universitesi hayvan deneyleri yerel etik
kurulundan 64583101/2018/011say1l1 etik kurul onay1 alindi.
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Gruplar

GRUP |

CME ile
enfekte

GRUP 11

GRUP 111

CME’ye
maruz
kalma

Olgular

Olgu 10

Olgu 11

Olgu 12

Olgu 13

Olgu 1

Olgu 2

Olgu 3

Olgu 4

Olgu 5

Olgu 7

Olgu 9
Olgu 14
Olgu 15

Olgu 20

Olgu 21

Olgu 22

Olgu 6
Olgu 8

Olgu 16

Olgu 17

Olgu 18

Olgu 19

Snap 4Dx PCR NT-proBNP Irk Yas Cinsiyet
(pg/mL)
o + <18 Rottweiler 2 Erkek
- + 118.3* Golden 4 Disi
Retriever
o + <18 Terrier 3 Erkek
o + <18 Alman 6 Erkek
Coban
kopegi
+ + <18 Airdale 4 Disi
terrier
+ + <18 Siberian 5 Erkek
Husky
+ + <18 Terrier 2 Erkek
+ + <18 Tirk 2 Disi
Coban
Kopegi
+ + <18 Melez 3 Disi
+ + <18 Golden 4 Disi
Retriever
+ + 24.6* Melez 5! Erkek
+ + <18 Rottweiler 2 Disi
+ + <18 Terrier 3 Disi
+ + 23,3 Golden 6 Erkek
Retriever
+ + 108.3* Airdale 5 Disi
terrier
+ + 98.7* Siberian 2 Erkek
Husky
+ - <18 Terrier 2 Disi
+ o <18 Pointer 3 Erkek
+ - 37.7* Golden 4 Disi
Retriever
+ - <18 Labrador 5 Disi
retriever
+ - <18 Airdale 2 Erkek
terrier
¥ - <18 Rottweiler 3 Disi
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Tablo 5. Olgulara ait analiz sonuglar1 ve demografik bilgiler.

I. grup [akut E.canis infeksiyonu; antikor negatif ancak belirlenebilecek diizeyde DNA
[PZR pozitif], Il. grup [aktif infeksiyon (PZR pozitif ve E.canis seroaktif) I11. grup [E.canis’ e
maruz kalma (belirlenebilecek diizeyde DNA [PZR negatif] ancak E.canis seroaktif)] olmak
tizere hastalikla iligkili 3 ayr1 siniflandirmaya tabi tutuldu.

Kontrol grubu olgularin tamaminda NT-pro BNP diizeyleri 18 pg/mL degerinden
diistik olarak tespit edildi.

NT-proBNP P degeri

X+ SE
CME ile Enfekte 43,08 + 25,08
CME ile Aktif enfekte 27,29 + 8,13
CME’ye Maruz kalma 20,81 +2,81
Kontrol 18+0

0,373

Tablo 6. istatistiksel analiz sonuglarina gore gruplardaki proBNP degerleri.

NT-pro BNP duzeyleri, Canine Monositik Ehrlichiosis’li Enfekte grup olgularinda
43,08 + 25,08, Aktif enfekte grup olgularinda 27,29 + 8,13, Maruz kalma grubu olgularinda
20,81 £ 2,81 ve kontrol grubunda 18 + 0 pg/mL olarak tespit edildi (Tablo 6).
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

120,00 —

100,007

80,00

60,007

NT-proBNP

40,00 w*

0,00 T T I —
Kontrol CME ile Enfelte CME ile Alktif Enfekte CME ve Maruz kalma

GRUPLAR

Sekil 2. Independent-Samples Kruskall-Wallis istatistiksel analiz metodu ile gruplarda

goriilen referans aralig1 disindaki degisimler.



120,00

100,00

NT-proBINP

40,00

20,004

18

=5 —

Kontrol

T
CME ile Enfelte

GRUPLAR

I I
CME tle Alktif Enfekte CME ye Maruz kalma

Sekil 3. Canine Monositik Ehrlichiosis’li kopeklerde hastalik aktivitesi (enfekte, aktif enfekte,

maruz kalma) ile NT-pro BNP diizeyleri arasindaki iligki.
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5. TARTISMA

Biyobelirtecler, bir organ veya sistem tarafindan meydana getirilen biyolojik
stireclerin nicel gostergeleridir. Tani, lezyonlarin genisletilmesi ve prognoz hakkinda bilgi
veren, normal, patolojik ve farmasotik etki siireglerinin degerlendirilmesinde de rol oynayan
onemli araclardir. Ideal bir biyobelirte¢ hastaligin baslangicinda oldugu gibi, diisiik titrelerin
erken tespitini saglamak i¢in de hassas olmalidir. Yiiksek derecede ozgiillik de Gnem
tagimaktadir, ¢linkii bir biyolojik belirteg belirli bir organ veya dokuda saptanabilir olmalidir.
Ayrica diisiik maliyetli olmasi, kolay 6l¢iilebilmesi ve enfeksiyon ile antikorlarin saptanmasi
arasindaki ayrimin yapilmasi ideal bir biyobelirtecin diger karakteristik o6zelliklerindendir

(Oyama ve ark 2004; Yonezawa ve ark 2010).

Son yillarda, natriiiretik peptidler (NP’ler), kalp hastaliklarinin tan1 ve sagaltimlarinin
monitorizasyonunda Onemli araglar olarak ortaya c¢ikmiglardir. Arastirmalar, kedi ve
kopeklerdeki NT-proBNP’nin serum ve plazma diizeylerinin, konjestif siiregleri ve indirekt
olarak kiiciik hayvanlarin miyokart fonksiyonlar1 teshisinin ve monitorizasyonunun
saglanmasindaki 6nemli bir biyobelirte¢ oldugunu gostermistir. NT-proBNP’nin 6nemi;
orneklerin stabilitesi, laboratuvarda kolay belirlenmesi, duyarliligt ve miyokardiyal
fonksiyonlar1 analiz etme olasilig: ile iligkilidir. Bu avantajlar, NT-proBNP’nin ¢ogu zaman
miyokardiyal hiicre biitiinliiglinii belirten diger kardiyak biyobelirteglerle karsilastirildiginda
Ozellikle 6nemlidir. Hizli NT-proBNP analizine yonelik test kitleri gilinimuzde piyasaya
stirilmektedir ve tamamlayici testlerle birlikte kullanilmaktadirlar. Bu yontemler, kopek ve
kedilerde kardiyopatinin erken teshisinde kalp ve akciger hastaliklarmin ayirict tanisinda,
tedavi ve prognozunda degerli metodlarin denenmesinde énemli bir bilgi kaynagidir (Lima ve

ark, 2017).

Son yillarda natriiiretik peptidler (NP), kalp hastaliklarinin tani, tedavi ve
monitorizasyonunda 6nemli araclar olarak ortaya ¢cikmistir. Giinlimiizde ise NP’ler ile atriyal
NP (ANP), beyin NP (BNP) ve kardiyovaskiler ve kardiyorenal homeostazda yer alan c-tipi
NP olarak karsilagilmaktadir. Daha spesifik olarak ise Veteriner Hekimlikte, BNP’nin N-
terminali fragman1 (NT-proBNP) su anda en ¢ok kullanilan NP’dir (Vanderheyden ve ark
2014;Anjos ve ark 2015). Biz de bu calismada Veteriner Hekimlikte ve 6zellikle de Veteriner

I¢c Hastaliklar1 alaninda ilk kez Canine Monositik Ehrlichiosis ile farkli donemlerde enfekte
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kopeklerde Nt-pro BNP diizeyleri arastirilmis olup hastalik aktivitesi ile iliskisi

degerlendirilmistir.

B tipi natritiretik peptid (beyin natritiretik peptidi, BNP) bir grup natriuretik peptid
tradar; kopeklerde natritiretik, diliretik ve vazodilatator 6zelliklere sahiptir (Sudoh ve ark,
1988; Nishida ve ark, 1990). Miyokardiyal germeye yanit olarak miyositler tarafindan
salinmaktadir. Saglikli kopeklerde kiiciik miktarlarda bulunurken kalp hastaligi bulunanlarda
belirgin sekilde artmig olarak gozlenmektedir (Yasue ve ark, 1994). BNP bir prohormon
(proBNP) olarak sentezlenir; biyolojik olarak aktif parca olan BNP’ye ve aktif olmayan
amino terminal proBNP’ye (NT-pro BNP) boliiniir. Boylece iki peptid de dolasima esit
oranda salinmis olur (Hall, 2004). NT-pro BNP diyagnostik test olma agisindan hedef olma
niteliginde bazi1 avantajlara sahiptir; NT-pro BNP, BNP’den daha uzun yarilanma Omriine
sahiptir (daha 6nce bildirilen veriler yalniz koyunlardan elde edilmistir) (Pemberton ve ark,
2000), dolasimda daha yiiksek konstantrasyonlarda seyreder (Mueller ve ark, 2004) ve
donmus plazma i¢inde depo halinde daha kararlidir. Bu ¢alismada gerek uzun yarilanma dmrii
gerekse dolagimda yiiksek konsantrasyonlarda seyretme ihtimali dolayistyla NT-pro BNP

Ol¢timleri yapilmistir.

Bir biyobelirteg olarak NT-pro BNP duizeylerinin dispnenin kardiyak olan ve kardiyak
olmayan nedenlerini birbirinden ayirt etmede ve hastaligin prognozunun izlenmesinde
prognostik bir indikator olarak insan hekimliginde kullanildigi bilinmektedir (Silver ve ark,
2004). Yakin zamanda NT-proBNP’nin kalp hastaligi olan kopeklerde artis gosterdigi
(Oyama ve ark, 2008; Fine ve ark, 2008), dispnenin kardiyak ve respiratorik nedenlerinin
ayriminda (Fine ve ark, 2008) ve kalp hastaliinin derecesinin degerlendirilmesinde
kullanildig1 gosterilmistir (Oyama ve ark, 2008). Oyama ve ark; (2008) kalp hastalig1 ve kalp
yetmezligi teshisi i¢in sirasiyla 445 ve 1.725 pmol/L degerlerininkullanilmasini dnermektedir.
Bizim c¢alismamizda pg/mL cinsinden analiz gerceklestirilmistir. Bu baglamda analizlerin
performansinda kullanilan Wondfo Finecare Floresan Immunoassay cihazi ile 18-35000
pg/mL araliginda 6l¢iim gerceklestirilebilmis bu alt ve {ist degerlerin disindaki sapmalar cihaz
referans araliklariin disinda oldugundan degerlendirilememistir. Kontrol grubu hayvanlarin

tamaminda 18 pg/mL’nin altinda degerler saptanmistir.

BNP bobrekte ve damarlarda bulunan reseptorler araciligiyla temizlenir (Rademaker

ve ark, 1997). Aksine NT-pro BNP’nin bilinen reseptorleri yoktur ve renal metabolizmanin
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sorumlu oldugu diisiiniilse bile plazmadan temizlenmesi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir

(Hall, 2005).

Hem BNP hem de NT-pro BNP, bobrek hastaligi olan ancak kalp hastaligi olmayan
insanlarda artmis olup, bobrek yetmezligi olanlarda tanisal agidan sorgulanmistir
(McCullough ve ark, 2003). Testin insanlarda tanisal degerinin devamlilig1 i¢in diizenlenmis
referans degerler Onerilmistir (Anwaruddin ve ark, 2006; Khan ve ark, 2006). Son zamanlarda
siirli veriler bobrek hastaligi olan kopeklerde de benzer sekilde artis oldugunu gostermistir
(Schmidt ve ark, 2009).Bu prospektif ¢alismadaki hedef bobrek hastaliginin, kalp hastalig
olmayan kdpeklerde NT-pro BNP’yi arttirip arttirmadigini ve bu artigin testin tanisal degerini
smirlayip sinirlamadigint belirlemek olarak belirlenmistir (Raffan ve ark, 2009).1lgili
aragtirmacilar kalp yetmezligi tanisi koyulan kopeklerde azoteminin NT-pro BNP
diizeylerinde artisla sonuglanacagini bildirmis, dolayisiyla plazma kreatinin konsantrasyonu
artan kopeklerde NT-pro BNP’nin dikkatle degerlendirilmesi hususunda goriis birligine

varmiglardir.

BNP ve NT-proBNP'nin kalp yetmezligini, akut koroner sendrom veya iskemik kalp
hastaliginin irdelenmesi ya da monitérizasyonu igin kullanilabilecegi bildirilmektedir (Maisel
ve ark, 2002; Januzzi ve ark, 2005; Braunwald, 2008; Liquori ve ark, 2014). Kopeklerde, 900
pmol/l'den az NT-proBNP seviyesi miyokardiyal hasar ya da stresle uyumlu degildir. Diger
yandan Doberman pinscher irikinda 735 pmol/L'den fazla olmasinin dilate
kardiyomiyopati’ye yonelik risk teskil edecegi saptanmistir (Baisan ve ark, 2016). Onceki
arastirmalarda mitral kapak yetersizligi ve dilate kardiyomiyopatisi bulunan kopeklerde,
kardiyak hastalik ve siddetinin derecesinin  Ol¢lilmesinde NT-proBNP'nin  serum
konsantrasyonlarininsaglikli olgulara gére daha yiiksek oldugunu belirlenmistir. Ilaveten
konjestif kalp yetmezligi bulunan kopeklerde NT-proBNP konsantrasyonlarinin
ekokardiyografik degisiklikler ve bobrek fonksiyonu ile korelasyon gosterdigi ve hastalik
aktivitesinin degerlendirilmesindefaydali oldugu bildirilmistir olabilecegi sonucuna varildigt
bildirilmektedir (Oyama ve ark, 2008; Baisan ve ark, 2016). Kardiyak kokenli veya kardiyak
kokenli olmayan dispnenin ayirt edici tanisina yonelik BNP konsantrasyonlar1 6lgiilmiis ve
konjestif kalp yetmezligine iliskin dispnesi bulunan 22 kopek ile diger olgular
karsilastirilmistir. Konjestif kalp yetmezligi olan olgulardadaha yiiksek BNP konsantrasyonu
oldugu (ortalama 34.97 pg/ml) tespit edilmistir (Prosek ve ark, 2007).
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Bir bagka c¢alismada, babesiosis ile enfekte kopeklerde NT-proBNP degerlendirilmis
ve NTproBNP konsantrasyonunun, hastaligin siddetini ve indirekt olarak tetiklenen kardiyak
stresi Oongorebilecegitespit edilmistir (Lobetti ve ark, 2012). Bizim c¢alismamizda da diger
calismalar1 destekler nitelikte galismanin kontrol grubunda NT-proBNP dizeyinde herhangi
bir degisim saptanmazken, 1. gruptaki 1 olguda (118.3 pg/mL), Il. gruptaki 4 olguda (23.3,
24.6, 98.7 ve 108.3 pg/mL) ve Ill. gruptaki 1 olguda (37.7 pg/mL) artis belirlenmistir. NT-pro
BNP dizeyleri Canine Monositik Ehrlichiosis’li enfekte olgularda 43,08 = 25,08, aktif
enfekte olgularda 27,29 + 8,13, maruz kalan olgularda 20,81 + 2,81 ve kontrol grubunda 18 +
0 pg/mL olarak tespit edildi.

Miksomatoz Mitral Kapak Hastaligit (MMVD) kopeklerde goriilen kalp hastaliklarinin
yaklagik %75’ini olusturmaktadir (Detweiler ve ark, 1965). Hastaligin prevalans: kiiguk
kopeklerde (<20 kg), biiyiik irk kopeklere gore daha yiiksektir ve hastaligin ilerlemesi yillarca
strebilir (Thrusfield ve ark, 1985; Borgarelli ve ark 2008). Cesitli ¢alismalar MMVD’nin
farkli evrelerindeki kopeklerde natriiiretik peptidlerin konsantrasyonlari aragtirilmis ve
natritiretik peptidlerin Kronik Kalp Yetmezligi'ne bagli respiratorik semptomlari olan
hastalarin tespitinde faydali oldugu konusunda genel bir kani olusmustur (Oyama ve ark,
2009; Prosek ve ark, 2007). Bu calismada CME’nin kalpte olusturdugu hasar ilave
yontemlerle (Ekokardiyografi, 12 kanalli elektrokardiyografi) muayene edilmese de, ilgili
hastaligin kalpte hasar olusturdugu ve myokarditise neden oldugu bilindiginden NT-pro BNP
diizeyleri arastirilmis, bir nevi hastaliin 6n goriiciisii olarak kullanilabilirligi de

degerlendirilmistir.

Hem B-tipi natrilretik peptid (BNP) hem de atriyal natritiretik peptid (ANP), hacim
veya basincin artarak asirt yiiklenmeye neden olmasi ve atriyal duvar gerilmesi nedeniyle
miyokardiyal dokular tarafindan salinirlar (Roncon-Albuquerque ve ark, 2006; Yoshimura ve
ark, 1993). Dolasimda BNP ve ANP natriiirez ve diiirezi arttirir, boylece sistemik vaskuler
diren¢ azalir (Nishida ve ark, 1990). BNP, proBNP olarak sentezlenir; BNP’ye ve biyolojik
olarak inaktif N terminal olarak sonlanan NT-pro BNP’ye ayrilir (Sawada ve ark, 1997).
ANP, 98 aminoasit fragmani1 amino-terminal pro-atriyal natritiretik peptid (NT-pro BNP) ve
BNP’ye benzer sekilde ANP’ye ayrilan 126 aminoasitlik bir prekiirsér molekiil olarak
kodlanir. Ayrica NT-pro BNP; proANP 1-30, proANP 31-67 ve proANP 68-98 adli 3
molekiile ayrilir, baz1 yazarlar herhangi bir biyolojik aktiviteyi tanimlamazken ANP’ninkilere
benzer tum fonksiyonlara sahip gibi gérinmektedir (Weir ve ark, 1994). Daha da 6nemlisi,
tanisal biyobelirte¢ olarak tercih edilen NT-pro BNP ve NT-pro ANP fragmentlerinin yar1
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Oomiirleri 6nemli 6l¢iide BNP ve ANP’ninkinden daha uzundur (Ackerman ve ark, 1992;
Thomas ve ark, 2003). Ayrica insanlarda yapilan ¢aligmalar, atriyal dolum basinglarindaki
hafif artislarin saptanmasinda (Habibullah ve ark, 1995) proANP’nin ANP’ye gore daha
duyarli oldugunu ve NYHA Sinif I bireylerini (fiziksel aktivite sinirlamasi olmayan hastalar)
ayirt etmede ANP, BNP ve C-tipi NP ve NT-pro BNP arasindan en duyarli biyobelirteg
oldugunu gostermektedir (Daggubati ve ark, 1997). Ilgin¢ bir sekilde insanlardaki NP
konsantrasyonu viicut kitle indeksi (VKI), yas ve androjen seviyelerine bagl gibi
gorinmekteyken (Redfield ve ark, 2002; Krauser ve ark, 2005) saglikli kopeklerde yas,
cinsiyet ve agirlikla ilgili varyasyonlar hakkinda yeterli veteriner hekim raporu mevcut
degildir (DeFrancesco ve ark, 2007; Leach ve ark, 2008). Suana kadar MMVD’nin subklinik
sathalarinin goriildiigii kopeklerden kardiyak bozuklugu olmayan kopekleri ayirt etmek i¢in
NP konsantrasyonlarinin tanisal 6nemi ve asemptomatik seyirli farkli sathalardaki kdpekler
arasinda ayrim yapilmasi konusunda bir fikir birligine ulasilamamaistir (Chetboulve ark, 2009;

Moesgaard ve ark, 2011).

Kardiyak bozukluklar ve buna bagli olarak artmis serum kardiyak troponin I (cTnl)
bildirilmis olmasina ragmen, klinik bakida babesiosisli kopeklerde goriilen kardiyak
tutulumun teshisi zor olmaktadir. Bu nedenle kardiyak biyobelirteglerin kullanimi babesiosisli
bir kopekte ayn1 zamanda kardiyak disfonksiyonun gériiliip gériilmedigini belirlemede fayda

saglayacaktir.

Onceki bir calisma, babesiosisli képeklerde ayn1 zamanda cTnl ile de iliskili olan
olgularda plazma N-terminal beyin natritretik peptidini (NT-pro BNP) belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. Babesiosis enfeksiyonu olan U¢ grup kopek ¢alisma i¢in kullanilmustir:
lgili ¢alismada hafif komplikasyonsuz (Grupl), ciddi komplikasyonsuz (Grup2) ve komplike
(Grup3), ayrica grup basina 15 kopekten olusan bir de kontrol grubu (Grup4) olmak Uzere
dort farkli grup degerlendirilmistir. Her bir olguda, serum Ure kreatinin ve Ure, Ure/kreatinin
orani, sistatin-C, cTnl, kan, laktat, plazma NT-proBNP diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Grup 1-4’teki
ortalama NT-proBNP degerleri sirasi ile 246, 650, 638 ve 106 pmol/L olarak belirlenmistir.
Grup 2 ve 3’te Grupl’e gore daha yiiksek NT-proBNP degeri degerler tespit edildi. Yapilan
calisma babesiosisli kopeklerdeki NT-proBNP diizeylerinin yiikseldigini ve hastalik siirecinin
daha siddetli seyrettigini gostermektedir. Bu yiikselme daha 6nce veya artan cTnl degerinden
bagimsizdir (Lobetti ve ark, 2012).
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Yapilan aragtirmalar kopek ve kedilerdeki NT-proBNP’nin serum ve plazma
diizeylerinin, konjestif siireglerin teshis ve izlenmesinde, dolayli olarak ise kii¢iik hayvanlarda
miyokardiyal fonksiyonlarin degerlendirilmesindeki tek biyobelirte¢ oldugunu goéstermektedir
(Boswood, 2009). Calismamizda I. gruptaki 1, II. gruptaki 4 ve yine III. gruptaki 1 olguda
artmis olan NT-pro BNP duzeyleri muhtemel myokardiyal fonksiyon bozuklugunun bir

Ongorucusu olabilir.

Veteriner Hekimliginde NT-proBNP’ye olan ilgi son 10 yilda, temel bazi aragtirmalar
kapsaminda kullanilmasina ragmen, uygun yontemler klinik anlamda dogrulanmamis ve
standardize edilmemis oldugu igin artis gostermistir (Freitas ve ark 2013; Ferreirave ark
2016). Bu senaryo dogrultusunda, biyobelirtecler, kullanimlari ve gosterdikleri sonuglar
hakkinda cesitli ¢alismalar yayinlanmistir. Bu nedenle bu ¢alisma NT-proBNP ile ilgili
gOzden gecirilmis benzer, 6zel bir literatiirii tartismakta ve bu da NP’nin kiigiik hayvanlarin
Veteriner Hekimlikte potansiyel klinik uygulamalarini, miyokardiyal veya sistemik

hastaliklarin tani, tedavi ve prognozunu goz 6niine alarak sunmaktadir.

Ehrlichiosis, rodent modellerinde deneysel olarak enfekte edilmis kopeklerde SIRS
(systemic inflamatuar response syndrome) ile iliskilendirilmistir (de Castro ve ark, 2004;
Ismail ve ark, 2004). IFN-g ve TNF-a mRNA’larinin persistent ekspresyonu ile birlikte
deneysel olarak olusturulmus E.canisenfeksiyonunu takiben akut faz protein duzeyleri
artmaktadir (Rikihisa ve ark, 1994). Bu sitokinler ve akut faz proteinleri, Ixodes ovatus
kenelerinden izole edilen yiiksek derecede virulent Ehrlichia’li bir fare modelinde belirlendigi
gibi oliimciil toksik sok benzeri bir sendrom ile sonuglanabilecek bir organizma kaskadini

tetikler sekilde goriinmektedir (Ismail ve ark, 2004).

Miyokardiyal depresan faktorii ayrica, nitrik oksit, aragidonik asit tlirevleri,
endotoksin, sitokinler ve reaktif oksijen molekiillerinin katilimi ile fare ve kopeklerde SIRS
ile indiiklenen miyokarditiste de anlatilmistir (Kumar ve ark, 2006). Hindistan’da E.canis ile
enfekte  kopeklerde  lineer  miyokardiyal ~ve  endokardiyal hemorajiler  de
tanimlanmistir(Lakkawar ve ark, 2003). Gii¢ bir yangisal yanitla birlikte (de Castro ve ark,
2004; Tajima ve ark, 2005), vaskdilitis (de Castro ve ark, 2004), miyokardiyal hemorajiler
(Lakkawar ve ark, 2003) ve tek tarafli hipoperfiizyon kombinasyonunun goézlemlendigi

ehrlichiosisli kdpeklerde kardiyak hasarin patofizyolojisine katki sagladig1 diistintilmektedir.

Kesitsel ¢alismalar nedensel iliskilerin dogrulanmasinda etkili bir sonug vermeyecegi

icin sonuglar dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir. E.canis ile enfekte kopekler, PCR-negatif

41



fakat hasta kopekler ve diger organizmalar tarafindan enfekte edilmis kopekler arasindaki
farkliliklar1 belirlemedeki basarisizlik; bazi1 gruplardaki asimetrik veya az sayida etkilenen
popiilasyona atfedilebilir veya diger enfeksiyonlarin neden oldugu gercek bir etki veya
belirsiz bir faktor ile agiklanabilir. Dogal sekilde olusturulmus enfeksiyon galismalarinin
dogustan gelen bir komplikasyonu, imkanlar dahilinde sonuglari potansiyel olarak
etkileyebilecek ve sonuglart kontrol edilemeyen ¢ok sayidaki yanlis anlasilmalardir. E.canis
ile dogal olarak enfekte olmus kopeklerin farkli cografi konumlardan veya deneysel
enfeksiyon modellerinden olusturulmus daha ileri diizeydeki ¢alismalarda, kopeklerde E.canis
enfeksiyonu ve miyokardiyal hasar arasindaki bariz iliskinin dogrulanmasi gerekecektir

(Diniz ve ark, 2008).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasi kapsaminda CME’li olgularda enfeksiyon, aktif enfeksiyon ya da
enfeksiyona maruz kalma durumlarinda sirasiyla 43.08+25.08, 27.29+8.13 ve 20.81+2.81
pg/mL diizeylerinde, kontrol grubuna gore artislarin oldugu belirlendi. Artis sekillenen
olgularda NT-pro BNP dizeylerinin muhtemel myokardiyal hasar 0Ongorucisu olarak
kullanilmas1 ya da prognostik biyobelirte¢ olarak 6énemi daha detayli, yiiksek biitgeli arastirma

projelerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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