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ÖZET

CANİNE VİSCERAL LEİSHMANİASİS’İN FARKLI EVRELERİNDE
D-DİMER/FİBRİNOJEN ORANININ ARAŞTIRILMASI

ANTAKYALIOĞLU B. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü İç Hastalıkları (Veteriner) Programı Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2020.

Araştırmanın hayvan materyalini 40’sı L. infantum ile doğal enfekte (önceden herhangi bir sağaltım uygulaması yapılmamış), 10’u da sağlıklı olmak üzere toplam 50 köpek oluşturdu. Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Küçük Hayvan Kliniği’ne CVL ile uyumlu klinik bulgulardan bir ya da birkaçını gösteren olgulardan arasından seçilenler çalışmaya dahil edildi. Klinik bulgular temelinde VL şüpheli tanısı konulan köpeklerde kan örneğinde hızlı ELISA prensibiyle çalışan test kiti pozitifliği ile CVL tanısı kesinleştirilerek sadece L. infantum ile mono-enfekte köpekler çalışmaya dahil edildi. VL’li köpekler, “LeishVet Çalışma Grubu”nun serolojik, klinik ve laboratuvar bulgular temelinde önerdiği evreleme dikkate alınarak 4 farklı gruptan (her grupta n=10) birinde değerlendirildi. Sağlıklı kontrol grubu (V. grup), kliniğe aşı veya genel rutin kontrol amacıyla getirilen, klinik ve laboratuvar değerlendirilmelerinde herhangi bir anormallik saptanmayan her iki cinsiyetten ve VL’li gruplarına benzer yaş aralığındaki köpeklerden (n=10) oluşturuldu. Hastalığın evrelendirilmesine yönelik laboratuvar muayeneler; anti-Leishmania antikor titresi, serum biyokimyasal analizleri (serum total protein, albumin ve kreatinin konsantrasyonu), idrarda protein/kreatinin konsantrasyonları (oranı) hesaplanarak belirlendi. Diğer yandan çalışmanın ana amacı olarak sitratlı kan örneklerinde fibrinojen ve D-dimer konsantrasyonları bekletilmeksizin ölçüldü. D-dimer (ng/ml)/ Fibrinojen (mg/dl) oranları açısından sağlıklı kontrol gurubu ile (0,6  0,1)  ile sırası ile evre I-IV grupları arasında (3.4  1.4, 5.9  2.9, 14.4  4.9, 23.6  4.9) evre arttıkça oranların farklılaştığı ve arttığı dikkat çekti. Özellike evre III ve IV CVL’le enfekte köpeklerde diğer gruplara oranla belirgin farklılık mevcuttu           (p= 0.000)
Anahtar sözcükler : D-dimer/Fibrinojen oranı, Kanin Visceral Leishmania, köpek
ABSTRACT

INTERPRETATION OF D-DIMER/FIBRINOGEN RATIO IN DIFFERENT STAGES OF CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS

ANTAKYALIOĞLU B. Aydın Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Internal Diseases Program, Master Thesis, Aydin, 2020. 

The animal material of the study consisted of a total of 50 dogs, 40 of which were naturally infected with L. infantum (without any previous treatment) and 10 were healthy. To those of selected among the cases which presented one or more of the clinical findings compatible with CVL to Adnan Menderes University Veterinary Faculty Internal Diseases Small Animal Clinic were included in the study. In dogs diagnosed with VL suspects on the basis of clinical findings, CVL diagnosis was confirmed by the test kit positivity, which works with the fast ELISA principle in the blood sample, and only monoinfected dogs with L. infantum were included in the study. Dogs with VL were evaluated in one of 4 different groups (n = 10 in each group) considering the staging proposed by the LeishVet Study Group based on serological, clinical and laboratory findings. The healthy control group (group V) was made up of both sexes and dogs in the age range (n = 10) that were brought to the clinic for vaccination or general routine control, without any abnormalities in clinical and laboratory evaluations. Laboratory examinations for staging the disease; anti-Leishmania antibody titer was determined by calculating serum biochemical analyzes (serum total protein, albumin and creatinine concentration), protein / creatinine concentrations (ratio) in urine. On the other hand, as the main purpose of the study, fibrinogen and D-dimer concentrations were measured in citrated blood samples without waiting. D-dimer (ng / ml) / Fibrinogen (mg / dl) ratios between healthy control group (0.6  0.1) and stage I_IV groups respectively (3.4 arasında 1.4, 5.9  2.9, 14.4  4.9, 23.6  4.9), as the stage increased, the rates differed and increased. There was a significant difference compared to other groups in dogs infected with especially stage III and IV CVL (p = 0.000).
Key words :D-dimer/Fibrinogen ratio, Canine Visceral Leishmaniasis, dog
xii

1.GİRİŞ


          Deneysel olarak Leishmania infantum ile enfekte olmuş köpeklerde hemostatik değişiklikler meglumin antimonat ile tedavi öncesi ve sonrası incelenmiştir. Trombosit sayısı,   kollajen ile indüklenen trombosit agregasyonu, protrombin zamanı, aktive parsiyel tromboplastin zamanı, trombin zamanı, plazma fibrinojen tayini ve serum fibrinojen / fibrin yıkım ürünlerinin konsantrasyonunu içeren hemostatik fonksiyon testleri yapıldı. Enfeksiyon sırasında ve tedavi öncesi orta derecede trombositopeni (P<0 · 00001) kollajen kaynaklı trombosit agregasyonunda azalma (P=0 · 0003), uzun süreli trombin süresi (P=0 · 0117) ve artmış fibrinojen/fibrin yıkım ürünleri gözlenmiştir. Plazma fibrinojen konsantrasyonu,  protrombin zamanı ve aktive parsiyel tromboplastin zamanı arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklara rastlanmamıştır. Hemostatik parametreler tedaviden sonra normal değerlerine döndü. Sonuçlar, Leishmania enfeksiyonunun, yayılan intravasküler pıhtılaşmanın indüksiyonunu düşündüren hemostazı bozabileceğini ve köpeklerin enfeksiyonun erken bir aşamasında tedavi edilmesinin, telafi edilmemiş bir intravasküler pıhtılaşma geliştirme olasılığını önleyebileceğini göstermektedir.
          Kronikleştiğinde, mortaliyeti yükseltebilen bir hastalık olan leishmaniasis, gerek insan, gerekse köpeğide içine alacal şekildefarklı birçok memelinin protozoal bir hastalığıdır (Gönül ve ark, 2002; Ashutosh ve ark, 2007). Son sözü edilen protozoon memeli konakçısında hücre içi zorunlu bir etmen olarak iç organlarda veya deride tutulum yapabilen özelliktedir. (Turgay ve ark, 2006; Ashutosh ve ark, 2007).
          Canine Viseral Leishmaniasis’li (CVL) köpeklerde hemostatik anormalliklerin değerlendirildiği bazı deneysel ve klinik çalışmalar (Moreno ve ark, 1998; Valladares ve ark, 1998; Moreno, 1999; Juttner ve ark, 2001; Corona ve ark, 2004; Pelagalli ve ark, 2004;  Ciaramella ve ark, 2005; Petanides ve ark, 2008) literatürde yerini almıştır. Anılan çalışmalarda epistaksis ve benzeri klinik bulgulardan yola çıkılarak koagülasyon profili değerlendirilmiş ve anlamlı değişiklikler saptanmasına karşın, hiçbirisinde CVL’de klinik evrelendirme yapılmamış, D-dimer konsantrasyonları değerlendirilmemiştir. Geçtiğimiz sene literatürde yerini alan yalnızca Leishmaniasis’li bir olguda evrelendirme yapılmaksızın hızlı kalitatif Latex testi ile D-dimer analizi yapılmış ve pozitif sonuç belirlenmiştir. Ancak anılan olguda kalitatif tayin nedeniyle titrasyon ya da kantitatif bir değer verilememiştir (Honse ve ark, 2013). Söz konusu çalışmalarda spontan kanama ya da kanama temayülünde artışa neden olarak trombositopeni, trombositopati ya da uzamış bukkal mukoza kanama zamanı gösterilmiştir (Moreno ve ark, 1998; Valladares ve ark, 1998; Juttner ve ark, 2001; Corona ve ark, 2004). CVL’in oluşturduğu koagülasyon bozuklukları çok önemli olmakla birlikte, hastalığın gidişatı, klinik bulguların varlığı yada yokluğu ve dönemiyle ilişkili olarak oluşan yaygın damar içi pıhtılaşma bozukluğu (YDPB) her zaman belirlenemeyebilmekte, dolayısıyla gözden kaçmaktadır. Bu bağlamda YDPB’na ilişkin lezyonların ya da laboratuvar bulgularının her her daim belirlenememesi nedeniyle enfekte hayvanlarda kanama temayülünün ortaya konulabilmesi ile trombozise zemin hazırlayan koagülasyon artışını saptamak amacıyla aktive edilmiş parsiyel tromboplastin süresi, protrombin süresi ya da fibrinojen tayininin yanı sıra ilave, daha da güvenilir analizlere ihtiyaç duyulmaktadır (Zabala ve ark, 2005). L. infantum ile enfekte köpeklerde trombozis ya da tromboemboli geliştiğine dair çalışmalar liteartürde (Font ve ark, 1993; Ciaramella ve ark, 1997; 2004; Garcia-Sancho ve ark, 2010; Koutinas AF ve Kountinas CK, 2014) yer alsa da, anılan çalışmalarda CVL’de evrelendirme söz konusu olmaksızın ve D-dimer analizleri gerçekleştirilmeksizin tanı konulmuştur. 
          Yukarıda da sözü edildiği üzere daha önce CVL’nin farklı evrelerindeki köpeklerde     D-dimer düzeyinin değerlendirildiği bir çalışmaya rastlanılmamış olması konunun orjinalliğini ve önemini göstermektedir. Amacımız ile uyumlu olarak olgularda konvensiyonel koagülasyon parametrelerinin yanı sıra D-dimer seviyelerinin belirlenecek olması, konuya ilişkin önceden yapılan sınırlı çalışmaların ötesinde YDPB’nun potansiyel bir belirteci olarak da tanının desteklenmesini, belki de ileride oluşturulacak sağaltım protokollerinin değişimini sağlayacaktır. Bu kapsamda güncel bir parametre olarak D-dimer/fibrinojen oranındaki değişikliklerin belirlenmesi ile gerek ulusal gerekse uluslararası bilimsel kaynak niteliği taşıyacak bir esere dönüşebilecektir.




2. GENEL BILGILER
       

          Köpek leishmaniasis (CanL), Leishmania infantum'un neden olduğu vektörel kaynaklı bir hastalıktır ve esas olarak hayvanlar arasında ve ikincil olarak insanlara dişi flebotom kum sinekleri yoluyla bulaşır. Enfeksiyonun seyri, uygun tedavi ve tedavi kabul edilmezse, spontan tedaviden ölüme yol açan akut evrilmeye kadar bireysel bir köpekten diğerine farklılık gösterebilir. Parazitolojik bir tedavi nadiren elde edilir ve CanL'de klinik nüksler sık görülür. Topikal insektisitlerin kullanımı ile ilişkili aşılama şüphesiz hastalığın önlenmesi ve kontrolünün en etkili şeklidir. Literatürün en önemli bilimsel bilgisini tek bir objektif yayına entegre etmek için CanL'ın ana noktalarına kısa bir bakış sunulmaktadır.
[bookmark: _GoBack]          Leishmaniasis, Leishmania cinsi protozoon parazitlerinin memeli konakçılarının mononükleer fagosit sistemini işgaliyle üretilen bir grup hastalıktır. Öncelikli olarak Lutzomyia (NewWorld) ve Phlebotomus (OldWorld) cinsine ait dişi flebotomin kum sineklerinin hematopago aktiviteleri ile bulaşır (World Health Organization, 2010; Alvar ve ark, 2012). Herhangi bir zamanda yaklaşık 12 milyon insana Leishmania bulaşmıştır (Alvar ve ark, 2012). İnsanlar dahil yaklaşık 70 memeli türü, dünyadaki farklı Leishmania türlerinin omurgalı konakçıları olarak kabul edilir ve bazıları doğadaki parazit rezervuarlarıdır (World Health Organization, 2010). Kemirgenlerde (Caldart ve ark, 2017; Tsakmakidis ve Doas, 2017) ve kanidelerde (Salib ve Oumeish, 1999; De Almeida Curi ve ark, 2006; Dantas-Torres, 2007; Figueiredo ve ark, 2008; Souza ve ark, 2010; Roque ve Jansen, 2014) doğal enfeksiyon daha yaygın olmakla birlikte, parazit xenarthra (Lainson ve ark, 1989; De Araújo ve ark, 2013), hyrax (Talmi-Frank, 2010), marsupial (Montoya ve ark, 2016), yarasa (De Lima ve ark, 2008; De Castro Ferreira ve ark, 2017; Rezende ve ark, 2017), lagomorf (Molina ve ark, 2012; García ve ark, 2014; Jiménez ve ark, 2014; Tsokana, 2016), rakunlar (Lainson ve ark, 1989; Lainson, 2010), felideler (Maroli ve ark, 2007; da Silva ve ark, 2010; Dahroug, 2010; Dahroug ve ark, 2011), tek toynaklılar (Aguilar ve ark, 1989; Soares ve ark, 2013) ve primatlar (Lainson ve ark, 1989; Malta ve ark, 2010) enfekte olabilir. Her birey tarafından oynanan rolün kesin belirlenememesi iletim döngüsünde hala bir zorluktur. Bu protozoanlar, kendi kendini iyileştiren CL’den, şiddetli yaygın viseral leishmaniasise (VL) kadar çok çeşitli klinik formlara neden olmaktadır (Dumonteil ve ark, 2003). Hastalığın tanınmış klinik formları arasında, kala-azar veya VL, tedavi edilmezse neredeyse her zaman ölümcül olduğu için en şiddetli ve ilerleyici formdur. Hindistan yarımadasında ve Doğu Afrika'da VL insanlar arasında (yani antroponotik) bulaşır. Dünyanın geri kalanında, özellikle Çin, Orta Asya, Orta Doğu, Transkafkasya, Akdeniz ve Orta ve Güney Amerika'nın dağlık bölgelerinde VL bir zoonozdur; yani hayvanlar arasında bulaşır ve ikincil olarak insanlara bulaşır (Costa, 2011). Leishmania infantum, insanlar ve köpekler için potansiyel olarak ölümcül büyük bir küresel zoonoz olan CanL’in ana etiyolojik ajanı olarak tanımlanmıştır (Gramiccia ve Gradoni, 2005) ve dünyanın en önemli ortaya çıkan hastalıklarından biridir (World Health Organization, 2010).
          Tunus'ta CanL'nin keşfinden bu yana (Nicolle ve Comte, 1908), köpek VL'nin etiyolojik ajanının büyük bir rezervuarı olarak görülmekte ve iletiminde önemli bir rol oynamaktadır (Ribeiro ve ark, 2013). Yengeç yiyen tilki Cerdocyon thous ve opossum Didelphis spp. ile diğer enfekte olmuş memelilerin, iletimde epidemiyolojik bir rol oynadığından şüphelenilmektedir, ancak bu konakların rezervuar olarak itirafı ve iletim döngüsü üzerindeki etkileri bilinmemektedir (Lainson ve ark, 1987; Courtenay ve ark, 2002; Dantas-Torres, 2007). Yeleli kurtlar (Chrysocyon brachyurus) ve çalı köpekleri (Speothos venaticus) klinik işaretlerin yokluğunda bile kum sinekleri vektörlerine bulaşıcı olabilir, ancak bu bulguların epidemiyolojik önemi henüz belirlenmemiştir (Luppi ve ark, 2008; Malta ve ark, 2010; Mol ve ark, 2015). Evcil kedilerin (Felis catus) L. infantum enfeksiyonuna yatkınlığı, klinik sonuçları ve parazitin yaşam döngüsünün sürdürülmesindeki önemi tam olarak anlaşılamamıştır (Maia ve Campino, 2011). Retrovirüsler [Feline Immunodefciency Virus (FIV) ve Feline Lösemi Virüsü (FeLV)] gibi immünosüpresif olaylar yoksa, kedilerdeki bağışıklık tepkisinin enfeksiyonu kontrol etmek ve belirli bir direnç derecesi vermek için yeterince etkili olduğu görülmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2007) kanser, otoimmün hastalık ve diğerleri gibi. Enfekte olmuş vahşi evcil kediler L. infantum'un yetkin vektörlerine bulaşıcı olabilir, bu konakçıların tesadüfi konakçılar olarak ve ikincil veya alternatif rezervuarlar olarak konfirme edilmesi daha fazla çalışma gerektirir (Maia ve Campino, 2011). Var olduğu tahmin edilen 800'den fazla flebotom kum sineği türü içinde yaklaşık 98 tür şu anda kanıtlanmış veya şüpheli leishmaniasis vektörleridir (Maroli ve ark, 2013). Diğer vektör kaynaklı hastalıklarda olduğu gibi, bulaşma dişilerin bir grup yumurta geliştirmek için ihtiyaç duyduğu kan yemeklerinde ortaya çıkar. Parazit, bir memeli konakçı ve böcek vektörleri arasında değişen bir digenetik yaşam döngüsüne sahiptir. Kısacası ve literatüre göre, bir kum sineği ile enfekte olmuş bir konağı ısırdığında, aynı zamanda yuvarlak ve hareketsiz amastigot formları ile enfekte olmuş makrofajları da yutar. Onda, parazitler amastigottan promastigot aşamasına, sonrada flagellalı promastigota dönüşür ve enfekte olmuş kum sineği vektörünün ön bağırsak ve ağız kısımlarına (farinks, cibarium ve hortum) göç eder. Daha sonra, bu yumurtaların kan yemekleriyle beslendiği ve omurgasız döngüsünün sonuçlandığı diğer yeni konakçılara bulaşabilir. Enfeksiyöz promastigot formları vektörün hortumu ile konağın derisine aşılandığında, makrofajlar tarafından fagositize edilir. Daha sonra, ruptur oluşana kadar makrofajlarda eşeysiz ve sürekli üreme yapan amastigot formuna dönüşür. Çoğunlukla mononükleer fagositleri istila ederek yayılan parazitler (Bates, 2007; Dantas-Torres, 2007; Dostálová ve Volf, 2012; Gharbi ve ark, 2015; Kaszak ve ark, 2015; Ayele ve Seyoum, 2016; Reguera, 2016) dalak, karaciğer, kemik iliği, lenf nodu ve diğer dokularda yayılır. İlginç bir şekilde, flebotom varlığının kanıtlanmadığı yerlerde otokton VL vakalarının olduğu söylense de, birkaç çalışma, hastalığın yayılması ve sürdürülmesinde epidemiyolojik anlamlılığa sahip olabilen özellikle cinsel (zührevi) ve transplasental (dikey) iletimde CanL'deki geleneksel olmayan iletim yollarının potansiyel etkisini açıkça göstermiştir özellikle biyolojik böcek vektörünün yokluğunda (Svobodova ve ark, 2017). Leishmania'nın cinsel ve transplasental bulaşımı farelerde (Rosypal ve Lindsay, 2005), insanlarda (Symmers, 1960;  Meinecke, 1999; Pagliano, 2005; Boemhe ve ark, 2006; Zinchuk ve Nadraga, 2010) ve köpeklerde (Riera ve Valladers, 1996; Rosypal ve ark, 2005; Silva ve ark, 2009; Naucke ve Lorenz, 2012; Ben Silimane ve ark, 2014) bildirilmiştir. VL ile ilişkili genital lezyonlar köpeklerde iyi belgelenmiştir (Diniz ve ark, 2005; Silva ve ark, 2008; Carvalho ve ark, 2017) ve köpeklerde cinsel bulaşmanın enfekte olmuş erkekten duyarlı bir dişiye daha etkili olma eğiliminde olduğu görülmektedir (Turchetti ve ark, 2014). Leishmania sp. ölü doğmuş veya yeni doğmuş yavrulardan (Gibson-Corley ve ark, 2008; Freeman ve ark, 2010; Boggiatto, 2011), semptomatik veya asemptomatik doğal olarak enfekte olmuş dişilerden (Masucci ve ark, 2003), nekrotizan plasentit ve kürtaj (Dubey ve ark, 2005) veya plasentadaki herhangi bir brüt veya mikroskobik değişiklikler (Pangrazio, 2009) saptanmıştır. Bu çalışmalarla birlikte CanL'nin dikey olarak iletildiği fikrini güçlü bir şekilde desteklemektedir. Kan nakli sırasında enfeksiyon (Owens ve ark, 2001) veya enfekte olmuş donörlerden (De Freitas ve ark, 2006; Tabar ve ark, 2008) türevler, organ nakli (Ma ve ark, 1979; Antinori, 2008) ve kontamine iğnelerin (Morillas-Marquez ve ark, 2002) paylaşılması gibi diğer bulaşma biçimleri çoğunlukla köpeklerde ve insan konaklarındadır. Ayrıca, şüpheli bir bulaşma şekli, parazitin yaralar veya köpek ısırıkları ile doğrudan köpek-köpek yoluyla bulaşmasıdır (Karkamo ve ark, 2014; Naucke ve ark, 2016). Keneler veya pire gibi diğer kanla beslenen eklembacaklıların bazen CanL'ın bu alternatif vektörlerin varlığıyla ilişkisine dayanan leishmania'yı ilettiğinden şüphelenilmektedir (Paz ve ark, 2010; de Oliveira, 2015). Hastalığın bulaşma döngüsünde bu ektoparazitlerin rolü hakkında definitif bir sonuç olmamasına rağmen (Baneth, 2014; de Oliveira, 2015), köpeklerin pire, keneler ve sivrisineklere karşı önlenmesi ve tedavisi önerilmektedir (Franc ve ark, 2012).
         Canine Visceral Leishmaniasis'te hematüri, epistaksis ve/veya hemorajik bozukluklara ilave  hemostatik durum değişiklikleri bildirilmiştir (Ciaramella ve Corona, 2003). CVL trombositopati, koagülasyon profilinde değişiklikler, trombositopeni ve artmış fibrinojen/ fibrin yıkım ürünleri gibi bulgularla seyredebilmektedir. Elde edilen önceki bulgular anılan hastalığın etmeninin primer hemostatik değişikliklerle, koagülasyon ve fibrinolizi değiştirebildiğini isopatlamıştır (Font ve ark, 1993; 1994; Moreno, 1999). CVL’li ondört köpekte gerçekleştirilen araştırmada klinik tablo ile ilişkide olmadan trombosit agregasyonunda değişiklikler belirlenmiştir (Ciaramella ve ark., 2002). İlgili çalışmanın amacı Leishmania infantum ile doğal enfekte köpeklerde platelet fonksiyonu ve sekonder hemostazın klinik tabloya eş zamanlı değişken klinik tutulumu incelyerek bu protozoer sendromun hemostatik bozukluklarla ilişkisini araştırmaktır.

2.1. Etiyoloji 
          
          Leishmania bifazik parazitler etmenler olarak, yaşam siklusunu iki değişik konakçıda tamamlamaktadır. Omurgalıda hücre içi amastigot formu olarak bulunurken, kum sineklerinde ekstraselüler flagellası bulunan promastigot formu bulunur. Eski Dünya vektörleri olarak Phlebotomus genusuna ait kum sinekleri, yeni Dünya vektörleri Lutzomyia genusuna ait kum sinekleridir (Solano–Gallego ve ark, 2016). Kum sineklerinin ısırmaları ile doğal olarak         L. İnfantum’ un bulaşması görülürken vertikal bulaşmada uterustan yavruya etkenlerin geçişi söz konusudur ayrıca cinsel temas yolu ile (veneral bulaşma) bulaşmada bildirilmiştir. Hastalığın vektörlerinin bulunmadığı alanlardaki bazı enfeksiyonlarda hematofagöz vektör katılımı olmadan direkt bulaşma olabileceği yönünde şüpheli durumlar vardır. Kuzey Amerika' daki köpeklerde enfekte kan transfüzyonu sonucu L. İnfantum’ un bulaştığı ve İspanya' da kullanılmış enjektör paylaşımı sonucu insanlarda (Resim 1) bulaşma olduğu bildirilmiştir (Solano–Gallego ve ark, 2016).
        
3. GEREÇ VE YÖNTEM


3.1. Hayvan Materyali
          
          Araştırmanın hayvan materyalini kırk tanesi doğal yolla oluşan L. infantum etmeni ile enfekte (evveliyatında herhangi bir medikal girişimde bulunulmamış), 10’u ise fiziksel muayane altında hastalık belirlenmediğinden sağlıklı olarak değerlendirilen toplam 50 köpek oluşturdu. Enfekte köpekler, Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Küçük Hayvan Kliniği’ne CVL ile uyumlu klinik bulgulardan bir ya da birkaçını gösteren olgulardan seçildi. 


3.2. Hayvan Muayene ve Gruplandırma Protokolü
          
          Teşhise yönelik olarak a) klinik bulgular, b) lenf yumrusu aspiratında amastigot görülmesi ve/veya kan örneğinde hızlı ELISA prensibiyle çalışan test kiti (Snap Leishmania, Idexx, USA) pozitifliği (Feroglio ve ark, 2007; Athanasiou ve ark, 2014), c) triyaj [diğer vektörlerle nakledilen Anaplasma phagocytophilum, Borrellia burgdorferri, Ehrlichia canis ve Dirofilaria immitis gibi ko-morbidite nedenlerinin hızlı testler ile ekarte edilmesi gibi tüm unsurları içerdi. Yalnızca CVL’li olgular, LeishVet Çalışma Grubu’nun serolojik, klinik ve laboratuvar bulgular temelinde önerdiği evreleme (Tablo 1; Solano-Gallego ve ark, 2011) dikkate alınarak 4 farklı grupta (her grupta n=7) yer aldı. Bu bağlamda; 



Tablo 1. Çalışmadaki köpeklerin gruplandırılması
	I. grup
	CVL’in I. evresindeki olgular (hafif)

	II. grup
	CVL’in II. evresindeki olgular (orta şiddetli)

	III. grup
	CVL’nin III. evresindeki olgular (şiddetli)

	IV. grup
	CVL’nin IV. evresindeki olgular (çok şiddetli)  

	V. grup
	Sağlıklı kontrol



          Sağlıklı kontrol grubu (V. grup), kliniğe aşı veya sağlık kontrolu amacıyla getirilen, klinik ve laboratuvar değerlendirilmelerinde herhangi bir anormallik saptanmayan her iki cinsiyetten ve viseral leishmaniasisli (VL) gruplarına benzer yaş aralığındaki köpeklerden (n=7) oluşturulacaktır. VL tanısı konulan köpeklerde hastalığın evresinin belirlenmesi amacıyla klinik ve laboratuvar muayeneler gerçekleştirilecektir. Klinik muayenede; hastalığın evrelemesinde dikkate alınan klinik bulgular (Tablo 2) kaydedilecektir.


3.3. Değerlendirme Protokolleri
3.3.1. Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) 
3.3.1.1.  Leishmania IgG IFAT için gerekli malzeme ve solüsyonların hazırlanması: 
Tüm aşamalar Prof. Dr. Kerem Ural yöneticiliğinde tamamlanan doktora (Canberk Balıkçı) ve yüksek lisans (Serkan Özkan) tezlerine benzer şekilde metodoloji ile gerçekleştirildi. İlgili tezlere ve metodolijye ulusal tez merkezinden ulaşılabilmektedir.
3.3.1.2 Testin yapılışı: 
Tüm aşamalar Prof. Dr. Kerem Ural yöneticiliğinde tamamlanan doktora (Canberk Balıkçı) ve yüksek lisans (Serkan Özkan) tezlerine benzer şekilde metodoloji ile gerçekleştirildi. İlgili tezlere ve metodolijye ulusal tez merkezinden ulaşılabilmektedir.

3.3.1.3. Sonuçların yorumlanması

         Parlak sarı yeşil floresans [pozitif], soluk/hiç sarı yeşil floresans görülmemesi [negatif] değerlendirildi. 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).


3.3.2. D-Dimer (Finecare FIA Meter)
3.3.2.1. Kullanım amacı

İnsan tam kanında veya plazmasında D-dimer'in kantitatif ölçümü için bir floresans immünoassaydir. Finecare ™ FIA Metre ile birlikte Finecare ™ D-dimer Hızlı Kantitatif Testi, 
-Flüoresans immünoassay
-Tromboz ve trombotik hastalıklar.
[in vitro diagnostik kullanım/sadece profesyonel kullanım içindir.]
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3.3.3. Evrelemeye yönelik laboratuvar muayeneler

          Evrelemeye yönelik laboratuvar muayeneler; serolojik, hematolojik ve biyokimyasal değerlendirmeleri kapsamaktaydı. Bu amaçla tüm olgulardan kan ve idrar örnekleri alındı. Projede izlenilen laboratuvar yöntemlerine ait yöntem/cihaz bilgileri tablo 2’de gösterildi.



Tablo  2. Projede izlenilen laboratuvar yöntemleri.
	Örnek 
	Parametre/Ölçüm
	Yöntem/Cihaz 

	EDTA’lı tam kan
	Tam kan sayımı 
	Coulter-Abacus Junior Vet 

	Serum





	Anti-Leishmania  antikor titresi 
	IFAT/ticari test kiti

	
	Total Protein 
	Samsung Lab Geo PT10

	
	Albumin
	Samsung Lab Geo PT10

	
	Kreatinin 
	Samsung Lab Geo PT10

	İdrar
	Protein
	Kolorimetrik

	
	Kreatinin
	Kolorimetrik

	Kan 
	D-dimer
	Wondfo Finecare Flörasan İmmunoassay

	
	Fibrinojen
	Healvet Koagülometre




3.3.3.1. Hematolojik muayeneler ile IFAT analizleri

Her olguda Vena cephalica antebrachii’den alınan örneklerde serum çıkartılarak IFAT analizi (Paltrinieri ve ark, 2010; Solano–Gallego ve ark, 2011) sayesinde anti-Leishmania antikor titresi belirlendi.  İki buçuk mL Etilendiamin tetra asetik asitli (EDTA) numunelerde tam kan sayımı, otomatik kan sayım cihazı (Abacus Junior) yardımı ile belirlendi. Lökosit (WBC), eritrosit (RBC) sayıları ile hematokrit (HCT), hemoglobin (HGB) değerler ile trombosit (PLT) sayısı saptandı.

3.3.3.1.1 Flöresan Immunoassay (FIA) Analiz Prensibi
3.3.3.1.2 Test Prosedürü

FinecareTM FIA Meter oda sıcaklığında önceki tez içeriklerine benzer metodoloji ile 
D-dimer analizlerinin gerçekleştirilmesine olanak sağladı.


3.3.3.2. Serum biyokimyasal analizler 

Beş ml antikoagulantsız tüplere alınan kan örnekleri santrifuje edilerek serumları çıkartıldı ve viseral leishmaniasisin evrelemesine ilişkin biyokimyasal analizlerin (serum total protein, albumin ve kreatinin konsantrasyonu) ölçümü otomatik immunoassay analizatör (Samsung Lab Geo PT10) yardımıyla gerçekleştirildi. 


3.3.3.3. İdrar analizleri

Beş ml civarında spontan (gönüllü) idrar numunelerinde total protein ve kreatinin konsantrasyonları ölçülerek, idrar protein/kreatinin oranı hesaplandı. İdrar örnekleri bekletilmeksizin soğuk zincirde günlük olarak ilgili laboratuvara nakledildi.




3.4. İstatistiksel Değerlendirme

Gruplarda örneklemle ilişkili olarak hematolojik ve serum biyokimyasal parametrelerinin aritmetik ortalaması (α), standart sapması (s) ve minimal-maksimal değerleri (Xmin-Xmax) hesaplandı. Sayısal verilerin dağılımı Kolmogorov–Smirnov veya Shapiro-Wilk testi kullanılarak analiz edildi. Normal dağılım şekillenmeyen parametreler nonparametrik metotlarla irdelendi. İkiden fazla grupta parametrelerin karşılaştırılmasında Kruskall-Wallis testi, post-hoc karşılaştırmalar eşleştirilmiş metot kullanılarak gerçekleştirildi.











4. BULGULAR

	
4.1 Olgulara Ait Demografik Bulgular
          
          CVL tanısı konulan köpeklere ait hematoloji ile biyokimyasal bazlı demografik bilgiler Tablo 3’te gösterildi.

Tablo 3. Tez kapsamındaki olguların demografik bilgileri
	Evre
	Olgu
	Cinsiyet
	Irk
	Yaş (Yıl)

	I
	1
	D
	Alman Çoban
	3

	
	2
	D
	Melez
	2

	
	3
	D
	S. Huskey
	4

	
	4
	E
	Doberman
	4

	
	5
	E
	Melez
	1

	
	6
	D
	Labrador Retriever
	5

	
	7
	D
	Melez
	6

	
	
	
	
	

	II
	1
	D
	Golden retriever
	4

	
	2
	E
	English mastiff
	3

	
	3
	E
	Kangal
	1

	
	4
	E
	Buldog
	3

	
	5
	D
	Doberman
	3

	
	6
	D
	Melez
	5

	
	7
	E
	Pug
	7

	III
	1
	D
	Dogo Argentino
	4

	
	2
	E
	Kangal
	2

	
	3
	E
	Pomeranian
	2

	
	4
	E
	Airdale terrier
	8

	
	5
	D
	Boxer
	6

	
	6
	E
	Melez
	9

	
	7
	D
	İngiliz cocker
	2/+

	IV (sağlıklı, CVL negatif)
	1
	D
	Melez
	2

	
	2
	E
	Cocker spaniel
	5

	
	3
	D
	Melez
	5

	
	4
	E
	Melez
	6

	
	5
	D
	Pekinez
	9

	
	6
	E
	Boston terrier
	3

	
	7
	E
	Kangal
	3



E= Erkek, D= Dişi


4.2 Klinik Bulgular
          
          CVL ile enfekte hasta olguların grupları (I., II., III., ve IV. grup) ise yine aynı parametrelere göre evrelendirilerek klinik ve laboratuvar bulguları değerlendirilmiştir. Tez çalışmasında kontrol grubu (V.) (n=7) klinik ve laboratuvar analizler baz alınarak ilgili biyobelirteçleri ve klinik muayenesinde sorun belirlenemeyen tamamen sağlıklı görünümde olgulardan oluşturuldu. Sağlıklı kontrol grubunda (V. grup) herhangi bir klinik bulguya rastlanılmazken hasta gruplarda ise rastlanılan klinik bulgular Tablo 4’te özetlenmiştir. 


Tablo 4. Hasta gruplardaki belirtilen klinik bulguları gösteren olgu sayısı
	Klinik   bulgular
	Gruplar

	
	I. grup
	II.grup
	III. grup
	IV. grup
	V. grup

	
	
	
	
	
	

	Deri lezyonları
	5
	5
	7
	7
	0

	Lenfodenopati
	7
	7
	7
	7
	0

	Kilo kaybı
	3
	5
	7
	7
	0

	Onikogripozis
	2
	3
	3
	4
	0

	Hipotrikozis 
	7
	7
	7
	7
	0

	Perioküler Alopesi
	0
	1
	1
	1
	0

	Epistaksis
	0
	0
	0
	2
	0

	Yüksek vücut sıcaklığı
	0
	0
	1
	2
	0



İlgili klinik bulgular yukarıda tablo 4’de belirtildi.






4.3 Laboratuvar Bulguları
4.3.1. Hematolojik analizler
4.3.1.1 İFAT bulguları
          
          Çalışmadaki gruplar oluşturulurken klinik bulgular eşliğinde olgularda Leishmaniasis’e karşı üretilen antikor titresi dikkate alındı. Söz konusu bu laboratuvar verileri Tablo 4.3’de, IFAT analiz Çalışmanın V. grubundaki olgularda Leishmaniasise karşı ait üretilen herhangi bir Ig G antikor titresine rastlanılmamıştır. Çalışmanın I. grubundaki olguların IFAT değerleri 1/64 iken, II. ve III. gruptaki olguların IFAT değerleri 1/128-1/512 arasında değişim göstermekteydi. IV. gruptaki olguların IFAT değerleri 1/1204 ile 1/16000 arasında titrasyon basamaklarına sahipti. 


4.3.1.2. Hematolojik (Tam kan sayımı) Veriler
         
           Çalışma bünyesindeki gruplara ait olguların hematolojik verileri ile tanımlayıcı istatistikleri tablo 5’te özetlenmiştir.

Tablo 5. Çalışma gruplarının hematolojik verilerinin istatistiksel verileri
	
	Gruplar

	Veri
	I
	II
	III
	IV
	V

	WBC
	9.7-16.1
	10.6-27.2
	6.2-45
	 6.3-20.7
	 5.2-9.3

	RBC
	5.1-6.9
	4.1-9.2
	3.7-5.2
	3.95-6.1
	6.2-7.9

	HGB
	.3-15.1
	7.2-16.6
	7.1-13.3
	 8.2-12.6
	2.0-17.1

	HCT
	29.4-40.2
	26.4-50.2
	22.4-38.0
	20.1-30.2
	39.9-42.2


PLT
 200-578
 66-517
105-309
-417
44-506

 
WBC: Lökosit, RBC: Eritrosit, HGB: Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Eritrosit ortalama hacmi, MCHC: Eritrositdeki ortalama hemoglobin hacmi, PLT: Trombosit

Elde edilen hematolojik bulguların çalışma kapsamında yalnızca tanısal anlamda değeri bulunduğundan, tezin ana hedefine yönelik veri kapsamadığından yalnızca analizler yapılıp, istatistiksel analize tabi tutulmamıştır. 


4.2.1.3 Serum biyokimyasal bulgular

CVL ile infekte köpeklerde evrelendirmeye yönelik olarak gerçekleştirilen serum biyokimyasal analizlerden albümin, total protein ve kreatinin analizlerine ait bulgular tablo    6’ da gösterildi. Elde edilen biyokimyasal bulguların çalışma kapsamında yalnızca tanısal anlamda değeri bulunduğundan, tezin ana hedefine yönelik veri kapsamadığından yalnızca analizler yapılıp, istatistiksel analize tabi tutulmamıştır. 

Tablo 6. Proje kapsamındaki CVL ile enfekte köpeklerin belirlenen biyokimya değerleri
	
	Gruplar

	Veri
	I
	II
	III
	IV
	V

	ALB
	2-2.54
	1.66-2.84
	1.6-2.51
	1.1-2.0
	2.4-3.0

	CREA
	0.6-1.2
	0.44-1.3
	0.76-2.8
	0.9-4.1
	0.3-1.4

	TP
	3.29-6.1
	5.1-5.8
	2.3-7.6
	5.8-9.0
	3.6-5.8



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

4.3.2. İdrar analizleri

          Kontrol grubu sağlıklı olgularda idrarda protein/kreatinin oranı (İPK) değerlerinin tüm olgularda üst referans aralık olan 0,1’in altında olduğu saptanmıştır. İPK değerlerinin çalışmanın I. grubundaki olgularda    <0,1-0,3, II. grubunda 0,5-1, III. grupta 2-3, IV. grubunda 5-10 arasında değişim göstermekte olduğu saptanmıştır. 


4.3.3. D-dimer/Fibrinojen oranları

Çalışmamızın ana hedefi doğrultusunda ilgili ananlizler tablo 7’de gösterildi.

Tablo 7. D-dimer/Fibrinojen oranları 
	Grup
	D-dimer (ng/ml)
(  SE)
	Fibrinojen (mg/dl)
(  SE)
	D-dimer/Fibrinojen oranı
(  SE)

	Sağlıklı (n=10)
	100 .0a
(100)
	224,2  43,3
(119 – 502,1)
	0,6  0,1a
(0,2 – 0,8)

	Leishmaniasis
Evre I
 (n=10)
	833,3  285,9a
(100 – 2700)
	261,5  37,9
(115,9 – 454, 6)
	3,4  1,4
(0,3 – 14,3)

	Leishmaniasis
Evre II
 (n=10)
	1144,4  292,6
(100 – 2600)
	427,2  80,9
(96,5 – 762,9)
	5,9  2,9
(0,2 – 26,9)

	Leishmaniasis
Evre III
 (n=10)
	3688,9  1060,3b
(200 – 10000)
	368,4  67,9
(129,2 – 720,3)
	14,4  4,9b
(0,4 – 47,7)

	Leishmaniasis
Evre IV
 (n=10)
	5500  997,2b
(700 – 10000)
	260,5  36,6
(162,2 – 530)
	23,6  4,9b
(2,9 – 46,3)

	P değeri
	0.000
	0.138
	0.000



 : ortalama, SE: standart hata 
a,b:Aynı sütunda farklı harfler ile gösterilen değerler istatistiksel anlamlı farklıdır (p<0,01)


5.TARTIŞMA


          Güncel literatür varlığında farklı atıf dizinleri irdelendiğinde, Leishvet grup raporları da dahil, CVL’de koagülasyon bozukluklarından dem vuran, D-dimer/fibrinojen oranlarını değerlendiren herhangi bir çalışma saptanmaması, gerçekleştirmeyi düşündüğümüz bu tez projesini başlangıçta daha da önemli kılmıştır.
          CVL etmeni olan protozoon makrofajların içerisinde çoğalarak kronik inflamasyonla seyretmektedir (Blavier ve ark, 2001). CVL’ li köpeklerde bu kronisite kalp damar dolaşım sistemi, pıhtılaşma bozuklukları da dahil vital birçok organ/sistemi etkilemektedir (Torrent ve ark, 2005). Kronik makrofaj uyarımı, hiperfibrinojemiye yol açabilmektedir. CVL ve benzeri bazı enfeksiyöz durumlarda, önceki bildirimler dikkate alındığında a) aktive makrofajların salgıladığı IL-6, karaciğer bağlantılı olarak b) fibrinojen sentezini yükseltmektedir (Di Minno ve Mancini, 1992). Güncel olarak tıp alanında yapılan çalışmalarda leishmaniasisin pıhtılaşma mekanizmalarına değin oluşagelen değişimlerin noninvaziv metodoloji ile açıklığa kavuşturulmasına ihtiyaç duyulmakta, lakin etik kaygılarla oldukça kısıtlı çalışma ortaya çıkmaktadır. VL gerek insan gerekse köpeklerde aynı etmence açığa çıkan benzer hastalık ile klinik semptomlara neden olduğundan, bu yönü ile VL’li bireylerde gereçekleştirilecek araştırmalara rol model olarak köpekler yarar sağlayabilir (Hommel ve ark, 1995). Başlangıç temelli hedeflerden birisi yine öncelikli olarak bu tez çalışmasında çıkarımların gerek veteriner hekimlik alanında gerekse tıp hekimliği alanında arkadan gereçekleştirilecek araştırmalara ışık tutacağı ve yol göstereceği kanaatidir.
          Epistaksis, hematüri ve hemorajik enterit gibi hemostatik bozukluklar leishmaniasiste rapor edilmiştir (Ciaramealla ve ark, 2003). Bu çalışmada epistaksis ise sadece IV. gruptaki 2 olguda mevcuttu. Trombositopati/trombositopeni, yükselmiş fibrinojen/fibrin yıkımlanma ürünleri leishmania enfeksiyonunda saptanmıştır. Son sözü edilen bulgular literatür dahilinde VL etmeninin primer hemostaz, koagülasyon ve fibrinolizisi değiştirdiğini göstermektedir. (Font ve ark, 1994; Moreno, 1999). Ondört adet CVL’li köpekte klinik tablodan bağımsız olarak trombosit agregasyonunun bozulduğu saptanmıştır (Ciaramella ve ark, 2002).  Hemostasisteki etki karışıktır. Hemostazdaki farklılaşma CVL’li köpeklerde hastalığın iyi bilinen klinik polimorfizmin nedeniyle hemen saptanmayabilir. Anılan değişikliklerin kliniko-patolojisi konusunda az veri mevcuttur. İnsanlarda VL’de nekrotizan vaskulitis, renal/ hepatik hasar ve immun kaynaklı bozukluklarla ilişkilendirilmiştir (Corona ve ark, 2004). Bu tez çalışmasında özellikle evre III ve IV CVL ile infekte köpeklerde D-dimer ve Fibrinojen seviyelerindeki değişim, hastalığın evresi arttıkça pıhtılaşma mekanizmalarının daha da etkilendiğinin göstermektedir. 
          Çapraz bağlı fibrin; plazmin ile yıkımlandığında oluşan eşsiz fibrin yıkım ürünlerinden birisi  D-dimer’dır. Anılan biyobelirteç; trombin ve plazminin aktifleştiğini göstermektedir. D-dimer analizi güncel olarak yaygın damar içi pıhtılaşma bozuklukları (DIC), tromboemboli gibi durumlarda duyarlı bir testtir. Artmış D-dimer seviyeleri; DIC için özgün  olmamakla birlikte tromboemboli, neoplazi, renal/hepatik hasar, kalp yetmezliği, iç kanama belirlenen köpeklerde saptanabilir (Anonim 1).              
          Plazmada oluşagelen fibrinolitik aktivitenin önemli bir biyobelirteci olan D-dimer seviyesi farklı klinik tablolarla ilişkide yükselir. D-dimer çapraz bağlı fibrinin, plazmin vasıtası ile enzimatik yıkımına ilişkin yan ürünüdür (Sadosty ve ark, 2001; Wakai ve ark, 2003). Trombüsün ana bileşen unsuru fibrin, pıhtılaşmanın aktivasyonu ile meydana gelir (Wakai ve ark, 2003). Hastalık durumları dışında fibrin oluşumu ve fibrinin plazmin vasıtasıyla yıkımlanması dengededir ki, bu sayede hemostazda ana aktör roldedir (Kroneman ve ark, 1990; Rao ve ark, 1994; Lugovskoy ve ark, 2002). Fibrinin plazminojen tarafından etkileşime alınması, D-dimer'i de içerecek şekilde özgün yıkımlanma belirteçlerinin oluşumuyla sonuçlanır (Marder ve Francis, 1983).
          Çapraz bağlı bazı parçalar içermekte olan D-dimer, a) plazmin aktivasyonu sonrası pıhtıdan salınarak, sirkülasyona katılır, b) fizyolojik yara iyileşme süreci ve kanın pıhtı oluşumunun bir parçası olarak üretilir, c) pıhtılaşma bozulduğunda istem dışı trombozisi göstererek değerli belirteç halini alır (Lee ve Gingsberg, 2001). Tüm bu nedenlerden, derin ven trombozu ya da DİC gelişen durumlarda teşhiste gittikçe önem kazanan biyobelirteçlerdendir (Caldin ve ark, 1998; Monreal, 2003; Nelson ve Andreasen, 2003). Yüksek seviyede duyarlılığa sahip olduğundan, normal D-dimer düzeyi damar içi fibrin oluşumu ve yıkımının varlığı için yüksek negatif prediktiftir (Angstwurm ve ark, 2004). İddialı bir doğruluk seviyesinde tromboembolik hastalığın ekarte edilebilmesine olanak sağlar (Angstwurm ve ark, 2004). Köpeklerde de CVL dışındaki hastalıklarda da D-dimer tespitine dair analizler mevcuttur (Caldin ve ark, 1997; Stokol ve ark, 2000; Griffin ve ark, 2003;  Nelson ve Andreasen, 2003).
          D-dimer konsantrasyonu ve plazma seviyesindeki değişimleri, köpeklerde tromboembolik bozukluklar ile DİC’de tanısal manada fark yaratmaktadır (Caldin ve ark, 1997; Stokol ve ark; 2000; Griffin ve ark, 2003; Nelson ve Andersen, 2003). Şiddetli organ ya da sistem bozuklukları olarak köpeklerde, trombeoembolik bozukluklara yönelik erken teşhis antitrombotik medikal uygulamalara olanak sağlayarak mortaliteyi aşağı çekebilir (Monreal, 2003). Köpeklerde tromboembolik değişimlerde ya da DİC’de; D-dimer konsantrasyonlarının analize edildiği beş çalışma görülmüştür (Caldin ve ark, 1998; Lanevschi-Pietersma ve ark, 2003; Nelson ve Andersen, 2003; Hirschberger ve ark, 2004; Dewhusrt ve ark, 2008). Mamafih ilgili araştırmalarda CVL değerlendirme dışında kalmış veyahutta anılan hastalığın varlığı yada yokluğu değerlendirilmemiştir. D-dimer tayininde kullanılan insan monoklonal antikor testlerinin, köpeklerde de D-dimer seviyelerini rahatlıkla belirleyebileceği bildirilmiştir (Caldin ve ark, 1998; Stokol ve ark, 2000; Nelson ve ark, 2003; Grifin, 2004; Hohenhaus, 2005).
          Önceki bir çalışmada, üç köpek grubunda [(i) histopatolojik tromboz kanıtı olmayan kutanöz vasküliti olan köpekler, (ii) histopatolojik tromboz kanıtı olan kutanöz vasküliti olan köpekler ve (iii) eritematöz ciltli ve altta yatan alerjik cilt hastalığı olan kaşıntılı köpekler]     D-dimer konsantrasyonları ölçülmüş, tromboz tanısında D-dimer’ın değeri araştırılmıştır;         D-dimer test sonuçları <250 ng ⁄ mL'de negatif ve ≥250 ng ⁄ mL'de pozitif olarak rapor edilmiştir. Çalışmaya atopik dermatit ve ⁄ veya kutanöz advers gıda reaksiyonu tanısı almış 10 köpek dahil edilmiş ve D-dimer sonuçları <250 ng ⁄ mL (sekiz köpek) ve 250–500 ng ⁄mL (iki köpek) olarak belirlenmiştir. Kutanöz vaskülit tanılı yirmi altı köpekten, cilt biyopsilerinin ilk sunumu sırasında  D-dimer analizi için kan örnekleri  toplanmış ve sonuçlar şu şekilde saptanmıştır: geçmişinde kutanöz damar trombüsü bulunan 15 köpeğin D-dimer sonucu >500-1000 ng ⁄ mL (14 köpek) ve >1000 ng / mL (bir köpek), geçmişinde hiçbir bulgu olmayan 11 köpeğin D-dimer değeri <250 ⁄ mL (dört köpek), 250–500 ng ⁄mL (üç köpek) ve >500-1000 ng ⁄ mL (dört köpek) şeklindeydi. Bununla birlikte, geçmişinde trombüs olmayan >500-1000 ng ⁄ mL D-dimerli dört köpekten ikisinde, sonraki 24-48 saat içerisinde nekrotik cilt lezyonları gelişti. Sonuç olarak, D-dimer >500 ng ⁄ mL, kutanöz damar trombozunun mevcut varlığını veya müteakip gelişimini destekleyen güçlü bir kanıttır ve <500 ng ⁄ mL'lik D-dimer, kutanöz damar trombüsü ve nekrotik cilt lezyonlarının yokluğu ile iyi ilişkilidir. Histopatolojik trombüs kanıtı olan hiçbir köpekte yanlış negatif D-dimer yoktu. Bizim çalışmamızda           D-dimer (ng / ml) (  SE) seviyeleri sırası ile sağlıklı ve enfekte (evre I-IV, yine sırası ile) 100.0, 833.3  285.9, 1144.4  292.6, 3688.9  1060.3 ve 5500  997.2 seviyelerinde tespit edildi. Verev arttıkça D-dimer seviyelerinde artış görülmesi tesadüfi değil, yukarıda açıklanan literatür bilgileri doğrultusunda beklenilen ya da ön görülen bir durumdu. Nitekim  evre III ve IV enfekte köpeklerin istatistiksel olarak belirgin şekilde diğer gruplardan daha yüksek         D-dimer seviyelerinde olması bunu destekler mahiyette idi.
          Önceden 1 köpekte belirlenen fibrin yıkımlanma ürünlerindeki artış, antithrombin III'ün renal kaybı, hiperkoagülasyon ile fibrinolizisin artışına ilişkilendirilmiştir (Font ve ark, 1993). Yine diğer bir olguda fibrin yıkımlanma ürünlerindeki artış bilinmeyen mekanizmalara bağlı DİC’e yorumlanmıştır (Font ve ark, 1994). Karaciğer hasarı sonrası fibrin yıkımlanma ürünlerinin uzaklaştırılması oranı azalabilir ki , bu durum fibrinojen ve D-dimer seviyelerini etkileyebilir (Center, 1997). Hepatik hasarın, fibrinojen seviyesine etkisinin yetersiz kalması karaciğerin fibrinojeni sentezlemek için sahip olduğu yüksek kapasiteyle ilişkidedir      (Center, 1997).
          Pıhtılaşma ve fibrin yıkımının aktivasyonu sırasın ve takiben tüketim koagülopatisine yol açan DIC;  tümör, sepsis, travma, enfeksiyon, gibi nedenlerle ilişkide olabilmektedir (Levi, 2005). DIC teşhisinde D-dimer seviyesindeki artma mühim yere sahiptir. D-dimer seviyelerinin tespiti ile PT’de yükselme, trombosit sayısı ve fibrinojen konsantrasyonunun azalması tanıda diğer önemli belirteçlerdir (Taylor ve ark, 2001; Noyan 2012).
          L. infantum ile enfekte olmuş köpekler; diğer bazı paraziter invazyona benzer şekilde farklı patogenezislerle DIC oluşumuna sebebiyet verebilmektedir (Honse ve ark, 2013). Koagülasyonun aktive olması ile ardından gelişen fibrin deposu; enfeksiyöz etmene yönelik yayılım ve inflamatuvar cevabı azaltma anlamında konakçı savunmasının bir parçasıdır (Levi ve Ten Cate, 1999). Anılan yanıt yoğun olarak oluşageldiğinde pıhtılaşma tandansı yükselmekte, kanama ile organ disfonksiyonuna ilişkin mikrovasküler trombozis belirginleşmektedir (Opal ve Esmon, 2003). CVL’de epistaksis (Binhazim ve ark, 1992; Moreno ve ark, 1998; Ciaramella ve Corona, 2003; Ciaramella ve ark, 2005), hematüri (Ciaramella ve Corona, 2003; Ciaramella ve ark, 2005), YDPB (Font ve ark, 1994; Moreno, 1999; Valladeres ve ark, 1998) oluşmaktadır. Tüm bu klinik belirtiler, sorumlu protozoer etken olan Leishmania sp.’ nin primer ve sekonder hemostazisin yanı sıra fibrinolizisi de etkilediğine delalettir (Honse ve ark, 2013). CVL’ye ilişkin dolaşımdaki fibrin yıkımlanma ürünleri (özellikle de D-dimer), DIC komponenti olabilir (Honse ve ark, 2013). İlaveten CVL’de seviyeleri yükselmiş olan fibrin yıkımlanma ürünleri; antitrombin III’ün renal kayıbına ilişkin şekillenen hiperkoagübilite ve artan fibrinolizis (Font ve ark, 1993) ya da YDPB (Font ve ark, 1994; Valladares ve ark, 1998) ile yakın ilişkidedir. Bu çalışmada her ne kadar DIC ya da tromboemboli gelişimine yönelik özel bir laboratuvar analişzi yapılmasa da elde ettiğimiz sonuçlar bu verilerin anılan iki sendroma yönelik değerlendirme yapılması gerekliliğini göstermektedir. Şöyle ki çalışmamamızda D-dimer/Fibrinojen oranları sağlıklı ve enfekte köpeklerde (evre I-IV arası) sırası ile (  SE) 0.6  0.1, 3.4  1.4, 5.9  2.9, 14.4  4.9 ve 23.6  4.9 olarak belirlendi. Evre III ile IV enfekte köpeklerde, sağlıklı kontrol ve diğer iki enfekte gruba göre istatistiksel olarak belirgin faklılık görülmesi (p=0.000) hastalığın kronikleştikçe pıhtılaşma bozukluklarının artışı ile ilişkilendirilebilinir. Bu değişimler ileri evre CVL’li olgularda prognoz ve sağaltım faktörlerini etkileyebilir.





















6. SONUÇ VE ÖNERILER


          CVL’li köpeklerde, özellikle de ileri evrelerde olmak üzere, mümkünse tüm aşamalarda koagülasyon profilinin değerlendirilmesi, D-dimer ve fibrinojen seviyeleri ile D-dimer ve fibrinojen oranlarına bakılarak sağaltıma yön verilmesi gerekliliği söylenebilinir. Yine DİC ve tromboemboli yönünden diğer laboratuvar metodlarına ilave D-dimer analizi yapılarak hemostatik değerlendirmede bulunulması ilave prognostik güç katabilecektir.
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[.3.2.9. Performans ozelikleri
3329.1. Dogruluk

202 insan kan numunesinin bir karsilastirma calismas, piasada satilan bir kit ile iyi bir
korslasyon gostermistir. Fingcare ™ D-Dimer Hizls Kantitatif Testi ile 202 Klinik srnek icin
SYSMEX D-Dimer Testi arasindaki karsilastirma, Korelasyon Katsayss1 0. 987'dir.

Test Araligs ve Tespit Symrs ; Tahlil Araligs: 0, 1~ 10 mg / L, Tespit Sinn: 0, 1 mg /L

3.3.2.9.2. Dogrusallik

0.2mg/L.0.5mg/L.1.0mg/L, 2. 0mg/L,5.0mg/L, 10mg /L'de seri D-Dimer kontrol
konsantrasyonlan, her biri G kez test edildi; Korelasyon Katsayist (R) . 90. 98

Grup Igi Hassasiyet, Galisma ici hassasiyet, 1. 0 mg / L D-Dimer numunesinin 10 tekrars
kullanilarak belirlenmistir. OZGECMIS. <15 %
hassasiyet, 1.0 mg / L'de D-Dimerspecimen seviyelerini kullanarak iig lotun her biri igin 3 tekrar
kullanilarak belirlenmistis

Lotlar Arast Hassasiyet, Calisma arast
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3322 Prensipler

Finecare™ D-Dimer Hizlt Kantitatif Testi, floresans immunolojik test teknolojisine
dayanmaktadir. Finecars™ D-Dimer Hizli Kantitatif Testi, testin omek kuyucuguna omek
eklendiginde, membran izerindeki floresan ctiketli dedekir anti-D-dimer, tam kanda_D-dimer
antijenine baglansr. Plazma drnegi numune kansim olasak test seridinin nitroseliloz matrisi
zerinde kapiller hareket ile g5 eder, detekiér antikoru ve D-dimer kompleksleri test seridi
zerinde immobilize edilmis D-dimer antikoru tarafindan yakalanir. Bu nedenle, daha fazla D-
dimer antijeni tam kan / plazma numunesinde ise, daha fazla kompleks test seridinde birikfiriir.

Sinyal yogunlugu dedekis antikorunun floresanss, yakalanan D-dimer miktanini yansitir ve
Finscase™ FIA Meter, tam kan / plazma numunesinde D-dimer kensanirasyonlanias gosterir.

Finecare™ D-Dimer Hizlt Kantitatif Testinin varsayilan sonuglar birimi, Finecare™ FIA
Meter'dan XXXme / L olarak gosterilir. D-dimer test sisteminin calisma aralig1 ve tespit sinuri |

sirasiyla 0.1~ 10mg /L ve 0, lmg / L'dis.

3.3.2.3. Onlemler

1. Bu kit sadece in vitro diagnostik kullamm igindir. Yutmaysniz.

2. Faskl kit lotlasindaki bilesenleri karistirmayin -
SAYFA1/5 985 SOZCUK
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3.3.2.3. Onlemler

1. Bu kit sadece in vitro diagnostik kullanm icindir. Yutmaymz

2. Farkls kit lotlarndaki bilesenleri kanstirmaysn.

3. Son kullanma tarihinden sonra test kitini kullanmayn.

4. Lot numaras, ekipmana takilan ID Chip_ile uynsmuyorsa Test Kartusu kullanmaysn.

5. Finecare ™ D Dimer Hizh Test kiti yalnizca Finecare ™ FIA Metrede calssir

6. Torba delinmisse veya iyi kapatilmamissa Test Kartusunu kullanmaysn.

7. Test Kartusu ve Olger, titresimden ve manyetik alandan uzakta kullandmaldir. Normal
kullanim sirasinda, Matre'nin kendisi normal olarak kabul edilmesi gereken titresime neden
olabilir.

8. Farkls numuneler igin ayr: temiz pipet uglar: ve dedekisr tampon siseleri kullanin

9. Kan omekleri, kullanilan Test Kartuslars, pipet uglan ve dedekiér tampon sisesi, standart
prosediiclers ve mikrobiyolojik tehlike malzemelerinin ilgili diizenlemelerine uygun olarak
kullanidmals ve atimalidir.

10. Somuglar, doktor tarafindan Klinik bulgular ve diger laboratuar test sonuglars ile birlikte
yorumlanmalsdir.

3.3.2.4. Malzeme
3.3.2.4.1. Saglanan Malzeme
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3.3.2.4. Malzeme
3.3.2.4.1. Saglanan Malzeme

1. Test Kartusu 25 adet
2. Test Kartusu Kimlik Gipi 1 adet
3. Dedekids tampomu 25 adet

4. Ogretim brogiri

33242, Gerekl fakat saglanmams malzeme

1. Finecare ™ FIA Metre
2. Transfer Pipeti Seti (10uL, 100uL boyutunda)
3. Numune Alma Kaplars

4. Alkcol Pedleri
5. Santriftj (sadece Plazma igin)

6. Zamanlayics

3.3.2.5. Ornek toplama ve hazirlama
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332

rnek toplama ve hazirlama

Test plazma veya tam kanla yapilabilir, omek olasak serum kullanmaysn

3.3.2.5.1. Damardan Toplanan Tam Kan fcin:

1. Uygun pihtilasma Galeyici bir kan toplama tips ile bi venipuntur tam kan Grnegi almak
icin standart flehotomi prassdiirinl takiben (Sodyum sifrat nerilir)

2. Orneklerin derhal test edilmesi dnerilir. Numuneleri uzun sire oda sicakliginda birakmaysn
Ormekler hemen test edilmezse, 2 oC ™ 8 o€ de saklanabilir.

3.2~ 8 oC de saklanan kan omeklerinin 2 ginden daha uzun bir siire test edilmesi uygun
degildi.

3.3.2.5.2. Plazma icin:

1. Bir kan toplama tipii ile bir venipunktur tam kan numunesi almak igin standart flebotomi
prosediininin ardindan. Plazma toplanirsa uygun antikoagilan iceren bir kan toplama tips
kullansn (Sodyum sitras onerilir).

2. Hemolizi énlemek icin plazmay1 en kisa siirede kandan ayirn

3. Test, 6mekler toplandiktan hemen sonra yapilmalidir. Numuneleri uzun stire oda sicakliginda
burakmaysn. Ornekler 2 giin boyunca 2-8 oC: de saklanabilir. Uzun sireli depolama icin Sraekler
-20 o€ altinda tutulmalidis.
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[8.3.2.6. Test Prosedi
Testin kullanimina iliskin talimatlann tamam: icin Finecare ™ FIA Mefer Kullanma
Kilavuzu'na baksn. Test oda sicakliginda yapilmalidir

1. Adim: Hazultk

1D Chip'i kontrol edin / cihaza yerlestirin

2. Adim: Omekleme

15uL tam kan veya bir transfer pipeti ile 104L plazma gekin ve tampon tipiine ekleyin.

Adim 3: Kanstirma

Tups vurarak veya ters cevirerek numuneyi 1 dakika tamponla iyice kanistirin.

4. Adim: Yokleme

75uL Grnek karistms alin ve Test Kartusunun srmek kuyucuguna yikleyin,

Adim 5: Test

Finecare ™ FIA Sler: Standart test, Test Kartusumu Test Kartus Tutucuya yerlestirin ve “Test”
e tiklaymn. 5 dakika sonra, sonug ckranda gosterilecek ve “Yazdir” tiklandiginda yazdirilacakti.
Hizlt test: Test Kartugumy isletim platformuna yerlestirin. 5 dakika sonra, Test Kartusum Test
Kartus Tutucuya yerlestirin ve “Test” e tiklaym. Sonug ekranda gosterilecek ve “Yazdir”
tiklandiginda yazdinilacaktur

Finecare ™ cok kanalls FIA metre; Test Kartusunu Test Kartus Tutucuya yerlestirin. 5 dakika
sonra, sonu ekranda gosterilecek ve “Yazdir” 1 tklattignizda gikacaktir. Aynntilar igin litfen

Finecare ™ FIA Meter'n kullanim kilavuzuna bakin
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[8.3.2.7. Kalite kontrol

Her Fipecare ™ D-Dimer Hizli Kantitatif Test Kartusu, yonlendime kalite kontrol
‘gercksinimlerini karsilayan dabili kontrol icerir. Bu dahili kontrol, bir hasta numunesi her test
edildiginde gergeklestirilir. Bu kontrol, Test Kartusunun Finecare ™ FIA Metre tarafindan
takildigins ve okundugunu gosterir. Dahili kontrolin gegersiz sonueu, Eingcars ™FIA Mster'da

testin tekrarlanmas: gerektigini belirten bir hata mesajina neden olur.

3.3.2.8. Prosediir Smirlamalar:

1. Bu test sadece insan kanmmn ve sadece plazma mumunelerinin test edilmesi iin
gelistirilmistir.

2. Finecare ™ D-Dimer Hizl Kantitatif Testinin sonuglars, meveut tim Klinik ve laboratuvar
verileri ile degerlendirilmelidir. D-Dimex test sonuglars klinik degerlendirme ile uyusmuyorsa,
ek testler yapilmalsdir.

3. Yanlis pozitif sonuglar, kandaki baz: benzer antikorlarla capraz reaksiyonlardan gelebilir; ve
flioresan ctiketli antikorlan yakalayan kandaki spesifik olmayan bilesenlerden benzer
epitoplar.

4. Yans negatif sonuglar, uzun sire ve sicaklik ve numune ve reakifin saklama durumu
nedeniyle tespit edilemeyen antikorlar, kararsiz veya dejsmere D-Dimer yapisan baz
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[8.3.2.8. Prosediir Smrlamalart

1. Bu test sadece insan kanmmn ve sadece plazma mumunelerinin test edilmesi iin
gelistirilmistir.

2. Finecare ™ D-Dimer Hizl Kantitatif Testinin sonuglars, meveut tim Klinik ve laboratuvar
verileri ile degerlendirilmelidir. D-Dimex test sonuglars klinik degerlendirme ile uyusmuyorsa,
ek testler yapilmalsdir.

3. Yanlis pozitif sonuglar, kandaki baz: benzer antikorlarla capraz reaksiyonlardan gelebilir; ve
flioresan ctiketli antikorlan yakalayan kandaki spesifik olmayan bilesenlerden benzer
epitoplar.

4. Yans negatif sonuglar, uzun sire ve sicaklik ve numune ve reakifin saklama durumu
nedeniyle tespit edilemeyen antikorlar, kararsiz veya dejsmere D-Dimer yapisan baz
bilinmeyen madde bloke edici epitoptan kaynaklanabilir

5. Diger fakérler, Finecare ™ D-Dimer Hizls Kantitatif Testini etkileyebilir ve hatals sonuglara
neden olabilir. Bunlar teknik veya prosediirel hatalann yam swa kan Gmeklerinde ilave

‘maddeler igerir.

3.3.2.9. Performans dzelikleri
3.3.2.9.1. Dogruluk
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