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OZET

VISCERAL LEiSHMANIASIS’Li KOPEKLERDE DERMAL LEZYONLARIN
BiYOFiZiKSEL MUAYENESI

Giil G. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii I¢ Hastaliklar
(Veteriner) Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Bu tez calismasinda Leishmaniasisli hayvanlarda derinin korneometrik analizleri yapilip
hastaligin deriyi ne oranda etkiledigi tespit edilerek uygulanacak sagaltim modiiliine 151k
tutmas1 amaglandi. Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 Klinigine Canine Visceral Leishmaniasis pozitif (n=28) ve saglikli (n=10) olan farkli 1k,
yas ve cinsiyette toplamda 38 kopek calisma kapsamina alindi. Leishmaniasis tanisinda klinik
bulgular ile birlikte hizli test kitleri (ELISA), IFAT ve PZR yontemleri kullanildi.
Evrelendirme Leishvet grubunun rehber biilteni ile uyumlu olarak idrar protein/ kreatinin ve
kan kreatinin diizeyleri dikkate alinarak yapildi. Calismaya alinan CVL’li kdpekler 4 farkli
gruptan birinde (her grupta n=7) degerlendirildi. Buna gore; I. grup: evre 1 (hafif), Il. grup:
evre 2 (orta siddetli), Ill. grup: evre 3 (siddetli), IV. grup: evre 4 (cok siddetli) olarak
degerlendirildi. Saglikli kontrol grubu (V. grup) ise ADU Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Kiiciik Hayvan Klinigine rutin kontrol amaclh getirilen, klinik ve laboratuvar
bulgularinda herhangi bir anormallik saptanmayan farkli irk, yas ve cinsiyette kopeklerden
(n=10) olustu. Saglikli ve hasta hayvanlarda derinin hidrasyonu, elastikiyeti, sicaklifi ve
melanin miktar1 Ol¢iilerek biyofiziksel muayene gerceklestirildi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri sonucunda saglikli kopeklere gore tiim evrelerdeki Leishmaniasis’li
kopeklerde pH degerinde azalma belirlenirken (p<0.001), melanin degerleri evre | ve Il
grubu kopeklerde, saglikli ile evre II ve IV teki kopeklere gore yiiksek bulunmustur (p<0.01).
Hidrasyon, elastikiyet ve sicaklik parametrelerinde gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel
anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05). Sonu¢ olarak Visceral Leishmaniasis saptanan
kopeklerde dermal lezyonlarin biyofiziksel muayenesinin énem teskil ettigi ve uygulanacak

sagaltim modiiliine 151k tutabilecegi one siiriilebilir.

Anahtar Kelimeler: Biyofiziksel muayene, korneometrik analiz, kopekler, leishmaniasis
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ABSTRACT

BIOPHYSICAL EXAMINATION OF DERMAL LESIONS IN DOGS WITH
VISCERAL LEISHMANIASIS

Giil G. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Internal

Medicine (Veterinary) Program, Master’s Thesis, Aydin, 2020.

In this study, corneometric analysis of the skin in animals with Leishmaniasis was carried out
and the effect of the disease on the skin was determined to shed light on the treatment module
to be applied. A total of 38 dogs of different breeds, ages and gender of Canine Visceral
Leishmaniasis positive (n = 28) and healthy (n = 10) were included in the study. In the
diagnosis of leishmaniasis, rapid test kits (ELISA), IFAT and PCR methods were used
together with clinical findings. The staging was performed by considering urine protein /
creatinine and blood creatinine levels 1n accordance with the guidance bulletin of the Leishvet
group. The dogs with CVL mcluded 1n the study were evaluated in one of 4 different groups
(n = 7 in each group). According to this; Group I: stage 1 (muild), Il. Group: stage 2
(moderate), Group IlI: stage 3 (severe), IV. group: stage 4 (very severe). Healthy control
group (Group V) consisted of dogs of different breeds, ages and gender (n = 10) who were
brought to ADU Veterinary Faculty Internal Medicine Department of Small Animal Clinic for
routine control. Biophysical examination was performed by measuring the hydration,
elasticity, temperature and amount of melanin 1n healthy and sick animals. As a result of
statistical analysis of the data obtained n the dogs with Leishmaniasis 1n all stages compared
to healthy dogs, a decrease in pH was determimed (p <0.001), while melanin levels were
higher 1n Stage | and I11 dogs compared to healthy and Stage 11 and 1V dogs (p <0.01). There
was no statistically significant difference between the groups in hydration, elasticity and
temperature parameters (p> 0.05). In conclusion, 1t can be suggested that biophysical
examination of dermal lesions 1s important in dogs with Visceral Leishmaniasis and may shed

light on the treatment module to be applied.

Keywords: Biophysical examination, corneometric analysis, dogs, leishmaniasis
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1.GIRIS

Leishmania infantum'a bagli Canine Visceral Leishmaniasis (CVL), insanlar ve
kopekler i¢in potansiyel olarak 6liimciil olan, insanlara ana enfeksiyon rezervuarimi olusturan
onemli bir kiiresel zoonozdur (Gramiccia ve Gradoni, 2005). CVL, diinyadaki 70'den fazla
iilkede endemiktir. Giliney Avrupa, Afrika, Asya, Giiney ve Orta Amerika bolgelerinde
bulunur (Baneth ve ark, 2008) ve Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) de bildirilmistir
(Petersen ve Barr, 2009). Ayrica, ithal hasta veya enfekte olmus kdpekler endemik olmayan
tilkelerde veteriner hekimligi ve halk sagligi alaninda 6nemli bir risk olusturmaktadir (Shaw
ve ark, 2009).

CVL vakalarmin yaklasik % 80-90'mda deri lezyonlart ¢ok yaygindir (Slappendel,
1988; Koutinas ve ark,1999; Solano-Gallego ve ark, 2001). Gergekte, hastalikli kopeklerin
Klinik olarak normal derisinden elde edilen biyopsilerin % 50-100'inde, parazitten etkilenmis
deriye benzer sekilde, parazitin hematojen yayilmasina (Solano-Gallego ve ark, 2004)
sekonder olarak mikroskobik lezyonlarin varligi géz oniine alindiginda, kutan6z tutulum daha
da sik goriiliir (Solano-Gallego ve ark, 2004; Papadogiannakis ve ark, 2005).

CVL, genis klinik bulgular ve siddet dereceleri ile kendini gosterir ve bu hastaligin
yonetimi konusunda yeterli bilimsel anlasma yoktur (Baneth ve ark, 2008). LeishVet,
Avrupa'daki akademik kurumlardan ve CVL ile ilgili ana klinik ve bilimsel ilgiye sahip
Akdeniz havzasindan bir grup veteriner bilim insanidir. LeishVet'in temel amaci, kanita
dayali literatiir ve klinik deneyime dayali olarak kopeklerde L. infantum enfeksiyonu
konusunda en giincel anlayis1 temsil edecek konsensiis onerileri gelistirmektir (Baneth ve ark,
2008).

Deri bir hayvan ve dis ¢evre arasinda fizyolojik bir bariyer gérevi gormektedir. Derinin
bariyer fonksiyonlarin1 ve biyofiziksel ozelliklerini degerlendirmek icin cesitli biyofiziksel
parametreler Olciilmektedir, bunlardan bir tanesi su kaybinin kontroliidiir (Oh ve Oh, 2009;
2010). Sadece su kaybr degil ayn1 zamanda derinin hidrasyonu ve deri pH's1 da derinin bu
onemli karmasik bariyer fonksiyonunu etkileyen faktorlerin degerli gostergelerini
saglamaktadir (Oh ve Oh, 2009; 2010). Hidrasyon durumu, su kaybi, pH ve bunlari etkileyen
faktorlerin bilinmesi, sadece bariyer fonksiyonundaki fizyolojik degisikliklerin anlasilmasi
icin degil, ayn1 zamanda deri hastaliklarinda su kaybinin etkisinin yorumlanmasi i¢in de 6nem

teskil etmektedir (Oh ve Oh, 2009; 2010).



Bu tez c¢alismasinda Leishmaniasis’li hayvanlarda derinin korneometrik analizleri
yapilip hastaligin deriyi ne oranda etkiledigi tespit edilerek uygulanacak sagaltim modiiliine
151k tutmasi amaclanmistir. Calisma sonuglari ile hastaligin prognozunun degerlendirilmesi ve

sagaltim monitorizasyonunda kullanilabilecek 6nemli bulgulara ulasilabilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yasam Dongiisii

Leishmania yasam evresini iki konak¢ida, flagella enfekte promastigot formunu ileten
bir kum sinegi vektoriinii ve hiicre igi amastigot formunun gelistigi ve ¢ogaldigi bir memelide
tamamlar (Sekil 1). Kum sinekleri, Leishmania'nin biyolojik bulagmasina uyarlanmis tek
eklembacaklilaridir. L. infantum’u barindiran nispeten diisiik orandaki kum sinekleri (%0.5-
3) endemik bolgelerde enfeksiyonun korunmasi igin yeterlidir. Kum sinegi olmadan da
bulagsma tanimlanmistir, ancak leishmaniasis'in dogal seyri ve epidemiyolojisindeki rolleri
belirsizligini korumaktadir (Sekil 1). Kum sinegi olmadan meydana gelen bulagsmada
enfeksiyonun tasiyicilari olan donoérlerden (De Freitas ve ark, 2006; Tabar ve ark, 2008)
transfiize edilmis kan tirtinleri (Owens ve ark, 2001), dikey (Rosypal ve ark, 2005; Pangrazio
ve ark, 2009; Boggiatto ve ark, 2011) ve veneral iletim (Silva ve ark, 2009) bulunmaktadir.
Leismaniasis enfeksiyonunun onlenmesi i¢in kopek kan dondrlerinin yeterli segimi biiyiik
Oonem tagimaktadir ve verici se¢imi ile ilgili Oneriler Sekil 2'de grafiksel olarak
Ozetlenmektedir.

Stipheli ve heniiz kanitlanmamis iletim sekilleri sunlardir: ABD'de (Duprey ve ark,
2000; 2003) ya da Avrupa'daki (Chamaille ve ark,2010) damizlik kopek kuliibelerinde tarif
edildigi gibi, goriiniir vektorlerin yoklugunda endemik olmayan bolgelerdeki otoktonun CVL
klinik vakalarmin (Shaw ve ark, 2009) varligin1 agiklayabilen 1sirik ya da yaralar yoluyla
dogrudan kopekten kdpege gecisi ve artropodlar (kene/pire) araciligryla bulasmadir (Coutinho
ve ark, 2005; Coutinho ve Linardi, 2007; Dantas-Torres ve ark, 2010; Paz ve ark, 2010a;
2010b; Dantas-Torres, 2011; Dantas-Torres ve ark, 2011).



1. Leishmania infantum yasam déngiisii 2.Diger iletim Sekilleri
1.a Promastigot 2.a Vertikal

1.b Amastigot 2.b Kan Transfiizyonu

1.c Parazitin organlardaki makrofajlarda cogalmasi 2.c Venereal Bulasma
Diger(kamitlanmams)
Kipekten kipege bulasma

(acik yaralargsink yoluyla)

Sekil 1. L. infantum 'un yasam dongiisii (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Kan almaya aday donir
kipekler

Kantitatif
seroloji

Donir olarak
dnerme

Donir olarak Donir olarak
dnerme oner

Sekil 2. Kan dondrlerinin segimini tanimlayan algoritma (Solano-Gallega ve ark, 2011).



2.2. Dagilim ve Epidemiyoloji

Sosyoekonomik ve olast iklim faktorleri Avrupa'da CVL'in dagiliminda degisikliklere
yol agmustir. L. infantum enfeksiyonu kuzeye dogru, kuzey talya'daki (Maroli ve ark, 2008)
Alplerin eteklerine ve Fransa'daki (Chamaille ve ark, 2010) Pireneler'e ve kuzey Ispanya'ya
(Amusategui ve ark, 2004) kadar yayilmistir. Gliney Avrupa'ya seyahat eden veya CVL'nin
endemik oldugu bolgelerden gelen refakatci hayvanlar olarak ithal edilen ¢ok sayida kopek,
Birlesik Krallik (Shaw ve ark, 2009) ve Almanya (Men ve ark, 2010) gibi endemik olmayan
tilkelerde rapor edilen klinik vaka sayisini artirmistir.

L. infantum siklikla sinsi ve kronik bir hastalik seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Peters
ve Sacks; 2006). CVL yiiksek oranda subklinik seyreder. (Solano-Gallego ve ark, 2001;
Baneth ve ark, 2008).

Genis bir immun sistem yanitt ve klinik belirtiler L. infantum enfeksiyonunda
tanimlanmistir (Sekil 3). Kopeklerdeki enfeksiyon subklinik veya kendini sinirlayan bir
hastalik olabildigi gibi bazen de ciddi ve Oliimciil bir hastalik olarak karsimiza cikabilir
(Solano-Gallego ve ark, 2009). CVL subklinik olarak kalmayabilir immunsupresyon ve eslik
eden hastalik gibi faktorler dengeyi bozup kdpeklerde klinik olarak hastaligin ilerlemesine yol
acmaktadir (Baneth ve ark, 2008; Solano-Gallego ve ark, 2009).

l

l

Sekil 3. L. infantum enfeksiyonunun klinik belirtileri ve immiinolojik 6zellikleri (Solano-
Gallego ve ark, 2011).




Irk, yas ve genetik dahil olmak iizere hastaligin gelisimi i¢in bir¢ok predispozan faktdr
tarif edilmistir. Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler ve Alman Coban gibi bazi kopek irklart
hastaligin gelisimine daha duyarli gériinmektedir (Sideris ve ark, 1999; Franca-Silva ve ark,
2003). ibiza Hound gibi digerleri ise nadiren hastaligin klinik belirtilerini gostermektedir
(Solano-Gallego ve ark, 2000). Eskiden N-RAMPI olarak adlandirilan Slcl1cl geni ve MHC
I1 genlerinin belirli alelleri CVL'e kars1 duyarlilik ile iligkilendirilmistir (Quinnell ve ark,
2003; Sanchez-Robert ve ark, 2008). Hastaligin gelisimi i¢in yas dnemli faktorler arasindadir.
Hastaligin dagilimi1 bimodal olup, 3 yasindan kiigiik ve 8 yasindan biiyiik kopeklerde yaygin
goriildiigl bildirilmistir (Abranches ve ark, 1991; Cardoso ve ark, 2004).

2.3. Klinik Bulgular ve Laboratuvar Anormallikleri

CVL potansiyel olarak herhangi bir organ, doku veya viicut sivisinda tutulum gosteren
ve spesifik olmayan klinik belirtilerle kendini gosteren sistemik bir hastaliktir. CVL'de
bulunan en yaygin klinik bulgular ve klinikopatolojik anormallikler Tablo 1'de listelenmistir
(Ciaramella ve ark, 1997; Koutinas ve ark, 1999; Baneth ve ark, 2008). Deri lezyonlari,
aralarinda en sik goriilen bulgudur (Resim 1) ve diger klinik bulgularla veya klinikopatolojik
anormalliklerle birlikte goriilebilir. Bununla birlikte, kopekler ana basvuru sikayeti olarak
Kutandz lezyonlarla iligkili olmayan baska klinik belirtilerle de sunulabilir (Resim 2)
(Ciaramella ve ark, 1997; Koutinas ve ark, 1999). Bébrek hastaligi, CVL'in tek klinik belirtisi
olabilir ve hafif proteiniiriden nefrotik sendroma veya son donem bobrek hastalifina kadar
ilerleyebilir. Kronik bobrek yetmezligi, hastaligin ilerlemesinin ve CVL'e bagli mortalitenin
ana nedeninin ciddi bir sonucudur. Enfekte kopeklerde yiiksek renal patoloji prevalansina
ragmen, (Costa ve ark, 2003; Zatelli ve ark, 2003) renal azotemi nispeten nadir goriilen bir
laboratuvar bulgusudur. CVL'de sitoloji veya histoloji (Resim 3) ile saptanan yaygin patolojik
bulgular (Solano-Gallego ve ark, 2004; Mylonakis ve ark, 2005; Pena ve ark, 2008; Petanides
ve ark, 2008) Tablo 2'de listelenmistir (Solano-Gallego ve ark, 2011).



Tablo 1. CVL’nin klinik bulgulari ve laboratuvar anormallikleri (Solano-Gallego ve ark,

2011).
Klinik bulgular Laboratuvar anormallikleri
Genel Serum proteinleri ve elektroforetogram

Generalize lenfadenopati

Letarji

Splenomegali

Ates

Kusma

Kilo kayb1

Mukozal membranlarda solgunluk
Poliiiri ve polidipsi

Diyare (Kronik Kolitis)

Kutanoz

Non-pruritik, alopesi olmayan eksfoliatif dermatitis
Eroziv-iilseratif dermatitis

Nodiiler dermatitis

Piistiiler dermatitis

Papuler dermatitis

Onikogrifozis

Okiiler

Blefaritis (eksfoliatif, iilseratif ya da nodiiler)
Konjuktivitis

Keratokonjuktivitis

Anterior Uveitis

Diger
Epistaksis

Mukokutanéz ve mukozal Tlseratif veya nodiiler

lezyonlar (oral, genital ve nazal)
Topallik (poliartritis, osteomyelitis, polimyositis)

Atrofik myositis

Vaskiiler bozukluklar (sistemik vaskiilitis, arteriyel

tromboembolizm)

Hiperglobulinemi
Poliklonal beta ve / veya gammaglobulinemi
Hipoalbuminemi

Albumin / Globulin oraninda azalma

CBC/Hemostaz

Hafif-orta dereceli nonrejeneratif anemi
Lokositoz ya da 16kopeni
Trombositopeni

Trombositopati

Bozulmus sekonder hemostaz ve fibrinoliz

Biyokimvyasal profil / Idrar Tahlili

Hafif-giddetli proteiniiri
Renal azotemi

Yiiksek karaciger enzim aktivitesi




Resim 1. CVL kutandz lezyonlarm farkl: sekilleri: A) Eksfoliyatif periokiiler alopesi ve
blefarit; B) Ulseratif nazal mukokutanoz lezyonlar; C) Inguinal bélgede papiiler dermatit; D)
Burnu ¢evreleyen nodiiler krateriform lezyonlar; E) Ayagin plantar yiizeyinde iilseratif

eritematdz lezyonlar; F) Ornikogripozis (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Tablo 2. Organlarda veya viicut sivilarinda sitolojik ve histopatolojik bulgular (Solano-
Gallego ve ark, 2011)

Organlarda ya da viicut sivilarinda patolojik bulgular

Makrofajik Inflamasyon (Graniilositik)
Nétrofilik-Makrofajik inflamasyon (Pyogranulamatoz)

Lenfoplazmitik Inflamasyon

Lenfoid organlarda reaktif hiperplazi

Hiicre i¢i veya hiicre dis1 Leishmania amastigotunun degisken sayilarda

bulunmasi veya bulunmamasi




Resim 2. CVL’ de bulunan baz klinik bulgular : A) Epistaksis; B) Bilateral Uveitis ve
korneal opasite; C) Piirtilan konjoktivit ve blefarit; D) Arka bacakta eksfolyatif alopesi ve
popliteal lenfadenomegali; E) Kaseksi ve generalize eksfolyatif alopesi (Solano-Gallego ve
ark, 2011)

Resim 3. Sitolojinin yorumlanmasi: A) Klinik Leishmaniasis’li bir kdpekte lenf yumrusu ince
igne aspiratinda (x100 Diff-quick b x100 Diff-quick boyama) ekstraseliiler amastigot (oklar),
cekirdek (N), kinetoplast (K) goriilmektedir; B)Klinik Leishmaniasis’li bir kdpekte lenf
yumrusu ince igne aspiratinda (x100 Gieamsa boyama) yliksek sayida hiicre i¢i ve hiicre dis1

amastigot goriilmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2011).



2.3.1. Dermatolojik Bulgular

Genel olarak simetrik bir dagilimi olan yaygin, multifokal diffiiz eksfolyatif dermatit,
CVL'li (Kontos ve Koutinas, 1993; Koutinas ve ark, 2001) kopeklerin % 53-73'linde
mevcuttur ve klinik olarak hipotrikosis-alopesi, eritem ve hiperpigmenti olan veya olmayan
pul ve kserozis ile karakterize edilir (Papadogiannakis ve ark,2005). Histopatolojik
incelemede perivaskiiler, intersitisyel, nodiiler ve / veya periadneksal olabilen ve pannikulusa
kadar uzanabilen graniilomatéz veya pyograniilomatdz inflamasyon vardir (Scott ve ark,
2001; Ferrer, 2002; Papadogiannakis ve ark, 2005; Saridomichelakis ve ark, 2007).
Epidermisin ortokeratotik hiperkeratozu ve kil folikiilleri yaygindir; aynisi, makroskopik
lezyonlarin patogenezine 6nemli dl¢lide katkida bulunabilen sebaséz adenit i¢in de gegerlidir
(Scott ve ark, 2001; Papadogiannakis ve ark, 2005). Bu klinik form, etkili bir lokal immiin
yaniti, epidermal Langerhans hiicrelerinin aktivasyonu, MHC-II molekiillerinin keratinositler
tizerinde yukari regiilasyonu, CD8+ ile dermal infiltrasyon ve CD4+ hiicrelerinin daha az
sayida olmasi, CD21+ hiicrelerinin varligt ve nispeten diisiik bir parazit yiki ile
iligkilendirilmistir (Fondevila ve ark, 1997; Papadogiannakis ve ark, 2005 ). Sebasdz bez
enflamatuvar infiltratin, CD4+ hiicrelerinin CD8+ {izerinde baskin oldugu, CD21+
hiicrelerinin daha az sayida oldugu ve immiinohistokimya ile amastigotlarin
goriintlilenemeyecegi, komsu dermisinkinden farklidir (Papadogiannakis ve ark, 2005).

Kutandz {lserler (vakalarin% 15-40'1) genellikle kulak kepgesi, basing noktalari,
bacaklar ve mukokiitan eklemlerin kenarlar1 {izerinde goriiliir ve lokal travma ve/veya
vaskiiler hasara atfedilir (Kontos ve Koutinas, 1993; Ciaramella ve ark, 1997; Fondevilla ve
ark, 1997; Slappendel ve Ferrer, 1998; Koutinas ve ark, 1999; Ciaremella ve Corona, 2003).
Nodiiler formu (vakalarin %2-9'u) genellikle diisik epidermal MHC-II molekiilleri
ekspresyonu, dermal infiltratta az sayida T hiicresi ve yiiksek bir parazit yiikii ile karakterize
edilir, bu da konagin artan duyarliliim1 gosterir (Slappendel, 1988; Koutinas ve ark, 1993;
Fondevila ve ark, 1997). Bunun tersi de onerilmistir (Blavier ve ark, 2001). Konflizyon ortaya
¢ikmis olabilir ¢linkii nodiiller, 6zellikle basin lizerindeyken, parazit inokiilasyonu alanini da
temsil edebilir ve bu nedenle hastaligin nodiiler sekliyle ayn1 olmayabilir (Saridomichelakis,
2009). inokulasyon sahasindaki lezyonlar, bulasma periyodunun sona ermesinden sonra
ortaya c¢ikabilir ve parazitler, iligskili graniillomatdz inflamatuvar reaksiyonda bulunmaz
(Ferrer, 1999; 2002; Blavier ve ark, 2001). Papiiler dermatit ayni zamanda parazit
inokiilasyonunun ¢oklu bdlgelerine de tekabiil edebilir ve nispeten diisiik lokal parazit

yiikiine, pozitif leishmanin deri testine, diisiikk antikor titrelerine ve tedaviye yeterli cevaba
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dayanarak bildirilen az sayida kopekte direngle baglantilidir (Ordeix ve ark, 2005). Bu ayni
zamanda bu yazarin deneyimi olmustur, tek fark lezyonlardaki parazit sayisinin her zaman
diisiik olamayacagidir.

CVL'in diger daha az yaygin veya daha az iyi karakterize edilmis kutandz bulgular
arasinda steril piistiller dermatit, lokal alopesi (genellikle g6z c¢evresinde), burun
depigmentasyonu, burun ve ayak tabani hiperkeratozu (ikincisi lokalize bir eksfoliyatif
dermatit formunu temsil edebilir), onikogrifozis (likenoid mononiikleer dermatiti ile iligkili
ancak agir lokal parazit yiikiiyle iliskili degildir), steril graniilom/pyograniiloma benzeri
lezyonlar, renal veya uterus tutulumu eslik etmeyen nodiiler dermatofibroz, yalamaya bagl
olusan graniiloma benzeyen lezyonlar, hemorajik lezyonlar (vaskiilite bagl), yiizeysel ve /
veya derin piyoderma, artmis Malasezia spp. populasyonu yer almaktadir (Koutinas ve ark,
1992; Blavier ve ark, 2001; Naranjo ve ark, 2005; Torent ve ark, 2005; Saridomichelakis ve
ark, 2007; Cafarchia ve ark, 2008; Pena ve ark, 2008).

Epidemiyolojik agidan bakildiginda deri parazitin enfekte olmamis kum sineklerine
iletilmesinden ve bdylece yasam dongiisiiniin tamamlanmasindan sorumludur. Kum sinekleri
konak¢inin epidermis ve dermisine 0,26-0,32 mm'lik bir derinlige kadar niifuz eder ve kan
damarlarindan direkt olarak yirtilmadan veya beslenmeden bir beslenme havuzu yaratirlar.
Beslenme havuzundan kan (yaklasik 0,3-0,5 ul) ve doku sivist alirlar (Lewis, 1987; Rutledge
ve ark, 2002; Saridomichelakis ve ark, 2007). Daha sonra, kum sinekleri {ist dermiste ve /
veya kopegin kan dolasiminda bulunan parazitlerden enfekte olabilmektedir. Kum sinegi
enfeksiyonu olusturmak i¢in gereken amastigotlarin kesin sayis1 bilinmese de, muhtemelen
nispeten diisiiktiir (Molina ve ark, 1994; Cruz ve ark, 2002) ve kopek dermisinde ve/veya
periferik kandaki parazit yiikiiyle bulagsma olasiliginin artabilecegini diistinmek mantiklidir.

Enfekte kopeklerin periferik kanindaki parazitlerin sayist muhtemelen diisiiktiir;
sporadik olgularda kan yaymalarinda goriilebilmelerine ragmen (Longstaffe ve ark, 1983;
Levy ve ark, 2006; Santos ve ark, 2006) 87 kan filmi incelendiginde bulunmamistir
(Abranches ve ark, 1991). Bununla birlikte, kan kiiltiirii 6nemli sayida asemptomatik enfekte
kopekte ve CVL' kopeklerde basarili olmustur (Fisa ve ark, 2001; De feritas ve ark, 2006) ve
en enfekte kopeklerde periferik kan PZR pozitiftir (Ferrer, 1999; Reale ve ark, 1999; Fisa ve
ark, 2001; Francino ve ark, 2006; Manna ve ark, 2006; Franceschi ve ark, 2007).

Asemptomatik enfekte kopeklerde kutandz parazitik yiik genellikle CVL'li kopeklere
gore daha diistiktiir (Solano-Gallego ve ark, 2004; Giunchetti ve ark, 2006; Michalsky ve ark,
2007). Parazitler hem normal goriiniimlii hem de lezyonlu deride bulunur (Papadogiannakis

ve ark, 2005) ve immiinohistokimya veya immiinofloresan kullanarak, vakalarin %70-
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100'iinde agiz derisi dermisinde (kum sinekleri i¢in tercihli beslenme alan1) gorsellestirilebilir
(Solano-Gallego ve ark, 2004; Saridomichelakis ve ark, 2007).

Direkt ksenodiyagnoz (enfekte kopeklerden laboratuvar kum sineginin beslenmesi,
ardindan vektorde Leishmania promastigotlarinin saptanmasi), konak¢inin enfeksiyoz
potansiyelini incelemek i¢in muhtemelen en uygun yontemdir. Genel olarak %3-100 oraninda
kum sinekleri enfekte olanlarla beslendiginde paraziti elde eder ve enfekte kdpeklerin %16-
88'1 vektore Leishmania organizmalarini iletme yetenegine sahiptir (Miles ve ark, 1999;
Guarga ve ark, 2002; Da Costa-Val ve ark, 2007; Michalsky ve ark, 2007; Giunchetti ve ark,
2008). Daha da onemlisi, baz1 ¢aligmalarda, seropozitif kopekler arasinda enfekte olmus
kopeklerin  yan1 sira enfeksiydz kopeklerin yilizdesinin, polisemptomatik kopeklerle
karsilastirildiginda asemptomatik ve oligosemptomatik olarak dnemli dl¢iide diisiik oldugu ve
periferik kandaki T hiicre sayisi ile negatif korelasyonlu oldugu bulunmugstur (Guarga ve ark,
2000; Travi ve ark, 2001; Da Costa-Val ve ark, 2007; Michalsky ve ark, 2007). Bu nedenle,
bir kdpegin bulasma dongiisiindeki bulasici potansiyeli ve epidemiyolojik énemi, CVL'e olan
duyarliligr ile dogrudan iliskili gériinmektedir. Bununla birlikte, seronegatif asemptomatik
enfekte kopeklerin (serolojik yonteme ve kullanilan kesim degerine bagli olarak) endemik
bolgelerde yasayan (Leontides ve ark, 2002) kopeklerin ¢ogunluguna karsilik gelebilecek
epidemiyolojik rolii, ilgili ksenodiagnoz calismalarinin yetersizligi nedeniyle belirsizligini

korumaktadir.

2.4. Tam

Klinik spektrumun genis olmasi ve en az bir tam kan sayimi1 (CBC), biyokimyasal profil
ve idrar analizine dayanan klinikopatolojik anormalliklerin araligi genis ve non-spesifik
olabildigi i¢cin CVL tanis1 karmagiktir. Bu hastaligin siiphesini degerlendirirken, her hasta i¢in
tam bir klinikopatolojik tani yaklagiminin uyarlanmasi gerekmektedir. EK olarak,
leishmaniosisli kopekler, diger vektor kaynakli hastaliklar ile birlikte enfekte olabilir veya
diger eslik eden enfeksiydz veya enfeksiydz olmayan hastaliklardan muzdarip olabilir bu da
ayirict tanilari daha karmasik ve ¢esitli hale getirir. Bu nedenle, Klinikopatolojik sorun
listesine dayanarak, her hasta icin ayirici tani ve spesifik bir tan1 yaklagimi yapilmahidir (Sekil
4). Fizik muayene ve laboratuvar testleri ile klinik siiflandirma Resim 4’ te gosterilmistir.
Kopeklerde L. infantum enfeksiyonu saptanmasi icin farkli spesifik tanisal yontemler

tanimlanmistir (Sekil 5). Gegerli tani testlerinin % 100 duyarlilik ve 6zgiilliigii olmamasina
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ragmen L. infantum enfeksiyonu saptanmasi i¢in 6nem teskil etmektedir.(Solano-Gallego ve
ark, 2009).

CanL ile uyumlu Klinik belirtileri ve/veya klinik patolojik anormallikleri olan kdpek

POZITII Kantitatif seroloji NEGATIF

Filkse AL Sitolojik/Histolojik CanL in
DIgE yilksek siiphe

degerlendirme

Leismania amastigotlan

Diger

Dogrulanm
& ’ tanilar

Canl distinfilmel:

Sekil 4. CVL ile uyumlu kopeklere tan1 yaklasimi i¢in akis semasi (Solano-Gallego ve ark,
2011)

Resim 4. Fizik muayene ve laboratuvar testleri ile klinik siniflandirma A: klinik olarak

saglikl enfekte; B: Hasta
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Parazitolojik

Tam

Yintemleri

/ N\

Molekiiler

Serolojik

Sekil 5. CVL i¢in en yaygin tan1 yontemleri (Solano-Gallego ve ark, 2011).

CVL'nin teshisi tercihen immiinofloresan antikor testi (IFAT) ve enzime bagl
immiinosorbent analizi (ELISA) gibi kantitatif serolojik teknikler kullanilarak spesifik serum
antikorlarmin (IgG) saptanmasiyla yapilabilir. Immiinokromatografi temelli analizlerin
kullanim1 kolaydir ve yerinde hizli kalitatif sonuglar saglar, ancak bunlarin performans: hala
optimal degildir (Mohebali ve ark, 2004; Mettler ve ark, 2005; Ferroglio ve ark, 2007).
Serolojik kalitatif hizli testlerin yorumu Sekil 6 da agiklanmistir.

Sekil 6. CVL i¢in serolojik kalitatif hizli testlerin yorumlanmasi (Solano-Gallego ve ark,
2011).
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Numuneleri kantitatif serolojik testler yapan bir laboratuvara gondermek miihimdir,
IFAT veya ELISA testleri antikor seviyesinin belirlenmesini saglamaktadir (Solano-Gallego
ve ark, 2009). PZR, dokulardan, kandan, viicut sivilarindan veya hatta histopatolojik
orneklerden elde edilen DNA fizerinde gergeklestirilebilir. L. infantum'un PZR ile saptanmasi
i¢in dokularin farkli duyarliliklar1 (Solano-Gallego ve ark, 2007; 2009; Maia ve ark, 2009) ve
PZR tekniklerinin degisken sensitiviteleri Tablo 3’te listelenmistir. Kinetoplast DNA'sinin
(KDNA) saptanmasina dayanan analizler, enfekte olmus dokularda dogrudan tespit i¢in en
hassas analiz gibi goriinmektedir (Maia ve Campino, 2008; Miro ve ark, 2008). Gergek
zamanli PZR, Leishmania'nin nicellestirilmesine izin verir enfekte kopeklerin dokularindaki
parazit yiikii, tedavi sirasinda tani ve takip i¢in yararlidir (Pennisi ve ark, 2005; Manna ve ark,
2008). PZR ile saglanan bilgilerin, klinikopatolojik ve serolojik degerlendirmelerden elde

edilen verilerden ayrilmamasi gerektigini vurgulamak 6nemlidir.

Tablo 3. PZR i¢in kullanilacak dokularin se¢imi ve PZR teknikleri (Solano-Gallego ve ark,
2011).
PZR icin kullamlabilecek teknik ve érnekler

Daha hassas

Ornekler Teknikler
. Kemik iligi Gercek zamanli PZR
o Lenf Nodu
. Dalak
o Deri
. Konjunktiva

Az hassas

Ornekler Teknikler

. Kan Nested PZR; Konvansiyonel PZR

. Bufty coat (beyaz kan hiicreleri)

. Idrar
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Yiiksek diizeyde antikorlar, kdpeklerde, leishmaniasis ile uyumlu klinik belirtiler ve /
veya klinikopatolojik anormalliklere sahip CVL tanisini1 dogrulamaktadir (Reis ve ark, 2006).
Bununla birlikte, diisiik bir antikor seviyesinin varligi, mutlaka hastaligin gostergesi degildir
ve klinik leishmaniosis'i onaylamak veya diglamak i¢in daha fazla ¢caligma gereklidir (Solano-
Gallego ve ark, 2009). Endemik bir bolgeye seyahat eden endemik olmayan bir bolgede
yasayan hasta veya saglikli kopekler icin tanmi1 yaklasimi, endemik alana maruz kalmanin

baslamasindan ii¢ ay sonra kantitatif serolojiyi igermelidir.

2.4.1. Molekiiler Tam

Molekiiler testlerin analitik duyarliligi 0,001 ile 0,1 arasinda parazit / reaksiyon tespit
edilebilmektedir (Francino ve ark, 2006; Carson ve ark, 2010). Bununla birlikte, farkli
enfeksiyon agamalarinda gercek tanisal etkinligin belirlenmesi, farkli ¢alismalarda kullanilan
nispeten heterojen klinik kriterler nedeniyle sorunlu olabilmektedir.

Kilavuzlar olusturulmadan 6nce (Solano-Gallego ve ark, 2009), oligosemptomatik veya
CVL belirtileri ve semptomlarinin sayisina gore polisemptomatik hayvanlar, caligmalar

arasinda farklilik gostererek karsilastirmalarini zorlagtirabilmektedir.

2.4.1.1. Parazit hedefleri

Leishmania kinetoplast DNA'sinda (kDNA) bulunan DNA mini halkalar1 (dairesel
plazmid tiirevleri) bu molekiiler hedefi, Leishmania tiirlerini tespit etmeyi amaclayan
molekiiler testlerin ¢ogunlugunun temelini olusturmustur, ancak ITS-1 (Internal Transcribed
Spacer-1) 18S r RNA ve glikoprotein-63 (gp-63) gibi diger hedefler kullanilmigtir (Rodger ve
ark, 1990; Guerbouj ve ark, 2014). Molekiiler testlerin duyarliligi olarak % 95 ila% 100
arasindadir (Strauss-Ayali ve ark, 2004; Moreira ve ark, 2007; Carson ve ark, 2010;
Mohammadiha ve ark, 2013). Cogu rapor kDNA bazli konvansiyonel PZR (cPZR) 'nin
polisemptomatik kdpeklerin kan 6rneklerinde % 89 ile % 100 arasinda bir duyarliliga sahip
oldugunu gostermistir (Lachaud ve ark, 2002; Manna ve ark, 2004; Carson ve ark, 2010).

Konvansiyonel PZR oligoniikleotit primerlerle aranan genomun belli bir kismini
¢ogaltmaya yaramaktadir (Reis ve ark, 2013). 100 ile 1000 kopya arasinda hedef DNA
yapildig1 icin duyarliligs yiiksektir. Ozgiilliik hedef DNA’ya primer dizaynina ve testin
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optimizasyonuna baghidir. PZR L150 / L152 primerleri, 120 bp'lik bir fragman olan
Leishmania kDNA mini halkasinin dagilmis bolgesini biiyiitmek igin kullanilmistir (Degrave
ve ark, 1994). cPZR i¢in kullanilan primer sekans dizileri Tablo 4’te gosterilmistir (Reis ve
ark, 2013). PZR amplifikasyonlari, 6 dakika siireyle 96 ‘C'de ilk denatiirasyon, ardindan
93°C'de 30 sn’de 30 dongii, 64 'C'de 30 saniye ve 72 "C'de 30 saniye ve son olarak 72 ‘C'de 7
dakikanin tamamlanmasindan sonra DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini

uzatmasi ile saglanmaktadir (Reis ve ark, 2013).

Tablo 4. cPZR i¢in kullanilan primer sekans dizileri (Reis ve ark, 2013).

Metod Hedef Primer sekans (5°-3”) Sonug (bp)
cPZR LL150/L152 fileriye dogru: GGG (G/T)AG GGG CGT 120
TCT (G/C)CG AA
Terse dogru: (G/C) (G/C) (G/C)(A/T)CT
AT(A/IT) TTACACCAACCCC

Bununla birlikte, yontem asemptomatik kopeklere wuygulandiginda duyarlilik
azalmaktadir (6rnegin, dongii aracili amplifikasyon [LAMP], PZR) (Francino ve ark, 2006;
Gao ve ark, 2015). Real-time kantitatif PZR (qPZR) artik yiiksek duyarliligi nedeniyle en
glivenilir tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir (Carson ve ark, 2010). Belirsiz CVL
olgularinda qPZR’1n prognostik degeri Sekil 7°de gosterilmistir (Martinez ve ark, 2011). Ayni
kopek orneklerinde degerlendirilen farkli molekiiler testler (n = 67 .kopek) qPZR'1n(% 91)
nested KDNA cPZR (% 72), nested ITS-1 PZR (% 54)’dan daha duyarli oldugunu gostermistir
(Carson ve ark, 2010). Ayrica, kemik iliginin degerlendirmeleri, g°PZR'in 0.2 parazit / mL
tespit ettigini, cPZR'nin sadece > 30 parazit / mL iceren ornekler oldugunda pozitif sonug
verdigini gostermistir (Francino ve ark, 2006). qPZR igin tercih edilebilecek dokular Sekil
8’de gosterilmistir. Hizli, diisiik maliyetli bir gPZR tahlili daha 6nce yayinlanmig bir PZR
yontemine dayanarak, reaksiyon hacimlerini ve DNA amplifikasyon siiresini azaltarak
optimize edilmistir (Francino ve ark, 2006). Test, L. infantum veya L. braziliensis'i yiiksek
hassasiyetle giiclendirmistir (0.002 parazit / reaksiyon) (Dantas-Torres ve ark, 2017). gPZR
icin tercih edilebilecek dokular Sekil 8’de gosterilmistir (Martinez ve ark, 2011).
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Seroloji

Stipheli

%9.8(28/285)

CanL ile uyumiu klinik
belirtileri olan kdpekler

%40.1(285710)

Diisiik

9%7.4(21/285) 9528.6(6721)

Orta Parazitemi |
%42.9(3/7)

CanL ile uyumlu klinik
belirtileri olmayan kopekler

Pozitif

9659.9(425/710) 9%20.2(86425)

‘iiksek Parazitemi
%37.1(417)

Yiiksek Parazitemi

%100
©9)

%714

qPZR  Hastahgm gelismesi muhtemel kopekler

Orta Parazitemi
%10.7(328) |

Sekil 7. Belirsiz CVL olgularinda qPZR’ 1n prognostik degeri (Martinez ve ark, 2011)

PZR icin tercih edilen doku
= |
B
Bulgular = | Kiink Belistleri Olmayan Kopekler | Klinik Belirtileri Olan Kapekler
Negattserolj | |___Poaitl Selroloji | Negatif Viksek Pozitif Seroloj
Seroloji l 1 l
Sonuclan ™ 1
Belirsiz-Diisiik Orta-Yiiksek Sistemik B Okiiler Dermatolojik
| - | e ol [lf [l ) [reosioprriedd
e B Kemik Iligi :
ng l?'m o?'uz:i!l 5 LabiNeds A% Kemik ligi Kenik hm i Dﬂ;l.e;,\m
oku rnegi LezyonelKonjuktival s b Leaf Nodu Aspirat -
- Swab Periferal Kan Periferal Kan
Smab Swab

Sekil 8. qPZR i¢in tercih edilen doku (Martinez ve ark, 2011)
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2.4.1.2. Numune kaynagi

Numune kaynaginin, enfekte kopekleri tanimlamak i¢in molekiiler testlerin kapasitesi
tizerinde Onemli bir etkisi vardir. Kemik iligi ve lenf nodu ornekleri klinik durumdan
bagimsiz olarak diger bolgelere kiyasla en fazla pozitif sonug vermektedir (Lombardo ve ark,
2012; Almeida ve ark, 2013). Konjunktiva, oral mukoza veya burundan alinan swab ornekleri
daha az invaziv ve hassas tan1 yontemleri olmakla birlikte kandan daha yiiksek parazit yiikleri
olan Ornekler saglamaktadir (Strauss-Ayali ve ark, 2004; Leite ve ark, 2010; Lombardo ve
ark, 2012; Aschar ve ark, 2016). ITS-1 cPZR veya kDNA PZR hibridizasyonunun
kullanilmasi, dogal olarak enfekte olmus kopeklerin % 91 ila% 92'sinin konjunktival
numunelerde pozitif oldugunu gostermistir (Strauss-Ayali ve ark, 2004; de Almeida Ferreira
ve ark, 2008).

2.4.1.3. POC (Point of care) molekiiler testleri

POC metotlari, testleri yapmak icin karmagsik ekipman veya yiiksek seviyede uzmanlik
gerektirmeyen, sabit sicakliklarda DNA'y1 biiylitebilen polimerazlar1 kullanmaktadir. LAMP
(dongii aracili izotermal amplifikasyon) (Eiken Chemical Company, Tokyo, Japonya) iplik¢ik
yer degistirme aktivitesine sahip bir DNA polimeraz ve alt1 farkli DNA bélgesini tantyan dort
primer kullanir, bu da onu olduke¢a spesifik kilmaktadir (Mori ve Notomi, 2009). Bu yontem
daha once % 90.7 ila % 96.4 duyarlilik ve % 98.5 ila % 100 ozgilliikleri olan Viseral
Leishmaniasis hastalarinin kaninda (Leishmania donovani) degerlendirilmistir (Khan ve ark,
2012; Verma ve ark, 2013). Cin'de bazi arastirmacilar, konjonktival 6rneklerde LAMP
kullanimi, cPZR'ye (% 58.6) benzer olan ve her iki mikroskopiden (% 10.8) veya ELISA ile
pozitif olan kopeklerin oranindan (% 40.5) 6nemli 6l¢iide daha yiiksek olan % 61 enfekte
olmus kdpekleri tanimlamistir (Gao ve ark, 2015).Bununla birlikte, Cin'de izole edilmis bir L.
infantum susundan tasarlanan bu kDNA primerleri, diger iilkelerde sus amplifiye
edilemediginden elde edilememistir. Bu suslarin standart yontemler kullanilarak daha fazla
tiplendirilmesi hala gerekmektedir.

Coklu patojenleri teshis etmek i¢in baska bir izotermal molekiiler yontem, rekombinaz
polimeraz amplifikasyonuna (RPA; TwistDx, UK) dayanmaktadir. RPA karigimi tek iplikgikli
DNA baglayici protein ve iplik¢ik, yer degistiren polimeraz olmak iizere ii¢ ¢ekirdek protein
icermektedir. Spesifik ileri ve geri primerler ile kombinasyon halinde, tespit edilecek patojene
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bagli olarak 24°C ila 45°C ve 15 ila 60 dakikalik inkiibasyon siireleri arasindaki sabit
sicakliklarda DNA amplifikasyonunu miimkiin kilmaktadir (Daher ve ark, 2016).
Amplifikasyon {irtinleri lateral bir akis seridinde ¢iplak gézle okunabilmektedir.

CVL igin bir RPA-lateral akis testi (RPA-LF), yakin zamanda L. infantum KDNA
minikiilleri hedefleyen primerlere ve problara dayanarak gelistirilmistir (Castellanos-
Gonzalez ve ark, 2015). Bu kalitatif test, 40 dakika boyunca 42°C'de gergeklestirilir ve daha
sonra bir yanal akis seridi (Milenia Hybridetect, TwistDX veya UStar Biotechnologies,
Hangzhou, Cin) olarak okunmaktadir. Ayrica qPZR'a benzer analitik duyarliliga sahiptir ve
mL basma 40 parazit tespit edebilmektedir. RPA-LF, semptomatik kopeklerin oral
mukozasinda L. infantum tespit etmistir. Arjantin'de endemik bir bdlgeden klinik olarak
normal olan 30 kdpekten yapilan taramada, hayvanlarin % 50'sinin, RPA-LF tarafindan
belirlenen sekilde subklinik olarak enfekte oldugu tespit edilmis olup % 13.3'i, rekombinant
kinesin-39 (rK39) testi kullanilarak serolojik olarak pozitif bulunmustur (Castellanos-
Gonzalez ve ark, 2015). Diger patojenler igin gelistirilen LAMP ve RPA kantitatif teshis
yontemleri, POC testleri olarak uygulanamaz, ¢iinkii nispeten egitimli personel ve maliyetli
ekipman gerektirmektedir (Cai ve ark, 2008; Fang ve ark, 2010; Lucchi ve ark, 2010; Xia ve
ark, 2014). Resim 5’teki olgunun hizli test kiti negatif fakat POC molekiiler testinin pozitif

¢itkmasi molekiiler taninin diagnostik 6nemini ortaya koymaktadir.

vl
y
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Resim 5. Molekiiler taninin diagnostik 6nemi A: Hizli test kiti negatif; B: POC testi pozitif;
C: CVL ile enfekte olgu
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2.4.2. Serolojik Tan1

Parazit antijenlerine serokonversiyon enfektif bir flebotomin isirigindan sonra bir ay
kadar erken bir siiregte olabilmektedir (Moreno ve Alvar, 2002).Aktif CVL genellikle tiim
simiflarin  6nemli antikor titreleriyle iligkilidir, diisiik antikor seviyeleri ise subklinik
enfeksiyonlarin veya maruz kalmis fakat enfekte olmamis kopeklerin karakteristigidir
(Saridomichelakis, 2009). Her ne kadar farkli antikor izotiplerinin kullanimi serolojik
degerlendirmeleri gelistirmek i¢in Onerilmis olsa da (Iniesta ve ark, 2005; Day, 2007; de
Freitas ve ark, 2012) 134 kdpegin kohortundan elde edilen en son verilerde izotip yanitinin
major prediktif degeri olmadigimi gostermektedir (Laranjeira ve ark, 2014). Artan
immiinoglobulin G2 seviyeleri koruyucu yanitlarla iligkilendirilirken, artan IgG1 tiretimi kotii
prognoz olarak kabul edilmistir (Iniesta ve ark, 2005). IgE ve IgA daha ¢ok aktif CVL'de
saptanmig gibi gorlinse de, ancak asemptomatik kopeklerde de diisiik prediktif degeri
bulunmaktadir (Iniesta ve ark, 2005; Reis ve ark, 2006; Rodriguez-Cortes ve ark, 2007).

Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalarda biitiin parazitleri, ¢oziiniir parazit 6ziitlerini veya
ilgilenilen genlerden tiiretilmis rekombinant proteinleri iceren serolojik testler kullanilmistir.
Igili protein epitoplar1 olan kimerik antijenlerin yakin zamandaki gelisimi, bu yontemin aktif
hastalik veya asemptomatik enfeksiyon sirasinda spesifik antikorlar1 tespit etme kapasitesini
gostermistir (Mettler ve ark, 2005; Paltrinieri ve ark, 2010).

Dogrudan agliitinasyon testi, tripsinize edilmis Coomassie mavisi ile boyanmis
Leishmania promastigotlarinin anti-leishmania antikorlari ile agliitinasyonuna dayanmaktadir.
Sahada kullanim i¢in gelistirilen ilk serolojik test, kanitlanmis klinik kesinligi olan basit, ucuz
ve giivenilirdir (Sousa ve ark, 2011; Adams ve ark, 2012). Ayrica, elektrik ekipmani
gerektirmeyen ve 2 yila kadar raf dmriine sahip laboratuvarlarda yapilabilmektedir. Dogrudan
agliitinasyon testi uzun inkiibasyon siirelerine sahiptir ve testi uygulamak uzmanlik
gerektirmektedir (Gomez-Ochoa ve ark, 2003; Adams ve ark,2012). Sirastyla % 91 -% 100 ve
% 72 -% 100 arasinda bir duyarliliga ve 6zgiilliige sahiptir, ancak son nokta titrelerinin 6znel
olarak okunmasi, gézlemciler arasi uyusmazliklara neden olmaktadir (Adams ve ark, 2012;
Oliveira ve ark, 2016). Bu dezavantajlara ragmen dogrudan agliitinasyon testi genellikle ¢ok
sayida Ornege uygulanan rutin bir serolojik test olarak kabul edilmektedir (Schallig ve ark,
2002). Hizli agliitinasyon taramasi testi (FAST), normal serumlarin kesim noktasinin
tizerindeki tek bir serum seyreltmesine dayanan bir dogrudan agliitinasyon testi (DAT)
modifikasyonudur. Daha kisa inkiibasyon siireleri gerektirir ve biiyiik kopek popiilasyonlarini

taramak i¢in optimize edilmistir (Schallig ve ark, 2002).
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Leishmaniasis promastigotlarina karsi immiinofloresan antikor testi (IFAT), CVL tanisi
icin referans nitel serolojik yontemdir (Paltrinieri ve ark, 2016). Ozel ekipman ve egitimli
personele ihtiyag duymasi nedeniyle, IFAT kullanimi laboratuvar kosullariyla sinir olmaktadir
(Solano-Gallego ve ark, 2014). Semptomatik hayvanlarda 6zgiilliik ve duyarlilik % 100'e
yakindir. Bazi 6nemli smirlamalar sunlardir; tripanosomlar gibi diger patojenlerle capraz
reaksiyon gosterebilmesi (Solano-Gallego ve ark, 2014; Paltrinieri ve ark, 2016) ve
asemptomatik kopeklerin tanimlanmasinda ELISA ile karsilastirildiginda anlamli derecede
diisiik duyarliliga sahip olmasidir(Mettler ve ark, 2005).

ELISA, antijen kapl mikroplakalar ve antikor yogunlugunu optik yogunlukla belirleyen
bir spektrofotometre kullanarak ¢ok sayida numunenin taranmasina izin vermektedir. Mutlak
antikor miktar tayini potansiyeli ELISA'y1 operator yanliligina daha az duyarl olan gii¢lii bir
ara¢ olarak sunmaktadir. Giliglii yanlarindan biri, ¢oklu antijen kombinasyonlarinin
kullanilmast ve boylece yontemin duyarliligini ve / veya 6zgiilliiglinii arttirma olasiliginin
olmasidir (Soto ve ark, 1998; Santarem ve ark, 2010). Akis sitometrisi, Leishmania yiizey
antijenlerine karsi antikorlar1 6lgen ve daha fazla korunan hiicre i¢i yapilara karsi capraz
reaktiviteyi Onleyen gelismekte olan yeni bir teknolojidir (Goetzman,1993).Amastigot veya
promastigot kullanarak, bu yontemin yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik seviyelerine ulastigini ve
enfekte olmus ancak klinik olarak saglikli ve hasta kopeklerin serolojik profillerini ayirt ettigi

gosterilmistir (Silvestre ve ark, 2008).

2.4.2.1. Serodiyagnoz i¢in kullamlan antijenler

Ham promastigot antijenlerini kullanan yontemler, subklinik ve klinik enfeksiyonlar
saptama konusunda oldukg¢a hassastir, ancak diger antijenleri kullanan yontemlerden daha
diisiik 6zgiilliige sahip oldugu bazi galismalarda mevcuttur (Gomez-Ochoa ve ark, 2003;
Rodriguez-Cortes ve ark, 2010).Aksenik amastigotlardan ¢6ziinen antijenler, ham lisatlar
olarak kullanildiginda promastigotlara denk oldugu saptanmistir (Silvestre ve ark,
2008).Rekombinant proteinler, saha teshisi i¢in iyi aday antijenler olarak kabul edilmektedir,
¢linkii kolayca adsorbe edilmektedir ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir (Pattabhi ve ark,
2010; Santarem ve ark, 2010; Venturin ve ark, 2015; Lauricella ve ark, 2016).Bunlar arasinda
en basarili antijen bilimsel ortamdan klinik ortama taginan rK39 olmustur. Bu 39 + amino asit
bir Kinesin ile iliskili protein Visceral Leishmania tiirleri arasinda yiiksek oranda korunmustur

(Gomez-Ochoa ve ark, 2003; Mettler ve ark, 2005).
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Akdeniz havzasinda ve Giliney Amerika'da bulunan kopek kohortlarinda yiiksek
hassasiyet (%90 + %100) gostererek aktif CVL'yi tespit edebilme kapasitesine sahiptir
(Badaro ve ark, 1996; Ozensoy ve ark, 1998; Rhalem ve ark, 1999; Scalone ve ark, 2002).
Buna ragmen, rK39 asemptomatik enfeksiyonlar1 saptamada diger serolojik yontemlerden
daha az spesifik ve hassastir (Rhalem ve ark, 1999; Santarem ve ark, 2010).insan CVL'sine
uygulandiginda duyarlilik ve 6zgiilliikteki dalgalanmalar da tanimlanmigtir (Bhattacharyya ve
ark, 2013).

Brezilya'da, rK39 dipstick testi gelenecksel promastigot ELISA ile karsilastirildiginda
daha diisiik (%80'den az) ozellige sahiptir (Reithinger ve ark, 2002). rK39 etkinliginin
endemik bolgelere gore degiskenligi, aktif CVL ve asemptomatik enfeksiyonu
degerlendirmek i¢in daha iyi alternatifler aramaya neden olmustur. Ornegin, rKLOS ve rK26,
CVL'nin tanisal dogrulugunu artirabilen antijenler olarak onerilmistir (Abad ve ark, 2017). Bu
iki antijenin kombinasyonu bireysel duyarliliklarina ve ozgiilliklerine gore daha yiiksek
hassasiyet ve 0zgiilliik gostermistir. Ayn1 zamanda, asemptomatik enfekte kopeklerin tespit
edilmesini gelistirmek icin kimerik multiepitoplu proteinler iiretilmektedir (Faria ve ark,
2015).

Immiinoproteomik gibi yeni yaklagimlar, CVL i¢in yiiksek 6zgiilliikk ve duyarliliga sahip
nitelendirilmemis bir hipotetik protein tanimlamstir (Lage ve ark, 2016). Bu hipotetik protein
ELISA metodunda kullanilmis olup, L. infantum ile enfekte olmus hasta ve klinik olarak
saglikli kopeklerin numunelerinde %100 duyarlilik ve o6zgiilliikk géstermistir. Ayrica, L.
infantum tarafindan salgilanan proteinler veya rekombinant proteinlerin g¢oklu antijen
baskilayici immunoassay (MAPIA) teshisi i¢in antijen kaynaklart olarak Onerilmistir (de
Oliveira ve ark, 2015; Lima ve ark, 2016; Pinedo-Cancino ve ark, 2016). Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, kullanimi ELISA formatina uygulanan L. infantum'dan salgilanan
antijenler, enfekte olmus kopeklerin %100'inii saptamustir (Pinedo-Cancino ve ark, 2016).

POC serolojik testleri temel olarak kalitatif immiinokromatografik testlere
dayanmaktadir (Travi ve ark, 2018). Suanda mevcut olan ¢ogu ticari kit, rK39, rK26 ve
rKE16 gibi birka¢ onaylanmis rekombinant antijen kullanmaktadir (da Costa ve ark, 2003;
Farahmand ve ark, 2015). Testlerin ¢ogunda plazma, serum, tam kan veya filtre kagidina
adsorbe edilen kan gibi belirgin biyolojik sivilar kullanilabilmektedir. Ticari Kitlerin
ozgilligi (>%90), olduk¢a degisken olabilen (%30 + %90) hassasiyetin aksine, genellikle
yiiksektir ve hem klinik hem de epidemiyolojik uygulamalar i¢cin dnem teskil etmektedir
(Reithinger ve ark, 2002; Mettler ve ark, 2005; Laurenti ve ark, 2014; Farahmand ve ark,
2015).
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2.5. Hastahi@in Evrelendirmesi

2.5.1. Evre-1 (Hafif Siddetli Hastahk)

Etken ile enfekte olan hayvanlarda lenf yumrularinda sislik, papiiler dermatitis gibi hafif
Klinik belirtiler goriilebilmektedir. Genellikle klinikopatolojik bozukluk gézlenmez. Seroloji
yapildiginda diisiik pozitif veya negatif antikor diizeyi saptanmaktadir (Solano-Gallego ve
ark, 2011). Renal profil normaldir (Tablo 5).

Tablo 5. CVL Evre 1 (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Klinik evre Seroloji Klinik goriiniim Laboratuvar bulgular
(antikor titresi)
Evre I Diistik / - Dermatitis (papiiler) Cogunlukla laboratuvar
Lenf yumrularinda siglik anormallik tespit edilmez.
Kreatinin < 1,4 mg/dL
Proteintiri yok. Idrar

protein/ kreatinin <0,5

IRIS* (Uluslararas1 Nefroloji Dernegi siniflandirmasi)- Kronik Bobrek hastaliginin

evrelendirilmesi

2.5.2. Evre-2 (Orta Siddetli Hastalk)

Etken ile enfekte olan hayvanlarda Evre 1°deki klinik belirtilerden farkli olarak yaygin
veya simetrik eksfoliyatif dermatit, mukokutandz iilserasyonlar gibi dermatolojik problemler,
onikogrifozis istahsizlik, kilo kaybi, ates ve burun kanamasi gibi bulgular olabilmektedir.
Seroloji yapildiginda diisiik veya yiiksek pozitif antikor diizeyleri saptanmaktadir (Solano-
Gallego ve ark, 2011). Non-rejeneratif 1limli anemi, serum hiperviskozite sendromu,
hipoalbuminemi, hiperglobulinemi ve hipergamaglobulinemi goriilebilmektedir Renal profil
normaldir (Tablo 6).
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Tablo 6. CVL Evre 2 (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Klinik evre Seroloji Klinik goriiniim Laboratuvar bulgular
(antikor titresi)
Evre 1l Diistik / ytiksek l.evredeki bulgular haricinde Rejeneratif olmayan anemi

ates, tirnaklarda anormal
uzama, zayiflama, dermatitis
(eksfoliatif), burun kanamasi,
iilserasyonlar

(hafif)

Kanda y-globulin seviyesinde
artis, albiimin  seviyesinde
azalma

Kreatinin < 1,4 mg/dL
Proteiniiri yok. Idrar protein/
kreatinin <0,5 ya da 0,5-1

IRIS* (Uluslararas1 Nefroloji Dernegi simiflandirmasi)-

evrelendirilmesi

2.5.3. Evre-3 (Siddetli Hastahk)

Kronik Bobrek hastaliginin

Etken ile enfekte olan hayvanlarda evre 1 ve 2’deki kilinik bulgulardan ayri olarak

immiinkompleks lezyonlardan kaynaklanan vaskulit, artrit, tiveit ve glomerulonefrit gibi

bulgular olabilmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2011). Seroloji yapildiginda orta veya yiiksek

pozitif antikor diizeyleri saptanmaktadir. Non-rejeneratif ilimli anemi, serum hiperviskozite

sendromu, hipoalbuminemi, hiperglobulinemi goriilebilmektedir. Kronik bobrek yetmezligi

goriilmektedir (Tablo 7).

Tablo 7. CVL Evre 3 (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Klinik evre Seroloji Klinik goriiniim Laboratuvar bulgular
(antikor titresi)
Evre 111 Orta / yiiksek | ve Il. Evrelerdeki bulgular 1I. evreye ek olarak:

dahil olmak iizere artrit,
immun kompleks reaksiyonu,
glomeriilonefrit, {iiveit ve
vaskaiilit

IRIS* I. Evre

idrar protein/kreatinin >1 ya da
IRIS* Il. Evre Kreatinin 1,4-2
mg/dL

IRIS* (Uluslararas1 Nefroloji Dernegi smiflandirmasi)-

evrelendirilmesi

Kronik Bobrek hastaliginin
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2.5.4. Evre-4 (Cok Siddetli Hastalik)

Etken ile enfekte olan hayvanlarda evre 3’te belirtilen klinik anormalliklere ek olarak
pulmoner tromboemboli, veya nefrotik sendrom ve renal hastaligin son evresi goriilmektedir.
Seroloji yapildiginda orta veya yiiksek pozitif antikor diizeyleri saptanmaktadir. Non-
rejeneratif 1limli anemi, serum hiperviskozite sendromu, hipoalbuminemi, hiperglobulinemi
goriilebilmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2011). Kronik bobrek yetmezligi gozlenmektedir
(Tablo 8).

Tablo 8. CVL Evre 4 (Solano-Gallego ve ark, 2011).

Klinik evre Seroloji Klinik goriiniim Laboratuvar bulgular
(antikor titresi)
Evre IV Yiiksek I11. evreye ek olarak: nefrotik Il. evreye ek olarak:
sendrom, tromboemboli IRIS* Ill.Evre Kreatinin 2-5
(pulmoner) mg/ dL ya da IRIS* Evre IV

Kreatinin >5 mg/dL, idrar
protein/ kreatinin >5

IRIS* (Uluslararas1 Nefroloji Dernegi siniflandirmasi)- Kronik Bobrek hastaliginin

evrelendirilmesi

2.6. Sagaltim ve Prognoz

Evre-1’de kullanilabilecek ilag segenekleri arasinda allopurinol(tek), domperidon(tek),
meglumine antimoniate (tek) veya miltefosine/allopurinol+meglumine antimoniate veya
allopurinol+miltefosine kombinasyonlar1 yer almaktadir. Bu evrede prognoz ‘iyi’ olarak
nitelendirilmektedir. (Solano-Gallego ve ark, 2009).

Evre-2’de kullanilabilecek ilag secenekleri arasinda allopurinol+meglumine antimoniate
veya allopurinol+miltefosine kombinasyonlart yer almaktadir. Bu evrede prognoz ‘iyi-
stipheli’ olarak nitelendirilmektedir. (Solano-Gallego ve ark, 2009).

Evre-3’te kullanilabilecek ilag se¢enekleri arasinda allopurinol+ meglumine antimoniate
veya allopurinol+miltefosine kombinasyonlari yer almaktadir. Kronik bobrek yetmezligi igin
IRIS algoritmalarinin takip edilmesi 6nem teskil etmektedir. Bu evrede prognoz ‘siipheli-

kotli” olarak nitelendirilmektedir. (Solano-Gallego ve ark, 2009).
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Evre-4’te sadece allopurinol kullanilmaktadir ve kronik bobrek yetmezligi i¢in IRIS
algoritmalarinin takip edilmesi onem teskil etmektedir. Bu evrede prognoz ‘kétii” olarak

nitelendirilmektedir. (Solano-Gallego ve ark, 2009).

2.7. Deri Muayenesine Ait Fiziksel Biyobelirtecler

TEWL, deri hidrasyonu ve deri pH's1, derinin sagliginin bir goériintiisiinii saglamaktadir.
Hastalik durumlarinda biiyiik 6lciide degiskenlik gostermektedirler (Oh ve Oh, 2009; 2010).
Bu endeksler sadece dis ortam kosullarini degil ayn1 zamanda deri 1s1s1, derinin kan akimi,
korneosit olusum derecesi, stratum korneumun lipid igerigi gibi i¢ deri degisikliklerini de
yansitir. Cesitli hastaliklar ve deri hastaliklar1 deri hidrasyon durumunu, TEWL'yi ve deri
pH'sin1 degistirmistir; bu da deri bariyer biitlinliigiiniin korunmas1 ve patojenlere ve ¢evresel

yaralanmalara karsi korunmasi i¢in 6nemlidir (Oh ve Oh, 2009; 2010).

2.7.1. Deri Nemi

Su kaybiin 6nlenmesi ve dis ¢evreden korunmasinda 6nemli bir bariyer olan stratum
korneum epidermisin en dis tabakasidir (Rudikoff, 1998). Stratum korneumun nem igerigi
deri sagliginin korunmasinda 6nemli faktorlerden birisi olmaktadir (Boncheva ve ark, 2009).
Stratum korneumda suyun birikimi korneositlerdeki dogal nemlendirici faktore ve
transepidermal su kaybina karsi bariyer olusturan korneositler arasindaki lipidlere baglidir
(Chang ve ark, 2008). Korneositlerdeki dogal nemlendirici faktorler stratum korneumun kuru
agirhginin yaklasik %5 ila %30 kadarini olusturmakta ve stratum korneumun giicii ve
elastikiyetinin saglanmasinda onem teskil etmektedir. Filagrin ve epidermal proteinlerin
metabolizmast sonucu dogal nemlendirici faktorler meydana gelmekte ve bu faktorlerin
icerigi lirokonik asit, lire, laktat, serbest aminoasitler ve 2 pyrolidone-5 karboksilik asitten
olusmaktadir (Rudikoff, 1998; Loden, 2005; Yadav ve ark, 2009).

Stratum korneumun toplam kuru agirliginin %15 ila 20 kadarini su olusturmaktadir.
Ancak belirtilen bu oran dis ortamin nemlilik derecesine baglh olarak degiskenlik
gosterebilmektedir (Wiedersberg ve ark, 2009). Stratum korneumun esnekliginin devami i¢in
en az %10 kadarinin su olmasi gerektigi onceki calismalarda bildirilmistir (Yadav ve ark,

2009). Deri fonksiyonlarinin diizenlenmesinde dogal nemlendirici faktorler, epidermal lipidler
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ve su stratum korneumun mekanik ve fiziksel Ozelliklerini etkileyerek rol oynamaktadir.
Stratum korneumun permeabilitesinin bozulmasi ve hidrasyonunun azalmasi, esansiyel yag

asitleri yetersizligi ve stres deri hastaliklarinin olugsmasina zemin hazirlamaktadir.

2.7.2. Deri pH

Insanlarda epidermal pH seviyesi 5,2-5,5 (Kim ve ark, 2006) iken pet hayvanlarinda 7-
7,5 arasindadir (Ruedisueli ve ark, 1998). Tiim tiirler i¢inde alkalilik derecesi en fazla olan tiir
kopeklerdir (Draize ve ark, 1942). X kromozomuna baglh resesif iktiyozlarda ve otozomal
dominantlarda deri yiizey pH’s1 normalden farklilik gostermektedir (Bolognia ve ark, 2003).

Derinin pH dengesi bozuldugunda epidermisin asir1 kurumasi ve asmmasina bagh
olarak enfeksiyon meydana gelebilmekte bakteriler i¢cin uygun iireme alani olusabilmektedir.
Genel olarak deri kalinlig1 kopeklerde daha fazladir fakat bu durumun tam tersine epidermis
cok incedir. Insanlarda epidermis 18 ila 20 hiicre tabakasi kalinliginda iken kopeklerde bu
deger 8-10 hiicre tabakasi kalinligindadir (Lloyd ve ark, 1982; Mason ve ark, 1993).
Kopeklerde integlimenter Ortiiniin rengi, deri fizyolojisi, anatomik bolge, irk, cinsiyet, cografi
lokalizasyon ve c¢evresel klimatik kosullar deri pH’sin1 etkileyen faktorler arasindadir (Mason,

1993). Deri pH’smin aside dogru kaymasi mayalarin iliremesine ortam hazirlamaktadir

(Korting ve ark, 1991).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Hayvan Materyali

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali
Klinigine getirilen CVL pozitif (n=28) ve saglikli (n=10) olan farkli irk ve cinsiyette
toplamda 38 kopek calisma kapsamina alindi.

15.02.2014 tarihli 28914 sayili Resmi gazetede yaymlanan Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu Calisma Usiil ve Esaslarina dair yonetmeligin 2. Maddesinin (b) bendinde ‘’Deneysel
olmayan klinik veteriner hekimligi uygulamalarinda’’ etik kurul onayina gerek olmadig1 agik
sekilde ifade edildiginden, bu tez c¢alismasinda etik kurul onayr bulunmamaktadir. Bu
calismay1 fakiiltemiz hastanesine getirilen dogal vakalar olusturmakta olup ayrica calismada

aydinlatilmis bilgi onam formu mevcuttur. Bilgi onam formu tezin ekler kismina eklenmistir.

3.2. Yontem

Hizli test kitleri ile Leishmaniasis oldugu tespit edilen hayvanlarda IFAT igin serum
ornekleri, PZR igin deriden siirlintii 6rnegi alindi. Hasta sahiplerine bilgi onam formu
imzalatildiktan sonra Leishmaniasis’li kopeklerin fiziksel muayeneleri, serum biyokimyasal
ve idrar analizleri yapilarak hastaligin evrelendirmesi yapildi. Saghkli (n=10) ve

Leishmaniasisli (n=28) kopeklerde derinin biyofiziksel muayenesi yapildi.

3.2.1. Gruplandirma Protokolii

Klinik belirtiler 15181nda CVL siipheli kdpeklerde EDTA’I1 kan 6rneginden yapilan hizli
test kiti ile Leishmaniasis oldugu tespit edilen hayvanlarda IFAT i¢in serum 6rnekleri, PZR
icin deriden siiriintii 6rnegi alindi. Calismaya alinan CVL’li kopeklerde evreleme “LeishVet

Calisma Grubu”nun o6nerdigi sekilde yapildi (Tablo 9). CVL’li kopekler 4 farkli gruptan
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birinde (her grupta n=7) degerlendirildi. Buna gore; 1. grup: evre 1 (hafif),Il. grup: evre 2
(orta siddetli), III. grup: evre 3 (siddetli),IV. grup: evre 4 (cok siddetli) olarak degerlendirildi.
Evre 4’¢ ait 7 olgunun 2’sinde Ehrlichiosis ile koenfekte oldugu tespit edildi. Saglikli kontrol
grubu (V. grup) ise fakiiltemiz hayvan hastanesine rutin kontrol amagli getirilen, klinik ve
laboratuvar bulgularinda herhangi bir anormallik saptanmayan farkli irk, yas ve cinsiyette

kopeklerden (n=10) olustu.

Tablo 9. Leishmaniasis’te evrelendirme(Solano—Gallego ve ark, 2011).

Klinik evre Seroloji Klinik goriiniim Laboratuvar Bulgular:
(antikor titresi)
Evre I: Diistik / - Dermatitis  (papiiler), Lenf Cogunlukla laboratuvar
yumrularinda biiytime anormallik  tespit edilmez.

Kreatinin < 1,4 mg/dL
Proteiniiri yok. Idrar protein/
kreatinin <0,5

Evre 1l Diisiik / yiiksek l.evredeki bulgular haricinde Rejeneratif olmayan anemi
ates, tirnaklarda  anormal (hafif)
uzama, zayiflama, dermatitis Kanda y-globulin seviyesinde
(eksfoliatif), burun kanamasi, artig, albiimin seviyesinde
tilserasyonlar azalma
Kreatinin < 1,4 mg/dL
Proteiniiri yok. Idrar protein/
kreatinin <0,5 ya da 0,5-1

Evre 11l Orta / yliksek I ve Il. Evrelerdeki bulgular Il. evreye ek olarak:
dahil olmak {lzere artrit, IRIS* |. Evre
immun kompleks reaksiyonu, idrar protein/kreatinin >1 ya
glomeriilonefrit, tveit ve da IRIS* Il. Evre Kreatinin

vaskiilit 1,4-2 mg/dL

Evre IV Yiiksek I11. evreye ek olarak: nefrotik Il. evreye ek olarak:
sendrom, tromboemboli IRIS* Ill. Evre Kreatinin 2-5
(pulmoner) mg/ dL ya da IRIS* Evre IV

Kreatinin >5 mg/dL, idrar
protein/ kreatinin >5

IRIS* (Uluslararast Nefroloji Dernegi siiflandirmasi)- Kronik Bdobrek hastaliginin

evrelendirilmesi

CVL tanis1 konulan kopeklerde hastaligin evrelendirmesinin yapilabilmesi amaciyla

klinik ve laboratuvar muayeneleri gergeklestirildi.
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3.2.2. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Yontemleri

Serolojik, molekiiler, biyokimyasal ve korneometrik analizler gergeklestirildi (Tablo

10). Leishmaniasis pozitif olan olgularda evrelendirme yapabilmek igin kan ve idrar 6rnekleri

alindi. Bu tez kapsaminda teshis yontemine ait algoritma Sekil 9’da gésterilmistir.

Tablo 10. Tez ¢alismasinda izlenen laboratuvar yontemleri

Ornek Parametre / dl¢ii Yontem / cihaz
Deri pH Callegari soft plus korneometre cihazi
Hidrasyon Callegari soft plus korneometre cihazi
Elastikiyet Callegari soft plus korneometre cihazi
Sicaklik Callegari soft plus korneometre cihazi
Melanin Callegari soft plus korneometre cihazi
Serum Anti-Leishmania antikor titresi IFAT / Ticari test Kiti
Kreatinin Spot- Chem EZ sp-4430 biyokimya cihazi
Idrar Protein Kolorimetrik
Kreatinin Kolorimetrik
PZR L. infantum antijenik DNA’s1 Konvansiyonel PZR

(deri swab Ornegi)
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Sekil 9. Bu tez kapsaminda teshis yontemlerine ait algoritma

3.2.2.1. indirekt floresan antikor testi (IFAT)

Kan ornekleri Vena saphena parva’dan alindi. Alinan kanlarin serumlar ¢ikartildi ve
IFAT yontemi (Paltrinieri ve ark, 2010; Solano—Gallego ve ark, 2011) ile anti-leishmania
antikor titreleri belirlendi.

3.2.2.1.1. Leishmania IgG IFAT icerigi:

PBS 20X:

KoHPO, 0.024 kg
NaH,PO, 0.00572 kg
NaCl 0.17 kg

Yukarida belirtilen bilesenler balon jojeye aktarildiktan sonra saf su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra pH 7.4’e gore diizenlendi.

Kaplama soliisyonu (PBS-gliserol)

Gliserin 0.001 Lt

PBS 0.005 Lt eklendi.
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Konjuge: Kegi kanindan temin edilen, insan immunglobulin G’sine kars1 saflastiriimas
floresceinle isaretlenecek olan anti-antikorlar (Fluoline-G) (BioMerieux 75692) incelendi.

Lam: Tim lamlarin iizerine elmas kalem ile her bir siraya 6 yuvarlak denk gelecek
bigimde iki sira yuvarlak ¢izildi. Antijenle kapli 6n yiizler isaretlenme kosuluyla lamin sol
kosesine elmas kalemle isaretleme yapildi.

Antijen: Promastigotlar bir mikroskobi alaninda 500 adet olma kosuluyla lamin
tizerindeki yuvarlaklara pipet araciligiyla yerlestirildikten sonra kurumaya birakildi. Daha
sonra —20°C’de kullanilincaya kadar lam saklama kabinda muhafaza edildi.

Pozitif ve negatif kontrol serumlari: Testin Ozgilliigli dikkate alinarak kaginci
sulandirma basamaginda pozitif deger verdigi bilinen veya negatif olan daha 6nceden ¢aligilan
serumlar kullamldi. IFAT analizleri Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji

Anabilim Dalinda gergeklestirildi.

3.2.2.1.2. Test prosediirii ve uygulanmasi

Master blokta PBS ile serumlar 1/16 ve 1/64 oranlarinda [PBS sirasiyla ilk deliklere
150 pl, ikinci deliklere 150 pl] sulandirildi. Sirayi takip etme amaciyla pipet uglari tek tek sira
ile bos pipet ug¢ kabina yerlestirildi. Sulandirmalar tamamlandiktan sonra vaka sayisi kadar
antijen kaplh lam 20°C ‘den gikartildi. Kapakli kiivet (dibi 1slak kurutma kagidi ile kaph)
icinde lamlar lam tutuculara antijen kapl kisimlar iist bolgeye gelecek sekilde yerlestirildi.
Camlarda sol iist koselere cizik isaretleri konuldu ve uygun lokalizasyona gore kalemle
numaralandirma yapildi. 1/16 ve 1/64 sulandirma basamaklar1 dikkate alinarak bir lamda 6
vakaya iliskin analiz gerceklestirilebileceginden dolayr gerekli lam sayis1 hesaplandi.
Lamlardaki antijen kapli kisimlarin {izerine ortalama 10 pl sulandirma plagindaki en diisiik
sulandirmadan baslanarak pipet uclart siras1  izlenerek konuldu. Islem sirasinda
sulandirmalarin birbirine karigmamasi ve delik disina tasirilmamasina dikkat edildi. Daha
sonra kapakli kiivet kapatilarak 37°C’de 1800 saniye etiive kaldirildi. Lamlar bu siire sonunda
etlivden alinarak PBS ile 3’er kez olma kaydiyla 5’er dakika yikandi. Lamlar oda sicakliginda
kurutma kagidi tizerine dik olarak yerlestirilip kurumasi i¢in beklendi. Kuruduktan sonra
antijen Ustte kalacak sekilde kapakli kiivetin igerisindeki sehpaya dizildi. Konjuge
sulandirmasi yapildiktan sonra ne kadar kuyucuk kullanilacaksa sayis1 kadar konjuge miktar1
belirlendi. Her kuyucuga 10 pl konjuge sulandirildi. Gereken toplam kuyucuk sayisi 10
kontrol 28 enfekte hayvan i¢in 76’dir. Bunun i¢in 76 X10 pl = 760 pl konjuge hazirlandi.
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Calisma sulandirmast 1/300 oldugundan 760 pl PBS icine yaklasik olarak 2,8 pl stok konjuge
eklendi. Oda sicakliginda hazirlanan konjuge seri olarak kayba ugrayacagindan (deliklere 10
ul eklenmesi yeterli olacaktir) kullanimindan hemen sonra buzdolabina koyuldu. Bu
islemlerden sonra kapakli kiivet kapatilip 1800 saniye 37 °C etiive kaldirildi. Daha sonra
lamlar 3’er defa 300 saniye PBS ile yikandi. Kuruma gerceklesmeden lamlara hizli bir sekilde
PBS-gliserin 2-3 damla eklenip iizerine lamel kapatildi. Son olarak lamlar mavi 1gikta

floresans mikroskopta degerlendirmeye tabi tutuldu.

3.2.2.1.3. Sonuclarin yorumu

Mikroskopta floresans veren numunuye ait en yiiksek diliisyon antikor titresi olarak
degerlendirildi. Titre 1/64 ve tizeri ise bu serum Ornekleri CVL pozitif olarak degerlendirildi
(Abranches ve ark, 1991; To6z ve ark, 2005). Soluk ya da hig yesil sar1 floresans goriilmemesi

negatif, parlak yesil sar1 floresans pozitif olarak yorumlandi.

3.2.2.2. Serum biyokimyasal analizler

Serum tiiplerine alinan kan 6rneklerinin santrfiij ile serumlar1 ¢ikarildiktan sonra Spot-

Chem EZ sp-4430 biyokimya cihaz ile gerekli biyokimyasal tetkikler gerceklestirildi (Resim
6). Sonuglar paralelinde CVL evrelemesi yapildi.

SPOTCHEM™ - &

Resim 6. Spot-Chem EZ sp-4430 biyokimya cihazi
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3.2.2.3. idrar analizleri

Kateterle veya goniillii olarak idrar alimindan sonra protein ve kreatinin degerleri
ol¢iimii gerceklestirildi. Idrar protein/kreatinin oram1 hesaplandi. Sonuglar paralelinde CVL

evrelemesi yapildi.

3.2.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu

DNA ekstraksiyon iglemi igin deriden siiriintii 6rnegi alindi (Resim 8). Bu islem ig¢in
Promega Wizard Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Madison, WI, ABD) kullanilarak DNA
elde edildi. Ekstre edilen DNA, 100 pl tamponda tekrar askiya alinip -20°C'de saklandi.
Leishmania tiirline ait parazitlere 6zgii (L. infantum, L. major, L. braziliensis, L. tropica ve L.
donovani) DNA 6rnegi, RV1 (5'-CTT TTC TGG TCC CGC GGG TAG G-3") / RV2 (5-CCA
CCT GGC CTA TTT TAC AC-3") primerleri kullanilarak 145 bp bolgesini kDNA’y1
biiytitmek i¢in kullanild1 (Fichoux ve ark, 1999; Gao ve ark, 2015). Leishmania tiiriine ait
parazitlere 6zgii PZR'dan sonra, biitiin pozitif 6érnekler Leishmania tiirlerini belirlemek igin
MC1 ve MC2 primerleri kullanilarak ikinci PZR yontemiyle analiz edildi. MC1 (5'-GTT
AGC CGA TGG TGG TCT TG-3') ve MC2 (5'-CAC CCA TTT TTC CGA TTT TG-3)
primerleri, 447 bp'lik bir L. donovani/infantum kompleksi kDNA bolgesini gii¢lendirdi. PZR
reaksiyonu, her bir primerden 25 uM (RV1 / RV2) ve 2 ul sablon DNA (10-20 ng DNA),10
mM Tris-HCI, (pH 9.0), 1.5 mM MgCl12, 50 mM KCI, her bir deoksiniikleotit trifosfatin 200
uM'si, 1.5 birim Taq DNA polimeraz (Solis BioDyne) igeren toplam 50 ul hacminde
gergeklestirildi. Reaksiyonlar bir otomatik termal dongiileyicide (Applied Biosystems, Veriti
™) gergeklestirildi ve 95°C'de 12 dakika boyunca bir ilk denatiirasyon basamagi, ardindan 35
kez denatiirasyon (50 saniye igin 94°C), primer kaynagma (50 saniye i¢in 57°C) ve uzama (30
saniye i¢in 72°C) asamalarindan olustu.10 dakika 72°C'de son bir uzatma yapild1 ve drnekler
4°C'de tutuldu.10 pl PZR diriinii, 100°C'de 1 saat siireyle Tris-asetat-EDTA tamponunda 10
ul/ml %1.5 agaroz jeli iizerinde elektroforezlendi ve UV 15181 altinda gorsellestirildi (Resim
7). PZR yontemine ait asamalar Resim 8’de gosterildi. PZR analizleri Adnan Menderes

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi.
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Resim 7. PZR igin 6rnek alinmasi ve gorsellestirilmesi: A) PZR yontemi i¢in deriden alinan

ornek B) PZR {iriiniiniin UV 151k altinda gorsellestirilmesi

P
A —— I
[::> o> —= . D [: 5
— :'» - —
Omek DNA b DNA Analiz
Toplanmas: Ekstraksiyonu Amplifikasyonu

Resim 8. PZR asamalari

3.2.3. Derinin Biyofiziksel Muayenesi
Saglikli ve hasta hayvanlarda derinin hidrasyonu, elastikiyeti, sicaklii ve melanin

miktar1 Callegari Soft Plus cihaz ile 6l¢iildii (Resim 9). Dermatolojik bulgular kaydedilerek
istatiksel degerlendirmeye tabi tutuldu (Resim 10).
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Resim 10. Callegari Soft Plus Cihazi ile derinin biyofiziksel muayenesi

3.2.3.1 Hidrasyon

Cift uygulamali [1) devreye sokma diigmesi (butonu) ile 2) sensor bulunan] probun
‘ON’ diigmesine basildiktan sonra deriye yerlestirildi. Tiim sensoriin deri ile temas halinde
oldugundan emin olundu. Olgiim bitene kadar basing sabiti sensoriin u¢ kisminda korundu ve

ucun probun igine dogru hareket etmesini saglamak icin asag1 dogru basildi. Olgiimiin
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tamamlandigina dair cihazdan gelen uyar1 sesi ile prob deriden ¢ekilip bir sonraki asamaya

gecildi. Proba ait 6zellikler Resim 11 *de gosterildi.

Olgme Prensibi: Kapasitif yontem

Alan: 0-100 c.u. (geleneksel birimler)

Cozim: 1 cu.

Hassastyet: =% 3

Agtklama: Ucu Gizerinde bir sensdr ile ABS kalem
tipi prob

Agirhik: 50g

Boyutlar: 160 (1) x 33 (w) X 23 (h) mm
Calisma Kosullan: Sicakhk 15+ 35°C;
maksimum bagil nem% 80 (yogunlastirilmamus)
Saklama Kosullan: Sicaklik -20°C+70°C;
maksimum bagil nem% 90 (yogunlastiilmans)
(1) Devreye sokma diigmesi

(2) Sensor

Resim 11. Deri hidrasyonunu 6lgen probun 6zellikleri

3.2.3.2. Elastikiyet

Cift uygulamali [1) devreye sokma diigmesi (butonu) ile 2) sensér bulunan] prob deriye
sabit bir pozisyonda dik acida yerlestirilirdikten sonra pistona basildi. Olgiimiin
tamamlandigia dair cihazdan gelen uyar sesi ile prob deriden ¢ekilip bir sonraki asamaya

gecildi. Proba ait 6zellikler Resim 12° de gosterildi.
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Olgme Prensibi: Stres / deformasyon

Alan: 0-50 c.u. (geleneksel birimler)

Cozim: 1 cu.

Hassasiyet: =% 10

Agtklama: Ucu Gizerinde bir sensdr ile ABS kalem
tipi prob.

Agirhike: 80g

Boyutlar: 180 () x 44 (w) X 25 (h) mm
Calisma Kosullars: Sicaklik 15 +35°C;
maksimum bagil nem% 80 (yogunlagtinimanus)
Saklama Kosullar: Scaklik -20°C+70° C;
malksimum bagil nem% 90 (yogunlastinimanus)
(1) Devreye sokma dilgmesi

(2) Sensor

Resim 12. Deri elastikiyetini 6lgen probun 6zellikleri

3.2.3.3. Melanin

Cift uygulamali [1) devreye sokma diigmesi (butonu) ile 2) sensor bulunan] prob deriye
dik acida yerlestirilirdikten sonra probun ucu Ol¢glim tamamlanincaya kadar basinci sabit
tutmak i¢in uygun sekilde bastirildi.”’ON’’ diigmesine basild1 ve 6l¢iim tamamlandi. Prob’a

ait 6zellikler Resim 13’ te gosterildi.
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Olgme Prensibi: Cift dalga boyu yansima fotometresi
(Al =875nm, A2 = 660nm).

Alan: 0-100 c.u.

Cozim: 1 cu.

Hassasiyet: =% 5

Agtklama: Bir sensor ile ABS kalem tipi

prob

Aprhik: 50g

Boyutlar: 160 (1) x 33 (w) X 25 (h) mm

Calisma Kosullan: Sicakhk 13+ 35°C;

maksimum bagil nem% 80 (yogunlastinimams)
Saklama Kogullar: Stcaklik -20°C +

70 ® C;maksimum bagil nem% 90 (yogunlastinimamus)

(1) Devreye sokma diigmesi
2) Sensér

Resim 13. Deri melanin seviyesini 6lgen probun 6zellikleri

3.2.3.4. Sicakhik

Cift uygulamali [1) devreye sokma diigmesi (butonu) ile 2) sensdér bulunan] prob 6l¢iim
yapilacak deriye mesafeyi ayarlamak i¢in diigmeye ‘ON’ konumunda basildi. Mesafe
ayarlandiktan sonra kapagim iki kirmizi 15181 Olciilecek olan deri alaninda net bir sekilde
goriilene kadar ‘ON’ diigmesine basildi. Prob 6l¢lim tamamlanana kadar sabit tutuldu ve ‘ON’
diigmesine 2 saniye kadar basili tutularak birakildi. Bir sonraki asamaya gecildi. Prob’a ait

ozellikler Resim 14°te gosterildi.
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Olgme Prensibi: Dis sicakligin kizil dtesi olgiimi
Alan:20°40°C

Cozim:0,1°C

Hassasiyet:%

Actklama: Ucu Gizerinde bir sensér ile ABS kalem
tipi prob.

Agirlrk: 50g
Boyutlar: 160 (1) x 33 (w) X 25 (h) mm

Calisma Kosullan: Sicakhk 15 + 33 © C; maksimum
bagil nem% 80 (yogunlastirlmanus)

Saklama Kosullar:: Stcaklik -20°C+70°C;
maksimum bagil nem% 90 (yogunlastiriimans)
(1) Devreye sokma diigmesi

2) Sensér

Resim 14. Deri sicakligint 6lgen probun 6zellikleri

3.2.3.5. pH

Cift uygulamali1 [1) devreye sokma diigmesi (butonu) ile 2) sensor bulunan] prob
depolama sivisindan ¢ikarildi ve dl¢iim yapilmadan once distile suyla durulandi. Daha sonra
deri {izerine yerlestirildi ve ‘ACIK’ diigmesine basili tutuldu. Olgiimiin tamamlandigma dair
korneometre cihazindan gelen uyari sesiyle prob deri lizerinden c¢ekildi. Prob depolama
stvisina yerlestirilmeden once distile suyla yikandi ve 6l¢iim tamamlandi. Prob’a ait 6zellikler

Resim 15’ te gosterildi.
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Olgme Prensibi: Cift hilcreli slektrot

Alan: 2-12

Cozim: 0.1

Hassastyet: =% 1

Agciklama: $arj edilebilir elektrot

Agrlik: 50g

Boyutlar: 160 (1) x 33 (w) X 25 (h) mm
Calisma Kosullan: Sicaklik 15+ 35°C;
maksimum bagil nem% 80 (yogunlastirilmanus)
Saklama Kosullan: Sicakltk -20°C+70°C;
maksimum bagil nem% 90 (yogunlastinimams)
(1) Aktivasyon diigmesi

(2) Sensor

Resim 15. Deri pH’sin1 6lgen probun 6zellikleri

3.2.4. istatistiksel Analizler

Arastirma verilerinin istatistiksel analizleri istatistiksel bir yazilim paketi (SPSS 22.0,
SPSS Inc, Chicago, ABD) ile gerceklestirilmigtir. Deri hidrasyon, elastikiyet, melanin,
sicaklik ve pH olgtimlerine ait elde edilen verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirilmis ve verilerin normal dagilmadig: belirlenmistir. Bu nedenle saglikli ve CVL’li
kopeklere ait veriler non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile karsilastirilmistir. Parametrelere
ilgili verilerin ortanca (%25°lik ve %75’lik dilim) degerleri tablolarda sunulmustur. p <0.05
olasilik degerleri istatistiksel a¢idan anlamli kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
anlamli farklilik belirlenen parametrelere ait veriler siitun ve 1s1 haritas1 grafikleriyle

sunulmustur.

42



4.1. Saghikh ve Evrelendirme Yapilan Olgularda Demografik Bulgular

4. BULGULAR

Leishmaniasis ile enfekte olgular idrar protein/kreatinin ve serum biyokimyasal

analizlere gore evrelendirilip gruplara ayrildi. Evre 1, evre 2, evre 3 ve evre 4’¢ iliskin

demografik bulgular Tablo 11°de gosterildi. Saglikli gruba ait demografik bulgular ise Tablo

12°de gosterildi.

Tablo 11. Leishmaniasis ile enfekte olgulara ait demografik bulgular

Grup Olgu Cinsiyet Irk Yas (y1l)
Evre | 1 Erkek Golden Retriever 9
2 Erkek Av Kopegi 3
3 Erkek Melez 6
4 Disi Spaniel Cooker 4
5 Disi Melez 3
6 Erkek Dogo Argentino 6
7 Disi Melez 7
Evre Il 1 Erkek Melez 4,5
2 Disi Kangal 8
3 Disi French Bulldog 15
4 Disi Melez 5
5 Erkek Melez 3
6 Erkek Melez 6
7 Erkek Dogo Argentino 2
Evre 111 1 Erkek Av Kopegi 6
2 Disi Boxer 7
3 Erkek Golden Retriever 5
4 Disi Husky 8
5 Erkek Husky 4
6 Disi Melez 10
7 Disi Terrier 12
Evre IV 1 Erkek Golden Retriever 8
2 Erkek Kangal 5
3 Disi Chow Chow 2
4 Erkek Golden Retriever 5
5 Erkek Golden Retriever 5
6 Erkek Boxer 5
7 Disi Pitbull 5
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Tablo 12. Saglikli gruba ait demografik bulgular

Grup Olgu Cinsiyet Irk Yas (yil)

Saglikli 1 Disi Av Kopegi 8
2 Disi Rottweiler 5
3 Erkek Pomerinian 1
4 Disi Golden Retriever 3
5 Erkek Melez 3
6 Disi Golden Retriever 2
7 Erkek Dogo Argentino 2,5
8 Disi Kangal 1,5
9 Erkek Melez 15
10 Erkek Pug 2

4.2. Dermatolojik Bulgular

4.2.1. V.Grup (Saghkh- Kontrol)

¥

Resim 16. Saglikli-Kontrol grubu (Olgu No 8)
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Resim 17. Saglikli-Kontrol grubu (Olgu No 6)

4.2.2. 1. Grup (Evre 1 CVL)

)

Resim 18. Evre | CVL (Olgu No 1)

45



Resim 19. Evre | CVL (Olgu No 6)

4.2.3.11. Grup (Evre 2 CVL)

Resim 20. Evre 11 CVL (Olgu No 3)
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4.2.4.111. Grup (Evre 3CVL)

Resim 22. Evre 111 CVL (Olgu No 1)

Resim 21. Evre 11 CVL (Olgu No 6)
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Resim 23. Evre |11 CVL (Olgu No 3)

4.25.1V. Grup (Evre 4 CVL)

Resim 24. Evre IV CVL (Olgu No 6)
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Resim 25. Evre IV CVL (Olgu No 7)

4.3. Laboratuvar Bulgular:
4.3.1. IFAT Bulgulan

Leishmaniasis hastaligina kars1 iiretilen Ig G antikor titresine iligkin tez ¢aligmasinda
olusturulan gruplara ait IFAT analiz (titrasyon) sonuglari Tablo 13’te gdosterildi. Saglikli
(kontrol) grubunda Ig G antikor titresine ait veriye rastlanmadi. Evre I’¢ ait olgularin hepsinde
titre diizeyleri 1/64 saptanirken, evre II’ye ait olgularin 5’inde 1/128 2’sinde 1/256 titre
diizeyleri, evre III’e ait olgularin 2’sinde 1/256 5’inde 1/512 titre diizeyleri, evre IV’ e ait
olgularin 5’inde 1/2048 2’sinde 1/4096 titre diizeylerine rastlandi.
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Tablo 13. Calismada olusturulan ilgili gruplara ait IFAT (titrasyon) bulgulari

Grup IFAT (Titre diizeyleri)

1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096
Evre | 7 - - - - - -
Evre Il - 5 2 - - - -
Evre 111 - - 2 5 - - -
Evre IV - - - - - 5 2
Saglikli - - - - - - -

4.3.2 ELISA ve PZR Bulgulari

ELISA ve deri PZR bulgular1 Tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 14. ELISA ve deri PZR bulgulari

Evre | 1 11 v
Olgu 1234567 1234567 1234567 1234567
DeriPZR - - - - - - - + + + -+ - - T S S S A T
ELISA ++++++4+ +++++++ ++HF+H A+ o+
(hizlh test

kiti)

4.3.3 Biyokimyasal Bulgular
Leishmaniasis hastaligin1 evrelendirmeye yonelik serum kreatinin parametrelerine

bakildi. Kreatinin diizeyleri (minimum-maksimum) evre I’de 0,3-1,4 mg/dL; evre 1I’de 0,6-
1,3 mg/ dL; evre III’de 1,6-2,0 mg/dL; evre IV de ise 2,1-4,3 mg/dL olarak belirlendi.
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4.3.4. Idrar Analiz Bulgular

Idrarda protein/kreatinin oran1 grup bazinda degerlendirildiginde evre I (<0.5), evre II (4
olguda <0.5, diger 3 olguda 0.5-1 aras1), evre III (=1, evre 2 kronik bobrek yetmezligi ile
uyumlu), evre IV (=5, nefrotik sendrom ile uyumlu) farkli verilerle karsilasildi. Leishvet
grubunun rehber biilteni ile uyumlu olarak idrar protein/kreatinin oranlar1 goriildii (Solano-
Gallego ve ark, 2011).

4.4 Biyofiziksel Muayene Bulgular:

Saglikli ve Leishmaniasis’in farkli evrelerinde oldugu belirlenen kopeklerde deri pH,
hidrasyon, elastikiyet, sicaklik ve melanin parametrelerinin ortanca (%25’lik ve %75’lik
dilim) degerleri Tablo 15°te sunulmustur. Saglikli kopeklere gore tiim evrelerdeki
Leishmaniasis’li kopeklerde pH degerinde azalma belirlenmistir (p<0.001, Sekil 10). Melanin
degerleri evre | ve Il grubu kopeklerde, saglikli ile evre II ve IV teki kopeklere gore yiiksek
bulunmustur (p<0.01, Sekil 11). Hidrasyon, elastikiyet ve sicaklik parametrelerinde gruplar
arast farkliliklarin istatistiksel anlamli olmadigi saptanmistir (p>0.05). Korneometrik

analizlerde melanin, elastikiyet, sicaklik, hidrasyon, pH 6l¢iimlerine ait 1s1 haritalar sirastyla

Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16’da gosterilmistir.

Tablo 15. Olgularin deri pH, hidrasyon, elastikiyet, sicaklik ve melanin degerleri

Parametreler Saghkh Evrel Evre 11 Evre 1l Evre IV p
(n=10) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

pH (—log H") 6,83 5,25 4,90 5,50 5,40 0,000
(6,53-6,90) (4,70-5,60) (4,70-5,40) (5,10-5,70) (4,75-5,50)

Hidrasyon 23,8 27,5 15,5 26,7 18,7 0,285
(18,7-51,8) (5,5-49) (4-24,5) (15,7-54,5) (10,5-26,2)

Elastikiyet 49,5 49,5 49,7 49,5 48,2 0,263
(48,7-49,5) (48,7-50) (48,2-50) (48-49,75) (47-48,7)

Sicaklik (°C) 331 33,7 33,2 33,0 33,5 0,801
(31,5-35,1) (32,5-35,1) (32,4-34,6) (32-33,5) (33,2-34)

Melanin 9,2 47 15 46 10 0,034
(1,7 -38) (12 - 78,5) (2-23) (23 -80,3) (10-57)

51



pH

8
7
6 |
5 |
4 -
3 |
2 |
1 |
0 - T T T
Saglikli Evre | Evre Il Evre 111 Evre IV
Sekil 10. Saglikli ve Leishmaniasis ile enfekte kdpeklerde deri pH degerleri
Melanin
50
45
40
35
30
25
20
15
10
: j :E
0 T T T T T

Saglikli Evre | Evre Il Evre Il Evre IV

Sekil 11. Saglikli ve Leishmaniasis ile enfekte kopeklerde deri melanin degerleri
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Evrel

Evre Il

Evre III

Evre IV

Saghkh
(kontrol)

Olgu:

1

Melanin

10

B

180

4 40

20

Sekil 12. Korneometrik analizlerden melanin dlgiimiine ait 1s1 haritasi

Evrel

Evre Il

Evre IIT

Evre IV

Saghkh

(kontrol)

Olgu:

Elastikiyet

10

m

Sekil 13. Korneometrik analizlerden elastikiyet 6l¢timiine ait 1s1 haritasi
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Sicakhik

Evre 1 36
Evre Il 34
Evre III

32
Evre IV
Saghkh
(kontrol) 30
Olge: 3 2 3 4 s 6 7 8 9 10

Sekil 14. Korneometrik analizlerden sicaklik 6l¢limiine ait 1s1 haritasi

Hidrasyon

60

Evre Il

Evre III

Evre IV

Sekil 15. Korneometrik analizlerden hidrasyon dl¢limiine ait 1s1 haritasi
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Evrel

Evre Il

Evre III

Evre IV

Saghkh
(kontrol)

Olgn: 1 2 3 4

L
(=4
|
[ -]
k=]

10

Sekil 16. Korneometrik analizlerden pH 6l¢limiine ait 1s1 haritasi
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5. TARTISMA

Calismamizda Ege Bolgesinde endemik sayilabilecek bir etken olan CVL calisildi.
Toplamda 28 adet hasta ve klinik bulgu gosteren kopege once hizli test kitleri (ELISA)
ardindan deriden alinan siirlintii 6rneginde PZR calisildi. Hasta kopeklerin tamaminda hizh
test kiti ile ELISA pozitiflik saptanirken evre I’de hi¢bir olguda PZR pozitiflik belirlenemedi.
Evre 1II ve III'te 7’ser olgudan 4’iinde evre IV’te ise olgularin 6’sinda PZR pozitifligi
belirlendi. Farkli yollarla noninvaziv sekilde CVL ile enfekte hayvanlardan PZR analizleri
icin Ornekleme yapilabilecegi (de Almeida Ferreira ve ark, 2013; Reis ve ark, 2013)
bildirimleri gbéz onilinde bulundurulursa ¢alismamizda teshise yonelik Onemli bir avantaj
saglayan PZR orneklemesi ileriki ¢aligmalar igin anahtar rol saglayabilir. Bunu destekler
mabhiyette bu tez calismasi tersinden okunursa ELISA pozitif bulgu vermeyen yani antikor
teshis edilemeyen mamafih yiiksek CVL siiphesi bulunan hayvanlarda (Solano- Gallego ve
ark, 2011) noninvaziv mukokutandz siiriintii 6rneklerinin PZR yoklamasi teshise yonelik
yarar saglayabilir.

Insanlarda deri bariyer biitiinliigiiniin gerek klinik tabanl1 arastirmalarda gerekse klinik
bazli muayenede degerlendirilmesine yonelik noninvaziv teknikler kullanilmaktadir. Bu
alanda One ¢ikan degerlendirme parametrelerinden bir tanesi de TEWL’dir. Toplam kutandz
stvi kaybmin (pasif ter bezi aktivitesi; ter bezleri tarafindan sekrete edilerek evapore olan
sudan farklidir) belirlenmesi i¢in perkutan6z disa yonelik sivi diflizyonu olarak tabir edilen
TEWL (Batt ve Fairhurst, 1986; Cobiella ve ark, 2019) giiniimiizde gerek insan gerekse
hayvanlarda klinik ¢aligmalarda degerlendirilmektedir. Atopik bireylerde artmis olan TEWL
1) azalmig deri bitlinliigi, 11) azalmis seramid seviyeleri ile 1ii) diisiik su kapasitanst gibi
sebeplerle iligkilendirilerek deride kurumaya neden olmaktadir (Di Nardo ve ark, 1998). L.
donovani ile makrofajlar arasindaki baslangic etkilesimi lipid yigmlari olarak adlandirilan
membran platformlarinin olusumuna neden olmakta bu da parazitin konak¢i hiicresine
gecisini kolaylastirmaktadir (Majumder ve ark, 2012). 2012 yilinda gergeklestirilen bir
caligmada Leishmania tiirlerince uyarilan bifazik seramid rejenerasyonu ispatlanmis, elde
edilen sonuglar L. donovani’ye bagli olarak olusturulan hastalik tablosunda seramidlerin
roliinii ispatlar nitelikte olup anti-leishmanial stratejilerin gelistirilmesinde rol teskil
edebilecegi bildirilmektedir (Majumder ve ark, 2012). Anilan seramid tabakasi agisindan

atopik dermatitis ile leishmaniasis’e bagl deri hastaliklar1 arasinda bir iliski olabilecegi 6ne
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stiriilebilir. Bunu destekler mahiyette leishmaniasis’ten etkilenen deride TEWL’de artisa eslik
eden epidermal ve dermal yapisal degisiklikler atopik dermatitis’e benzer sekilde
leishmaniasis’te de hastalik aktivitesine bagli olarak deri bariyer fizyolojisinin
fonksiyonlarinin ve gegirgenliginin degisebilecegini gostermektedir (Majumder ve ark, 2012;
Van Bocxlaer ve ark, 2016).

Kopeklerde deri bariyer biitiinliigiiniin degerlendirilmesinde yine TEWL genis ¢apta ilgi
uyandirmaktadir (Santoro ve ark, 2015). Son s6zii edilen bu parametre gerek derinin seramid
igerigi gerekse deri biitiinliigh ile ters korelasyona sahiptir (Shimada ve ark, 2008;2009;
Bradley ve ark, 2016). Tiim bunlarin disinda TEWL yiiksek degiskenlik ve klinik bulgularla
uyumsuz Oneme sahip olabilmektedir (Lau- Gillard ve ark, 2010; Santoro ve ark, 2015).
Kopeklerde kapali ¢ember instrumani olan VapoMeter ile gerceklestirilen bir ¢calismada bu
parametrenin tekrarlanabilirligi 6l¢iilmistiir (Lau- Gillard ve ark, 2010). Ancak anatomik
lokalizasyondan bir baska lokalizasyona ve gilinden giine degisken olabilecegi i¢in bu
parametrenin klinik ¢aligmalarda kullanimi soru isareti yaratmaktadir (Lau- Gillard ve ark,
2010, Cobiella ve ark, 2019). Yine de TEWL atopik dermatitli kopeklerde deri bariyer
biitiinligiiniin degerlendirilmesine yonelik altin standart 6zellik tasimaktadir (Santoro ve ark,
2015, Cobiella ve ark, 2019). Bunlarin disinda, bizim ¢alismamiza da konu oldugu iizere,
kutanéz pH ile stratum korneum hidrasyonu kopeklerde deri bariyer biitiinligiiniin
degerlendirilmesine yonelik alternatif parametrelerdir. Insanlarda deri pH’s1 stratum korneum
hidrasyonu ve TEWL ile atopik ¢ocuklarda deri absorbansi perkutandz alerjen
penetrasyonunu belirlemede kullanilan parametrelerdir (Takami ve ark, 2012). Bizim
calismamizda Veteriner I¢ Hastaliklari alanina yénelik ilk kez CVL’de deri bariyer
biitiinliigiiniin degerlendirilmesinde Callegari soft plus (Italya, Tiirkiye Distribitdrii RDA
grup) korneometre cihazi kullanilmis olup stratum korneum hidrasyonu ile kutandz pH
Olclilmiistiir.

Leishmania ile enfekte farelerde yapilan bir calismada epidermal bariyer hasar1 ve
ilaglarin deriye niifuz edisi arastinlmistir (Van Bocxlaer ve ark, 2016). ilgili calismada
immunohistokimyasal analizlerle ispatlandig1 lizere yangi hiicrelerinin epidermal ve dermal
katmanlara gecisi ile birlikte yapisal degisiklikler, TEWL’de belirgin bir artis ile anti-
leishmanial ilaglardan bupovaquone ve paromomisin de dahil hasta deriye daha yiiksek
oranda bir gecis meydana geldigi belirtilmektedir. Ayni ¢alismada enfeksiyonun deri pH’s1 ile
hidrasyon {lizerine Olgiilebilen bir degisiklik yapmadigi tespit edilmistir. Aynm1 ¢aligmada
hidrofilik molekiillerin (paromomisin siilfat ile kafein) daha yiiksek bir gecirgenlik sergiledigi
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buna karsin lipofilik olan molekiillerin (ibuprufen ve buparvaquone) daha az miktarda deriye
gectigi saptanmistir (Van Bocxlaer ve ark, 2016).

Deri ile temas eden leishmania parazitlerinin enflamasyon ve kemokinlerin salinimiyla
sonuglandigr bilinmektedir (Beil ve ark, 1992; Ritter ve Korner, 2002). Bu noktadan hareketle
meydana gelen 0demin (intersitisyel bosluklarda ilave sivi toplanmasi ile olusan) suda
¢oziinebilen yukarida da sozii edildigi gibi kafein ve paromomisin gibi molekiillerin daha
kolaylikla deriye penetrasyonu olmaktadir (Van Bocxlaer ve ark, 2016). Leishmania ile
enfekte olmus deriye topikal ila¢ dagitimini etkileyen dnemli bir parametre olan cilt bariyer
biitiinliiglinii karakterize etmek igin birkag yaklasim kullanilmistir (Van Bocxlaer ve ark,
2016). Oncelikle deri fizyolojisindeki histopatolojik degisiklikler incelenmistir. En ¢ok gdze
carpan gozlem, bol miktarda enflamatuar hiicrelerin, epidermal ve dermal cilt tabakalarinin
devamliligini bozan enfeksiyon bolgesine yerlesmesi olmustur (Van Bocxlaer ve ark, 2016).
Bu, L. major enfeksiyonuna olduk¢a duyarli olan BALB/c farelerindeki enflamasyonun,
enflamasyon, iilserasyon ve nekroz ile karakterize oldugu onceki raporlarina benzerdir
(Belkaid ve ark, 1998; Cangussu ve ark, 2009; Corware ve Harris, 2011).

L. major enfeksiyonunun deride disbiyozis ile komorbidite oldugu durumlarda
epidermal inflamatuvar cevap arastirilmis ve S. xylosus adli etkenin derideki koruyucu bariyer
ortadan kalktiginda yangiy1 tetikledigi anlasilmistir (Gimblet ve ark, 2017). Ayn1 ¢alismada
leishmania parazitleriyle enfeksiyon sonrasi deride bakteriyel biyogesitliligin azaldigi,
insanlara benzer sekilde farelerde de Stafilococcus spp. ve Streptococcus spp. tiirlerinin
baskin hale gectigi anlasilmistir. Elde edilen sonuglar L. major enfeksiyonunda hastalik
aktivitesiyle 1iliskili olarak deri mikrobiyotasindaki bozulmanin (disbiyozis) lezyon
patolojisine ve dermal seliiler cevaba katkida bulunarak gerek immun gerekse inflamatuvar
cevaptan sorumlu oldugu anlasilmistir (Gimblet ve ark, 2017). Kolajen ve epidermal
hiperplazinin yogunlugunun azalmasiyla gosterilen epidermal ve dermal deri tabakalarinda
bozulma, deri bariyer 6zelliklerinin azaltilabilecegini, epidermal tabakadaki, proliferasyon ve
farklilagsma gibi anormalliklerin deri bariyeri fonksiyonunun biitiinliik i¢cin gerekli oldugu
bilinmektedir (Ekanayake-Mudiyanselage ve ark, 1998). Viicut igerisindeki sivi hareketinin
diizgiin bir sekilde kontroliinii saglayan deriye ait bir biyobelirte¢ olarak TEWL leishmania ile
enfekte deride iki kat fazla kayba ugramaktadir (Van Bocxlaer ve ark, 2016). TEWL'de boyle
bir artis, tinea enfeksiyonlar1 ve sedef hastaligi gibi diger bazi cilt hastaliklarinda da
gozlenmistir (Motta ve ark, 1994; Tomita ve ark, 2005; Jensen ve ark, 2007). Elde edilen
bulgular TEWL’deki degisim ile birlikte leishmania’da bariyer fonksiyonlarinin azaldigini

gostermekte (Van Bocxlaer ve ark, 2016), yine gerek insan gerekse farelerde ispatlandigi
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tizere deride azalan bakteriyel biyogesitliligin hastalik siddetiyle dogru orantili olarak patojen
Stafilococcus spp. ve Streptococcus spp.’lerin ¢ogaldigini gostermektedir (Gimblet ve ark,
2017). Disbiyotik farelerde kontrol grubuna gore dermatolojik lezyon siddetinin (artmis olan
deri tilserasyonu) daha yiiksek olmasi L. major enfeksiyonu sonrasi lezyon gelisiminin deri
mikrobiyatast ile dogru orantili oldugunu gostermektedir (Gimblet ve ark, 2017). Netice
itibariyle L. major enfeksiyonunun deride antimikrobiyal peptit ekspresyonunu degistirdigi
(Gimblet ve ark, 2017) ve kathelisidin tip antimikrobiyal peptit eksikligi bulunan farelerde L.
amazonensis ile enfeksiyona duyarlili@in arttigi tespit edilmistir (Kulkarni ve ark, 2006).
Deride meydana gelen disbiyozis bariyer defekti, epidermal bariyere penetre olan stafilokokal
tirler, deride artmis olan sitokin ekspresyonu (Nakatsuji ve ark, 2016), nétrofiller ve
interlokin 1 beta olusumu (Voronov ve ark, 2010; Fernandez- Figueroa ve ark, 2012;
Gonzales- Lombana ve ark, 2013; Novais ve ark, 2015; Charmoy ve ark, 2016) biitiiniiyle
leishmaniasis’in deri bariyer biitiinliiglinli bozmasiyla sonuglanmaktadir. Bizim ¢aligmamizda
kapasitif yontem ile 6l¢tim sonrasi saglikli kopeklerde hidrasyon degerleri saglikli kopeklerde
18,7-51,8 c.u. iken evre I-1V sirasi ile 5,5-49, 4-24,5, 15,7-54,5 ve 10,5-26,2 c.u. degerleri ile
karsilagilmistir. Leishmania lezyonunda sivi birikmesine ragmen, cilt yiizeyinin enfekte
olmamus cilt ile karsilastirildiginda daha fazla hidrate olmadigi anlagilmaktadir (Van Bocxlaer
ve ark, 2016). Calismamizda saglikli kopeklere oranla leishmania ile enfekte kopeklerde
hidrasyon agisindan istatistiksel anlamda belirgin farklarin olugsmamasi normal ya da
disbiyotik deri ile agiklanabilir. Calismamizda biitce kisitliligi nedeniyle mikrobiyata
analizleri gergeklestirilemese de Olglim yapilan lezyonlarin lokalize oldugu anatomik
bolgelerde derinin normal (6biyotik) ya da disbiyotik olmasi hidrasyon degerleri 6l¢timiinii
etkileyebilir.

Cobiella ve ark. (2019) saglikli ve atopik dermatitli kopeklerde 5 farkli metodoloji ile
deri bariyer fonksiyonlarini incelemislerdir. 15’er adet saglikli ve atopik dermatitli kopekte 4
farkli anatomik lokalizasyonda yapilan degerlendirmede siras1 ile inguinal, aksilla, pinna da
stratum korneum hidrasyonu (korneometre cihazi ile olgtim) 23,11 +8.13, 21.99+10.11,
45,86+10.96 olarak bulunmustur.

Bizim ¢aligmamizda saglikli kdpeklerde yine farkli anatomik lokalizasyonlardan yapilan
Ol¢timlerde hidrasyon degerleri saglikli kopeklerde [23,8 (18,7-51,8)] iken evre | [27,5 (5,5-
49)] evre 11 [15,5 (4-24,5)], evre 111 [26,7 (15,7-54,5)] ve evre 1V [18,7 (10,5-26,2)] teki hasta
hayvanlarda istatiksel a¢idan farklilik saptanmamistir. Burada karsilagtirmali degerlendirmede
caligmalar aras1 yorum yapmak kolay olmamaktadir. S6yle ki saglikli kopeklerde alezyonel

bolgelerden tirag sonrasi yapilacak korneometrik analizler normalden farkli sonuglar
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verebilmektedir. Bizim ¢aligmamizda saglikli kopeklerden yapilan olgiimlerde herhangi bir
tiras uygulamasinda bulunulmamis boylelikle dlgtimleri etkileyebilecek dis faktdrlerden bir
kismi ekarte edilmistir. Bunun disinda CVL’li kopeklerde lezyonlarin anatomopatolojik
dagilimlant farklilik gosterebilmekte unik yani tek tipte ya da tek lokalizasyonda lezyon
sekillenmediginden sonuclar arasi farkliliklar mevcut olabilmektedir. Birkag 0Ornekle
aciklamak gerekirse misalen TEWL acik ¢cember kapali ¢ember tiraglama ve hayvanlarin
igbirlik¢i olup olmamalarina bagl olarak degisik sonuglar vermektedir. (Watson ve ark,
2002). Bizim ¢alismamizda her ne kadar TEWL degerlendirilmese de deri pH’s1 6l¢ililmiistiir.
Deri pH'sinin 11k, cinsiyet, gonadlardan {iiretilen cinsiyet hormonlarinin durumu, anatomik
bolge, tiiylerin rengi, heyecan, muayene zamani ya da mevsimsel kosullardan etkilenebildigi
bildirilmektedir. (Campbell ve ark, 2000; Scott ve ark, 2001). Tiim bunlara ragmen hidrasyon
ve pH’nin farkli anatomik bolgelerde Olclimiine dair kopeklerde oldukga sinirli sayida
arastirma mevcuttur. Bolgesel varyasyonlarin kopek derisine etkisine iligskin farkli bilgiler
mevcuttur. (Watson ve ark, 2002; Young ve ark, 2002; Hester ve ark, 2004). Bu baglamda Oh
ve Oh (2009) tarafindan gergeklestirilen bir caligmada saglikli 5 Beagle kopeginde (2-4 yagsl)
anestezi Oncesi ve sonrast 14 farkli deri bolgesinde deri hidrasyonu ve pH Olclimleri
yapilmustir. Yapilan genel degerlendirmede viicut yiizeyine karsilik gelen derinin alkali pH’da
seyrettigi buna karsin kulak, interdigital deri ve ayak tabanlarinin notrden hafif asidik
karaktere kadar degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Viicudun alt ve arka taraflar ile kuyruk
bolgesi kulak, interdigital bolge ve ayak tabanlarina gore daha alkali karakterde
seyretmektedir (Oh ve Oh, 2009). Ayni ¢alismada arka bolge kuyruk ve ayak tabanlarinda,
kismen de bas bélgesinde dnceki ¢alismalarla uyumlu olarak (Watson ve ark, 2002, Yoshihara
ve ark, 2007) daha yiiksek kutandz sivi kaybinin belirlenmesi metabolik degisiklerle kismen
agiklanabilir.

Obligat intraselliiller protozoer bir parazit olan leishmania genusuna ait etmenler
tarafindan olusturulan leishmaniasis hastaligi insanlarda kutanéz, mukokutanéz ve visceral
tipte siniflandirilirken kopeklerde CVL olarak degerlendirilmektedir. Farkli dermatolojik
bulgulara neden olan CVL kopeklerde insanlara benzer sekilde pigment degisiklikleri ile
sonuglanmaktadir (Kumar, 2015). Leishmaniasis’li insanlarda saglikli bireylerden farkli
olarak deride kararma (hiperpigmentasyon) veya daha acik renk sekillenmesi
(hipopigmentasyon) veya bazen derinin tamamiyla renginin kaybolmasi (depigmentasyon) ile
sonuglanmaktadir (Kumar, 2015). Deride meydana gelen hiperpigmentasyon, deriye rengini
veren melanin pigmentinin artisgindan kaynaklanmaktadir. Melanosit adi verilen 6zel

hiicrelerde mevcut melanin pigmenti kala azarli ya da visceral leishmaniasis’li insanlarda skar
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Olusumuna neden olmaktadir (Kumar, 2015). Kutandz leishmaniasis’te 2 ila 12 ay arasinda
spontan bir iyilesmeyi takip eden skar olusumu ve pigment renk degisikligi mevcuttur
(Kumar, 2015). Hastaligin insanlarda 6zel bir formu olan kala azar, siyah hastalik olarak
anilmakta nedeninin deride meydana gelen yogun hiperpigmentasyon oldugu ve Hintli
hastalarda yaygin olarak goriildigi bildirilmektedir (Kumar, 2015). Kala Azar’da
melanositlerin  yogun uyarima maruz kalmasi deride siddetli hiperpigmentasyon ile
sonuglanmakta bazi kala azar’li insanlarda ise deride ciddi manada pigment degisimi
gozlemlenmemektedir. Anilan bu hiperpigmentasyon Sudanli Kala Azar hastalarinda
goriilmemektedir (Ahmed ve ark, 1988).

Her ne kadar hastaligin morfolojik degerlendirilmesinde pigmentasyonlarin 6l¢iimii ve
belirlenmesi yararl olsa da leishmaniasis’in biitiin formlarinda ortak ya da benzer sekilde
seyretmemektedir. Bilakis leishmaniasis’in farkli formlarinda pigment yogunlugu farklilik
gostermektedir. Hatta leishmaniasis’in ayni1 formuyla enfekte insanlarda dahi bireyden bireye
farklilik gosteren degisik pigmentasyon olusumlari gozlemlenmektedir (Kumar, 2015). Her ne
kadar leishmaniasis’te meydana gelen pigmentasyon hakkinda yeterli sayida c¢alisma ve
degerlendirme bulunmasa da histopatolojik olarak yapilan degerlendirmede dermal infiltrat
yogunluguna bagli olarak granuloma olusumu ve bunun da lokal pigment metabolizmasi ile
etkilesime girmesi sorumlu tutulmaktadir (Schallreuter ve ark, 1994). Bu hastalikla iliskili
olarak One siiriilen hipotezlerden birisi de deride meydana gelen hiperpigmentasyondan
sorumlu tutulan adrenokortikotropik hormon seviyelerinin iiretimindeki artigtir. ilaveten
kortizol seviyelerinde olas1 bir azalma deride hiperpigmentasyonun kaybolmasina sebep
olabilir. Yine de leishmaniasis ve deri pigmentasyonu arasindaki iligki izahate muhtagtir
(Kumar, 2015). Bizim ¢alismamizda saglikli ve leishmaniasis’in farkli evrelerinde oldugu
belirlenen kopeklerde melanin parametresinin ortanca (%25°lik ve %75’lik dilim) degerleri
Tablo 15’te sunuldugu iizere evre | [47 (12-78,5)] ve IlI [46 (23-80,3)] grubu kopeklerde,
saglikli [9,2 (1,7-38)] ile evre 11 [15 (2-23)] ve IV’teki [10 (10-57)] kopeklere gore yiiksek
bulunmustur (p<0.01). Melanin pigmentasyonundaki bu artis yukaridaki literatiir 1s181nda
aciklanabilir. Evrelere gore melanin pigmentasyonundaki degisim ise sitokin yanit, i¢ organ
yetmezlikleri, endokrin denge ya da immunsupresyonla iliskili olabilir. Bagirsaklarda yer alan
Escherichia tiirleri ile Enterococcus tiirlerinin serotonin tireterek deri pigmentasyonunda rol
oynadig1 da gz oniinde bulundurulmalidir (Lee ve ark, 2011; Cryan ve Dinan, 2012). Yine
yukaridaki literatlir bilgisi baz alinirsa stres kosullari altinda salinan kortizoliin bagirsak
epitelyumunun gecirgenligini degistirdigi ve bariyer fonksiyonlarin1 bozarak bagirsak

mikrobiyomunda degisiklik sagladigi bilinmektedir (Cryan ve Dinan, 2012). Bu durum
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dolasimdaki noroendokrin molekiillerin (triptamin, trimetilamin ve serotonin) seviyelerini
degistirerek deri bariyerini ve derideki enflamasyonu tetikledigi muhakkaktir. Ust satirlarda
sOzii edildigi tizere evrelerde goriilen farkliliklarda kortizol sekresyonu rol oynuyor olabilir
(Jin ve ark, 2014; O’Neill ve ark, 2016). Hidrasyon, elastikiyet ve sicaklik parametrelerinde
gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel anlamli olmadig1 saptanmigtir (p>0.05).

Bu tez kapsaminda saglikli ve leishmaniasis’in farkli evrelerinde oldugu belirlenen
kopeklerde pH parametresinin ortanca (%25°lik ve %75’lik dilim) degeri Tablo 15°te
sunulmustur. Saglikli kopeklere [6,83 (6,53-6,90)] gore evre I [5,25 (4,70-5,60)], evre 1l [4,90
(4,70-5,40)] evre 111 [5,50 (5,10-5,70)] ve evre IV’ te [5,40 (4,75-5,50)] anlaml1 derecede pH
degerinde azalma belirlenmistir (p<0.001). Kutandéz pH’nin deri bariyer fonksiyonlarini
gosteren Onemli bir parametre oldugu ylizyillardir bilinmekte ancak son yillarda
keratinizasyon ile deskuamasyon da hayati rol oynadigi, normal deri yiizeyel alaninda
bulunan mikroorganizmalarin antimikrobiyal fonksiyonlarinin devamliliinin saglanmasinda
yine ¢ok Onemli ve yadsmmamaz rolii oldugu tespit edilmis, farkli deri hastaliklarinda ise
asidite ya da alkalitesinin degistigi saptanmistir (Matousek ve Campbell, 2002).

Epidermal ve dermal deri katmanlarindaki bozukluk kolajen dansitesinin azalmasi ve
olusagelen epidermal hiperplazi gostermektedir ki CVL ile iligkili olarak deri bariyer
fonksiyonlar1 etkilenebilmektedir. Deri bariyer fonksiyonlarmin ve biitiinliigiiniin saglanmasi
icin esansiyel role sahip olan proliferasyon ve farklilagsma epidermal katmanda meydana gelen
en 6nemli anormallikler arasindadir. (Ekanayake-Mudiyanselage ve ark, 1998).

Kopeklerde kollajenopatiler farkli irklarda goziikebilmekte, (Minor ve ark, 1983;
Rodriguez ve ark, 1996), ozellikle de Ehler-Danlos sendromu ve benzeri hastaliklarda
gozlenen spirallesmis kollajen filamentlerinin fibrillere agregasyonundaki eksikliklere
nedeniyle olmaktadir (Ghadially,1997). Bu tez calismasi kapsaminda CVL’li kopeklerde
korneometrik analizler dogrultusunda elastikiyet agisindan farklilik gézlemlenmemistir. Soyle
ki sagliklt ve leishmaniasis’in farkli evrelerinde oldugu belirlenen kopeklerde elastikiyet
parametresinin ortanca (%25’lik ve %75’lik dilim) degeri Tablo 15°te sunulmustur.
Elastikiyet degerleri saglikli kopeklerde [49,5 (48,7-49,5)] iken evre | [49,5 (48,7-50)], evre Il
[49,7 (48,2-50)], evre 111 [49,5 (48-49,75)] ve evre IV [48,2 (47-48,7)] teki hasta hayvanlarda
istatistiksel acidan farklilik saptanmamustir.

Dimorfik bir parazit olan leishmania etkeni promastigot amastigot gegislerinde 6zellikle
de flagellali formda (kan emen vektorlerde) 22°C ve civarindaki sicakliklarda non flagellal
deri lizerinde gozlemlenen amastigot formlarinda 32°C sicaklik civarinda (dermal tiirlerde),

karaciger ve dalak gibi viseral tiirlerde ise 37°C ve etrafindaki sicakliklarda aktiftir (Akiyama
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ve Taylor 1970; Wonde ve Honigberg 1971; Berman ve Neva 1981). Flagellum biyogenezisi
(parazitin formunu etkileyen unsur, motilite ve infektivite) ele alindiginda leishmania tiirleri
icin optimum sicaklik konusunda, o6zellikle de dermal leishmaniasis’te bilgi eksikligi
mevcuttur (Sutherst, 2004; Quifonez-Diaz ve ark, 2012). Leishmaniasis’in dermal
ekspresyonu goze alindiginda 32°C sicaklikta lezyonlar tipik karakterde seyrederken, 21-23°C
arasinda rodent modelinde leishmania tiirlerin patojenik ekspresyonu tamamlanmaktadir
(atipik leishmaniasis; yas eksfoliatif dermatitis ile alopesi) (Sutherst, 2004; Quifionez-Diaz ve
ark, 2012). Saglikli ve leishmaniasis’in farkli evrelerinde oldugu belirlenen koépeklerde
sicaklik parametresinin ortanca (%25°lik ve %75’lik dilim) degeri Tablo 15’te sunulmustur.
Sicaklik degerleri saglikli kopeklerde [33,1 (31,5-35,1)] iken evre | [33,7 (32,5-35,1)], evre 1l
[33,2 (32,4-34,6)], evre 111 [33,0 (32-33,5)] ve evre IV [33,5 (33,2-34)]’teki hasta hayvanlarda
istatistiksel agidan farklilik saptanmamustir.

Sonu¢ olarak CVL ile enfekte kopeklerde epidermal degiskenlerin irdelenmesi;
incelenmesine yonelik olarak epidermal hidrasyon, pH, melanin pigmentasyonu, sicaklik ve
elastikiyet tayini ile metodolojik yaklasilmasi Onerilebilir. Korneometrik analizlerle elde
edilecek sonuglarin gerek hastaligin teshis gerek monitérizasyonu filhakika sagaltima yonelik

degerlendirilmesi ile uygulanacak medikal destek yonlendirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak CVL ile enfekte kopeklerde epidermal degiskenlerin irdelenmesi;
incelenmesine yonelik olarak epidermal hidrasyon, pH, melanin pigmentasyonu, sicaklik ve
elastikiyet tayini ile metodolojik yaklasilmasi Onerilebilir. Korneometrik analizlerle elde
edilecek sonuglarin gerek hastaligin teshis gerek monitorizasyonu filhakika sagaltima yonelik

degerlendirilmesi ile uygulanilacak medikal destek yonlendirilebilir.
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