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ONSOZ

Leishmaniasis tedavi edilmedigi durumlarda deri formundan, 6liime yol
acabilen i¢ organlari etkileyen formuna kadar genis bir yerlesim gosteren enfeksiydz,

protozoal bir hastaliktir.

Vitamin D yagda eriyen vitaminler arasinda bulunan, hormon benzeri
fonksiyonlart olan bir grup steroldiir. Vitamin D, mineral dengesinde ve kemik
olusumunda Onemli bir diizenleyicidir. Vitamin D kemik saglifinin 6nemli bir
belirleyicisi olarak kabul edilir. Vitamin D eksikliginde oturus seklinde dengesizlik,
kas gli¢siizliigii ve kirik riski artar. Deride yapilan veya diyetle alinan vitamin D,
veya D3 biyolojik olarak aktif degildir. Dolagimda bulunan vitamin D, vitamin D
baglayici protein ile karacigere taginarak karacigerdeki 25-hidroksilaz enzimi ile 25-
OH-Ds’e doniistiiriilmektedir. Vitamin D diizeyinin belirlenmesinde 25-OH-Ds
diizeyine bakilmalidir. 25-OH-D3 yar1 6mrii 2-3 hafta olan major formdur. Vitamin D
kalsiyum dengesinin saglanmasinda Onemli rol oynar. Kalsiyumun kemik
olusumunda, hormon saliniminda, kas kasilmasinda, glikojen metabolizmasinda
onemli fonksiyonlar1 vardir. Bu ¢aligmanin amaci leishmaniasisli kopeklerde vitamin
D, Ca, P, ALP seviyelerinin saglikli kopeklere gore nasil degistigini saptamaktir.
Ozet olarak, leishmaniasis hastaligmin kdpeklerde kemik metabolizmasina etkisini

arastirmak amaciyla yapilmistir.

Arastirma,  “Leishmaniasisli  Kopeklerde Kemik  Metabolizmasinin
Arastirllmast” isimli ve VTF-12041 kodlu proje olarak, Adnan Menderes
Universitesi Bilimsel Arasgtrma Projeleri Birimi tarafindan desteklenerek

gerceklestirilmistir.
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GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) belirledigi zoonoz hastaliklari arasinda en
onemlilerinden biri olarak kabul edilen leishmaniasisin, 6zellikle kopekleri, insanlar1 ve
rodentleri etkileyen basta Akdeniz Bolgesi, Afrika, Asya, Orta ve Giiney Amerika olmak
lizere dlinyanin bir¢ok yerinde yaygin olarak bulunan kendiliginden iyilesebilen deri
formundan (kutandz leishmaniasis, sark ¢ibani), tedavi edilmedigi durumlarda 6liime yol
acabilen i¢ organlar etkileyen formuna (visseral leishmaniasis) kadar genis bir yerlesim
gosterebilen, genellikle 6liimciil seyreden enfeksiydz, protozoal bir hastaliktir. Kopekler
visseral formun rezervuari olduklarindan, kompleks klinik o6zellikler igeren hastaligin
ertken donemde teshisinin, leishmaniasisin kontroliinde o6nemli rol oynadigi ileri

stiriilmektedir (Ciaramella ve ark 1997, Desjeux 2001, Papadopoulou ve ark 2005).

Kopeklere visseral leishmaniasis (CanVL) etkeni, vektor Phlebotomus’larin kan
emmesi ile bulagir. Kopeklerde etken tiim viicuda yayilmadan ve semptomlar goriilmeden
once, lokal bir deri yangis1 gelisir. Konak¢min immun durumuna bagli olarak belirgin
klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi bir aydan yedi yila kadar degisir. Hastaliga yakalanan
hayvanlarin immun yanitina bagl olarak hastaligin seyri asemptomatik veya semptomatik
olabilmektedir. immun yanitin gii¢lii olmasma gore hastaligin seyri asemptomatik olarak

seyredebilmektedir (Ak ve ark 1995, Desjeux ve ark 2004).

CanVL’de genel patolojik olay, parazitin girdigi dokuda makrofajlarin toplanmasi,
proliferasyonu sonucu ana dokunun yerini almasidir. Leishmania paraziti kan monositleri,
histiyositler, makrofajlar, epiteloid hiicreler, karacigerde Kupffer hiicreleri, dalakta kirmizi
pulpa hiicreleri, kemik iligi, bagirsak duvariin ve lenfoid dokunun mononiikleer fagositik
hiicreleri igerisinde ¢ogalarak; splenomegali ve hepatomegaliye, kemik iliginde genellikle
hiperplazi ve diseritropoezise, lenfadenopatiye neden olur. Dalaktaki hipertrofiye bagh
olarak ortaya ¢ikan splenomegali sonucunda eritrositlerin, graniilositlerin ve trombositlerin
kisa siirede yikimina ince bagirsaklarda ozellikle peyer plaklarinin etrafinda bulunan
submukozanin amastigotlu makrofajlarca istilasina bagli malabsorbsiyon, diyare ve
albumin kaybinin siklikla meydana gelebilecegi belirtilmektedir (Buracco ve ark 1997,

Engwerda ve Kaye 2000).



CanVL’de laboratuvar bulgulart hastaligin seyri, sathast ve siddetine gore
degisiklikler gosterebilir. Hastalikta goriilen baglica laboratuvar bulgulari, hiperproteinemi,
hiperglobulinemi, hipoalbuminemi, albumin / globulin oraninda azalma, nonregeneratif
anemi, trombositopeni, 16kopeni, ALT, GGT ve ALP aktivitesinde artis, lire ve kreatin

diizeyinde artis, hafif veya siddetli proteinuridir (Ak ve ark 1995).

Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi kemik hastaliklarinda en sik kullanilan
biyokimyasal gdstergelerden birisidir. Leishmaniasisli kdpeklerin laboratuvar bulgularinda
goriilen ALP diizeyindeki degisimler, leishmaniasisin kemik deformasyonuna neden
olabilecegini diisiindiirmektedir (Cetiner ve ark 2001, Ecer ve ark 2005). Bu bilgiler
1s1¢inda  bu calismada leishmaniasisin  kemik metabolizmasint nasil etkilediginin
arastirilmast amaglanmistir. Kemik metabolizmasinin arastirilmasinda Vitamin D, ALP, Ca
ve P genellikle birlikte degerlendirilmektedir. Ayn1 zamanda 25-OH-D3’lin immun sistem
ile ilgisi de son donemlerde Onemli arastirma konularindan biridir. Leishmaniasisli
kopeklerde 25-OH-D3 diizeylerinin arastirildigi  bir calismaya, yapilan literatiir

taramalarinda rastlanmamustir.

2. Leishmania’nin Tarihgesi

Leishmaniasis ¢ok eski tarihlerden beri bilinmektedir. Hastalik visseral
leishmaniasis (VL), deri ve mukokutan6z leishmaniasis olmak iizere 3 gruba ayrilmistir.
Kala Azar veya Kara Ates olarak adlandirilan VL Cin ve Bengal’de goriilmiis, fakat 3 yil
icinde 750 bin kisininin 6limiine yol agan ilk salgin Hindistan’in Jessore bolgesinde
tanimlanmistir. Diinya’da ilk kez Hindistan Kalkiita’da calisan Dr Twining tarafindan
“batakliklardan ¢ikan kokulara maruz tropikal memleketlerin endemik kaseksisi” olarak
adlandirilan hastaligin VL ile ayn1 oldugu 1908 yilinda anlasilmistir. 1900 yilinda William
B. Leishman, Hindistan’da Kalkiita yakinlarinda ¢alisan Dum-Dum sehrinde dizanteriye
yakalanarak Ingiltere’ye gonderilen ve 7 ay sonra oOlen bir askerin dalak yayma
preparatinda gordiigii ufak, oval cisimleri Tyrpanosomalarin yozlasmis sekilleri olabilecegi
yoniindeki bulgularini 1903 yilinda yaynlamistir. Ayni yil i¢inde Sir Charles Donovan
yine Hindistan’in Mdras kentinde hastalarin dalagindan yaptig1 preparatlarda ayni paraziti

gormiis ve bunlarin Trypanosoma olmadigint 1903 yilinda yayinlayarak belirtmistir.

2



Parazite ilk olarak “Piroplazma donovani” adi verilmis, daha sonra Dr. Ronald Ross’un
“Leishmania” cinsini tanimlamasiyla kala azar etkeni ‘“Leishmania donovani” adini
almistir. Glinlimiizde ise amastigot olarak adlandirilan parazitin memelilerde bulunan

formu, bir siire “Leishman Donovan” cisimcigi olarak adlandirilmistir (Unat 1981).

G. C. Chattergee ve Roggers, Kalkuta’da yaptiklari kiiltiirde, parazitin promastigot
sekiller olusturdugunu goérmiislerdir. Bu bulguyu Roggers 1904 yilinda yaymlamistir. S. R.
Cristophers 1904 yilinda kala-azarin patolojisini tarif etmis ve parazitin dalak, karaciger ve
kemik iliginde hemen hemen ayn1 yogunlukta oldugunu goéstermistir. Catoire 1904 yilinda,
Pionese 1905 yilinda Akdeniz Bolgesi’nde dalak anemisine yakalanan ¢ocuklarda etkeni
bulmuslardir. Ch. Nicolle, Novy ve W.J. Mac Neal (N.N.N.) ‘in 1904 yilinda tarif ettikleri
besiyerine benzer bir besiyerinde paraziti tiretmis, kopeklere ve maymunlara asilamis ve
Akdeniz alt bolgesinde VL’nin rezervuarinin kdpek olacagi hipotezini ileri slirmiistiir.
1908 yilinda Tunus’ta Nicolle ve Compte kopekte leishmania etkenini bulmuslardir. Bu
parazite 1908 yilinda Ch. Nicolle tarafindan Leishmania infantum adi verilmistir.
Ulkemizde ise leishmaniasis ile ilgili ilk bilgiler; Dr. Vefik Vassaf’a gére kala-azarin
varligin1 yazan ilk doktor Kristamonas’tir. Bu doktor Trabzon’da kala-azar tespit ettigini
aciklamistir. General Ord. Prof. Dr. Abdiilkadir Noyan 1916 yilinda dalak ve karaciger
ponksiyonu yaptiklari hastalardan 11’inde Leishmania donovani saptamislardir. Dr. Hafert
Kaller 1918 yilinda Izmir ve cevresinde kala-azar’a rastladigmi bildirmistir. Ibrahim
Osman 1931 yilinda bir kala-azar vakasi yaymlamstir. Dr. Akil Muhtar Ozden 1936
yilinda birkag tane kala azar olgusu yaymlamistir (Ak ve ark 1995).

3. Leishmania Taksonomisi

Leishmaniasis’in sistematikteki yeri sdyle 6zetlenebilir (Ozcel 1997).
Kingdom: Protista

Subkingdom: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora



Class: Zoomastigophora

Order: Kinetoplastida

Family: Trypanosomatidae

Genus: Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas
Phytomonas

Genus: Leishmania

Subgenus: Leishmania

Species: Leishmania donovani

Leishmania infantum

Leishmania chagasi

Leishmania cropica

Leishmania major

Leishmania aethiopica

Leishmania mexicana ( L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelenensis,

L. pifanoi, L. enrietti)

Subgenus: Viannia

Species: Leishmania braziliensis kompleksi ( L. braziliensis, L. colombiensis,
L. equatorensis, L. peruviana), Leishmania guyanensis ( L. guyanenesis, L.

panamensis, L. shawi), Leishmania lainsoni, Leishmania naifi

4. Leishmania’nin Morfolojisi

Leishmania cinsine ait olan tiirlerde memeli konakta goriilen “amastigot” ve
vektorlerde goriilen “promastigot” form olmak {izere morfolojik olarak 2 form
gorilmektedir. Parazit farkli canlilarda, degisik 2 sekilde bulunur, fakat her iki evrede de
birbirine benzer temel yapida; niikleus yuvarlak ya da oval sekilde, parazitin bulundugu
gruba 6zgii olan kinetoplast ise niikleuse gore daha koyu boyanmis, yuvarlak, oval veya
cubuk seklinde goriilebilmektedir. Her iki form da bdliinerek ¢ogalir ve sirasiyla, niikleus,

sitoplazma ve son olarak hiicre zarmin ayrilmasiyla parazit ikiye boliiniir (Ozcel ve ark

2007).

4.1. Amastigot



Amastigot formu, 2.5-6.8 pum biiyiikliigiinde, yuvarlak ya da oval seklinde olup
hareketsiz ve 37 °C’de uzunlamasma béliinerek cogalirlar. Sitoplazmada arka uca yakin
kisimda biiylik bir niikleus ve niikleusa bitisik kinetoplast bulunmaktadir. Sitoplazma
icinde ayrica vakuoller, nokta seklinde bir bleforablast (kamg¢1 kokii) ve bleforablasttan
¢ikip 6n kisimda son bulan bir aksonem (kamginin sitoplazmada kalan kismi) bulunmakta

olup kame1 hiicre disina serbest olarak ¢ikmamaktadir (Ozcel ve ark 2007).

Sekil 1. Leishmania infantum’un amastigot formu (Ertug S, Ertabaklar H.orijinal).

4.2. Promastigot

Promastigot, 15-20 um boyunda, 1.5-5 um genisliginde mekik seklinde, kamgili bir
formdur. Vektdr olan Phlebotomus’ta 27 °C’de uzunlamasina béliinerek gogalmaktadir.
Phlebotomus bagirsaklarinda ve amastigot formlarinin uygun besiyerlerinde bir siire sonra
sekil degistirmesinden sonra goriilen formdur. On ugtan ¢ikan 18-20 pm uzunlugunda
serbest bir kamgis1 ve ayn1 zamanda kamg1 kokiine yerlesmis olan dokuz ¢ift periferik ve
bir ¢ift merkezi liften olusmus bir aksonemi bulunmaktadir. Kamg¢inin baglant1 noktasinda

bir ¢ukurluk olup bu c¢ukurluga “kamg¢i paketi” adi verilmektedir. Kinetoplastin 6n



kisminda ve kamg¢inin dip kisminda bleforablast, sitoplazma iginde golgi aygiti ve

endoplazmik retikulum bulunmaktadir (Markell ve ark 1999).

Sekil 2. Leishmania infantum 'un promastigot formu (Ertug S, Ertabaklar H.orijinal)

5. Leishmaniasis’in Yasam Dongiisii

Phlebotomus, Leishmania tiirlerinin vektoridir. Vektor, leishmaniasisli bir
omurgali konaktan kan emerken makrofajlar i¢inde bulunan paraziti de amastigot
formunda almaktadir. Kan emildikten sonra orta midede “peritrofik membran” adi verilen
bir membran ile sarilir. Sinegin sindirim enzimleri bu membran iginde salgilanmaktadir.
Leishmania’larin  bir kismi, makrofajlarin lizis olmasi sirasinda sindirilirken diger
kalanlarin viicudu uzamakta ve kamgi geliserek enfektif olmayan promastigot haline
doniisiip, boliinerek cogalmaya baslamaktadir. Bu form “prosiklik” promastigot olarak
adlandirilir. Promastigotun viicudu, iki kamg1 arasindaki bir yarikla baslayip arkaya dogru
ilerleyerek her pargada bir ¢ekirdek ve bir kinetoplast kalacak sekilde iki esit promastigota
ayrilir. Bu iki yeni promastigot orijinal promastigotun yaris1 kadar biiyiikliikte olup
morfolojik olarak birbiriyle benzerlik gosterir. Morfolojik olarak tek farklilik, birinin

kamgisinin digerine gore daha kisa olmasidir (Ozcel ve ark 2007).

6. Leishmaniasis’in Epidemiyolojisi



Leishmaniasisin toplam 88 iilkede endemik oldugu Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan bildirilmektedir. Ayrica bugiin toplam 12 milyon insanin enfekte oldugu, her yil
da 1-1,5 milyon insanin KL’ye, 500.000 insanin da VL’ye yakalandigi ve 350 milyon
insanin da risk altinda oldugu bildirilmektedir. Leishmaniasiste epidemiyolojik olarak 2
farkli form goriilmektedir. Bunlar, zonotik ve antroponotik formlardir. Akdeniz iilkelerinde
yaygin olarak goriilen zonotik formda, disi Phlebotomus kopekleri enfekte eder. Enfekte
edilen kopekler, hastalifin esas rezervuaridirlar (Desjeux 2001, Schallig ve ark 2002,
Molano ve ark 2003).

Dogu Afrika’da Banglades’te ve Hindistan’da goriilen antroponotik formda ise,
hastalik vektor olan Phlebotomus ile insandan insana bulasmaktadir (Gallego 2001).
Ayrica Akdeniz havzast ve Avrupa i¢in de bir saglik problemi olan bu hastalik,
Tiirkiye’den Portekiz’e kadar olan Avrupa kiy1r bolgelerinde goriilmektedir. Azerbaycan,
Ermenistan, Tiirkmenistan, Kazakistan gibi iilkelerden de olgular bildirilmistir. VL’ nin
bolgesel olarak saptanmis tipleri arasinda; Akdeniz, Hindistan, Cin, Sudan ve Giiney

Amerika tipleri bilinmektedir (Lainson ve Shaw 1987, Desjeux 2001).

Hastaligin rastlandig iilkeler bolgesel karakter gosterir. Bunda 1s1, nem, bdlgenin
yiiksekligi ve bitki ortiisii gibi faktorlere bagli olarak vektor olan Phlebotomus tiirlerinin o
bolgede fazlasiyla cogalabilmesi ve rezervuar olan insan ve hayvanlarin bulunmasi 6nemli
rol oynar. Hastaligin olusmasinda etkili faktdrlerden digerleri ise, beslenme bozukluklari
ve viicut direncinin diisiik olmas1 olarak gosterilebilir. Hastaliga duyarlilikta cinsiyet ve
irkin 6nemi yoktur. Erkeklerde daha fazla goriilmesinin nedeni, Phlebotomus’larin

erkekleri sokma olasiliginin daha yiliksek olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir

(Unat ve ark 1991, Ak ve ark 1995).

Ulkemizde ise VL kiy1 bolgelerimizden Ege ve Akdeniz Bolgeleri'nde goriilmekle
birlikte hemen hemen diger tiim bolgelerimizden de olgular bildirilmistir (Ok ve ark 2002,
Ozbel ve ark 2002). Ulkemizde VL’ nin olas1 vektdrlerinin P. neclectus, P. syriacus ve P.
tobbi oldugu belirtilmektedir (Ertabaklar ve ark 2001, Ok ve ark 2002, Ozbel ve ark 2002,
To6z ve ark 2002).



Ulkemizde ve diger Akdeniz iilkelerinde yapilan calismalarda kdpeklerde VL’ nin
oldukca yaygin oldugu (%2-%40) gosterilmistir (Bettini ve Gradoni 1986). 1993°ten bu
yana VL hastalarinin bulundugu bolgelerde smirli sayidaki kopekte yapilan incelemelerde
CanL oraninin, Manisa ve koylerinde %3,6-%25 arasinda, Mugla ili Goktepe koylinde
%3,8, Karabiik’te %8, Aydin Kusadasi ilgesinde %9,4, Izmir ili ve Karaburun ilgesinde
%23, Urla ilgesinde %27 olarak saptandig1 bildirilmistir (Ertabaklar ve ark 2001, Ozbel ve
ark 2000, Ozbel ve ark 2002, Ozensoy T6z ve ark 2002).

7. Leishmaniasis’in Tam1 Yontemleri

Leishmaniasis tanisinda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

7.1. Direkt Tanm1

Nadiren kanda lokositler i¢inde Leishmania amastigotlari saptanabilmektedir.
Parazit kanda bulunmadig1 zaman kemik iligi, dalak, karaciger, lenf bezi ponksiyonu ile

alinan materyal incelenir.

Kan ve kemik iligi yaymasmin Giemsa ve Romanovski boyasi ile boyandiginda
amastigotlar saptanabilir. Bu materyal Novy, Nicolle, Mac Neal (NNN) besiyerine
ekilerek ya da sincap, hamster veya kopege verilerek parazitin iiretilmesi ile de tani
konulabilir. Kiiltiirde 10-20 giinde, deney hayvani olarak kullanilan hamsterda haftalar
sonra sonu¢ alir (Ozcel 1995, Tére 1996, Ozgelik 1999, Ozcel 1997, Saygr 1998,

Frederic ve James, 2002).

7.2. indirekt Tam

Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte olan serolojik testlerdir. Bu yontemlerde amag akut

fazda artan antiparaziter antikorlarin titrelerini tayin ederek taniya yardime1 olabilmektir.

7.2.1. ELISA



Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinin kullanilacak olan antijenin iyi hazirlanip hazirlanmadigina baglh
oldugu bildirilmektedir. Promastigot ve amastigotlardan elde edilen eriyik antijenlerden
bagka son yillarda daha spesifik olan rekombinant leishmanial antijenler kullanilmaktadir.
Son yillarda hizli1 ve pratik olmalar1 nedeniyle tanida serolojik testlerin 6neminin arttigi
bildirilmektedir (Ozcel 1995, Tére 1996, Ozgelik 1999, Ozcel 1997, Saygr 1998, Ozensoy
ve ark 1998, Rosario ve ark 2005, Costa ve ark 1999, Handemir ve ark 2002).

Dot ELISA yonteminde bu antijenlerle VL siipheli kisilerde %84 ile %100 oraninda
antikor cevabi alimmis olup giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(Ozcel 1995, Tore 1996, Ozcelik 1999, Ozcel 1997, Saygi 1998).

7.2.2. IFA

Immunolojik tan1 teknikleri parazit hastaliklarinin tamisinda yaklasik 40 yil énce

kullanilmaya baslanmistir (Korkmaz ve Ok 2011).

7.2.2.1. Dogrudan Fluoresan Antikor Teknigi (DFAT)

Bu metodun uygulanmasinda, biitiin 6zel antikorlarin isaretli olmas1 gerektiginden
kullanim alaninin olduk¢a smirli ve indirekt immunofluoresan teknigine gore daha az

duyarli oldugu bildirilmektedir (Korkmaz ve Ok 2011).

7.2.2.2. indirekt Fluoresan Antikor Teknigi (IFAT)

Calisma prensibi, farkli oranlarda sulandirilmis siipheli serumlarin daha 6nceden
lamlar {izerine tespit edilen parazitin kendisinin veya kesitlerinin {izerine konup,
inkiibasyon ve yikama isleminden sonra antijen-antikor reaksiyonunun meydana gelip
gelmedigine, test edilen serumlar i¢inde antijene karsi olusmus antikorlarin bulunup

bulunmadiginin floresan izotiosiyanat ile isaretli spesifik antiantikorlar (anti-globin)



yardimiyla gosterilmesine dayanmaktadir. Spesifik antikorlar fluoresan veren bir madde
olan floresan izotiosiyanat yardimiyla goriilir hale getirilmektedir. Spesifik olmayan
fluoresan veya yesil 15181 maskelemek i¢cin Evans blue gibi karsit boyama yontemlerinden

yararlanilmaktadir (Korkmaz ve Ok 2011).

Sonuglar fluoresan mikroskobunda degerlendirilmektedir. Bu metot ile yilizey
antijenleri degerlendirilebildigi gibi, parazit icindeki antijenler de
degerlendirilebilmektedir. IFA tekniginden biitiin gruplardaki 6zel immunoglobulinlerin
(IgG, IgM, vb.) ortaya c¢ikarilmast icin yararlanilabilmektedir. IFA tekniginin farkl
avantajlarinin agiklanmasi, pratik olarak serolojik tan1 konusunda parazit immunolojisinde

gelismelerin  olmasin1 saglamig ve bu testin bir¢ok uygulama i¢in referans oldugu

bildirilmektedir (Korkmaz ve Ok 2011).

7.2.3. Western Blotting

Bu test leishmaniasis tanisinda daha ¢ok arastirma amaci ile kullanilir. Testin IFAT
ve ELISA’ya gore daha hassas oldugu kabul edilmektedir. 14-16 kDa molekiil
agirhgindaki antijenlerin leishmaniasis tanisinda dnem tasidigi bildirilmektedir (Marty ve
ark 1995).

7.2.4. Direkt Agliitinasyon Testi (DAT)

Hem insanlarda hem de kopeklerde VL tanisinda kullanilan bir serolojik yontemdir.
Ayrica bu test, 6zel bir konjugeye gereksinim gostermemesi, antijenin uzun siire ve
kolayca saklanabilmesi, insan ve biitlin hayvanlarin serumlariyla ¢alisma imkani
verebilmesi nedeniyle olduk¢a ekonomik ve basit bir yontemdir. Test prensip olarak,

serum Ornegindeki antikorlarin promastigotlar: agliitine etmesi esasma dayanir (Ozcel ve

ark 2007).

7.2.5. Immunokromatografik Testler (Hizli Tami Testleri)
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Immunokomatografik testler diger ismiyle yandan akimli testler (lateral flow test)
olan hizli tan1 testlerinin (HTT) kullanim1 diger alanlarda oldugu gibi parazitolojide de
yayginlagsmaktadir. K39 hizli tani testi (rK39 dipstick) ile ¢ok kisa siirede giivenilir
sonuglar alinmaktadir (Ozcel ve ark 2007).

7.3. Molekiiler Biyolojik Yontemler

Leishmania parazitlerinin tanisi, tiplendirilmesi, serolojik tetkikler igin 6zgiil
antijenlerin gelistirilmesi ve hastalarda hiicresel immun yanitin incelenmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (T6re 1996, Ozgelik 1999, Ozcel 1997).

7.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Leishmanialarin tanisinda ribozomal RNA (rRNA) gibi hedefler amplifiye edilmis
olmasina ragmen kinetoplast DNA’s1 (kDNA), her hiicrede bircok kopya icermesi
nedeniyle, tercih edilen sekans oldugu bildirilmektedir. PZR yontemi, 6zellikle parazit
sayisinin az oldugu kronik hastalarda deri leishmaniasis tanisinda degerli oldugu

bildirilmistir (Weigle ve ark 2002, Ikonomopoulos ve ark 2003).

8. Klinik

Kopeklerde deri ve i¢ organdaki lezyonlara bagli semptomlar goriilmektedir.
Ozellikle deride goriilen lezyonlar tipiktir. Deride goriilen baslica belirtiler hiperkeratoz,
kuruma, sertlesme, elastikiyet kaybi, depigmentasyon, kepekli dermatit olarak siralanabilir.
Parazitlerin kil folikiillerine yerlesmesine bagli olarak killar canliligimi ve parlakligini
kaybeder. Hastalik sirasinda tirnaklarda da bazi lezyonlar meydana gelmektedir. Parazitin
tirnagin matriksine yerlesir ve orada devaml biiyiir. Bu biiylimeye bagl olarak tirnaklarin
normal kullanimi zorlagmaktadir. Deri lezyonlar1 yaninda en sik rastlanan klinik belirtiler,
istahsizlik, buna bagli olarak kilo kaybi gozlemlenmektedir. Bobrekte nefrit ve
glomerulonefritle meydana gelen bobrek yetmezligine bagli olarak politiri, anoreksi,
polidipsi, kusma gibi belirtiler gézlemlenmektedir (Baneth ve ark 1997). Genel olarak,
hasta kopeklerde kaseksi, kaslarda zayiflik, uyusukluk gibi klinik belirtilerin oldugu
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belirtilmistir (Gontil ve ark 2002). Ayni zamanda nétropeni, trombositopeni, iiremi,
hiperproteinemi, hipergamaglobulin, hiperaloumineminin de klinik olarak hasta

hayvanlarin bulgularinda goriildiigii bildirilmektedir (Freitas ve ark 2012).

9. Tedavi

Leishmaniasis tedavisinde birinci ve ikinci derecede secilen ilaglar, semptomatik ve
destek tedaviler olarak gruplandirilabilir. Tedavide birincil ilaglarda kullanilan ilk tercih
edilen ilag, bes degerlikli antimon bilesikleridir. Bunun disinda pentamidin, direngli
olgularda alternatif olarak diisiiniilse de, yiiksek toksisitesi nedeniyle pek tercih

edilmemektedir (Markell ve ark 1999).

VL’de 1990 yilina kadar antimon bilesiklerine tek alternatif olarak pentamidin
gosterilmesine karsin, giinimiizde de pentamin diginda, Amfoterisin B, lipid ile
birlestirilmis Amfotericin B (Amfoterisin B kolesterol dispersiyon, Amfotericin B lipid
kompleks veya liposomal amfotericin B), Aminosidin, Interferon-y ve Sodyum
stiboglukonat ile immunokemoterapi kombinasyonu ve Miltefosin ile oral kemoterapi

secenekleri bulunmaktadir (Murray 2001).

Ayrica tiim bu kullanilabilecek ilaclarin disinda hastanin tedavi sirasinda ¢ok iyi
beslenmesine Ozen gosterilmeli, tedaviye ek olarak demir ve vitamin preparatlari
eklenmesi Onerilmektedir. Kopek leishmaniasisin tedavisinde farkli ilag secenekleri
mevcuttur. Bunlar allopurinol, meglumin antimoniat, amfoterisin, aminoasidin, pentamidin

olarak siralanabilir (Baneth ve Saw 2002).

10. Korunma

Leishmaniasisin hem zoonotik hem de vektor ile insanlara bulasan bir hastalik
olmasi sebebiyle miicadele yontemlerini de ¢ok boyutlu olmasini gerektirmektedir. Etkili
bir korunma ydntemi icin farkli kontrol ydntemleri soyle siralanmaktadir (Ozcel ve ark

2007).
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10.1. Vektor ile lgili Kontrol Yontemleri

Phlebotomus’larin beslenme, dinlenme ve iireme ortamlarinin farkli olmasindan
dolay1 erigkin ve larvalar1 ile yapilacak olan miicadeleyi zorlastirmaktadir. Organik
besinlerin ¢ok bulundugu ve nemli olan her ortamda kolayca iireyebilmekte, eriskinleri
giindiizleri karanlik, riizgar almayan her yerde saklanabilmektedir. Tiim bu 6zellikler, larva
doneminde miicadeleyi oldukg¢a zorlagtirmaktadir. Bu yiizden farkli teknikler deneme
gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Kalic1 insektisitlerle vektor kontrolii, evin etrafinda ve i¢inde
meydana gelen bulasimlar1 6nlemede etkili olabilmekte fakat vahsi dogada kendi icinde
olan bulagimlar1 6nlemek miimkiin olmamaktadir. Ayrica kisiler dogada bireysel korunma
yontemlerini kullanmalidirlar. Bireysel korunma olarak, Phlebotomus’lara kars1 kovucu-
uzaklastiric1 losyonlar, ilag ya da ilagsiz cibinlik kullanilmasi olarak siralanabilir. Cibinlik
kullanirken dikkat edilmesi gereken husus, deliklerinin vektoér kum sineklerinin ge¢gmesine
izin vermeyecek biiyiikliikte olmasi ve tablet seklinde satilan ve belli miktar suda eritilen
insektisite batirildiktan sonra kullanilmasi gerekmektedir. Ayrica tatarciklarin gece aktif
olmas1 nedeniyle gece yatilan yerlerde bir klima veya vantilatér yardimiyla olusturulan

hava akiminin faydali oldugu da kaydedilmistir (Ozcel ve ark 2007).

10.2. Rezervuar Ile Tlgili Kontrol Yontemleri

Kopeklerin yilda iki kez serolojik olarak kontrol edilmesi, pozitif bulunan
kopeklerin gerekli tedavilerinin yapilmasi gerekmektedir. Kopeklerin sahiplerine yaz
aylarinda geceleri kopeklerini kapali yerde tutmalari ve insektisit emdirilmis kopek
tasmalarin1 takmalar1 Onerilmektedir. Kopek barmaklarindaki sokak kopeklerini korumak
i¢in ise insektisitin barmagin etrafindaki tellere uygulanmasi onerilmektedir (Pasa ve ark

2005, Ozcel ve ark 2007).

10.3. Hastalarla Ilgili kontrol Yontemleri

Hastalarin dogru ve zamaninda tani almasi ve takiben tedavi edilmeleri hem kendi

saglig1 agisindan, hem de halk saghgi agisindan olduk¢a Onem tasimaktadir. Tedavi
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edilmedigi siirece Oldiirlicii bir hastalik olmasi nedeniyle ayirici tanida mutlaka akla

gelmelidir.

Endemik bolgelerde saglik personeli bu konuda egitilmelidir. Ayrica brosiirler
dagitilarak, basin-yayin organlarinda haberler, okullarda, is yerlerinde konferanslar

verilerek halkin da bilgilendirilmesi gerekmektedir (Pasa ve ark 2005, Ozcel ve ark 2007).

11. Kalsiyum ve Fosfor Metabolizmasi

Kalsiyum, kemik yapisinin gelismesi acgisindan ve mineral yogunlugunun
korunmasi acisindan 6nemli ve organizmada en fazla bulunan bir elementtir. Iskelet
sistemi basta olmak iizere yumusak dokularda hiicre i¢i ve hiicre dist sivilarda bulunan
kalsiyum, biyolojik olaylarin pek c¢ogunda anahtar rol oynamaktadir (Kaneko 1989,
Kalaycioglu ve ark 2000). Kalsiyumun, kas kontraksiyonu, hiicre boliinmesi, glikojen
metabolizmasi, kanin pihtilagsmasi, enzim aktivitesi, sinirsel uyarim, hormon sekresyonu ve
hiicre membranlarmin gegirgenligi gibi biyolojik mekanizmalarda 6nemli fizyolojik

fonksiyonlart vardir. Ayrica omurgalilarda homeostatisin devamini saglamaktadir (Pineda
2003).

Iskelet sistemi, yapisinda esansiyel olarak kalsiyumu igerir, bu yiizden hiicre i¢i ve
hiicre dis1 sivilara kalsiyum saglayan ana depo olarak gorev almaktadir. Kandaki kalsiyum
dengesinin saglanmasi icin iskelette bulunan toplam kalsiyum deposundan sadece %]l
oraninda kalsiyum, hiicre dis1 siviya gegcmektedir (Kaneko 1989). Kan kalsiyum diizeyinin
korunmas1 i¢in hormonal kontrol mekanizmalari bulunmaktadir. Bu mekanizmalar,
paratiroid hormon (PTH), kalsitonin ve vitamin D (1,25-dihidroksikolekalsiferol) olmak
tizere 3 hormondan olusmaktadir (Oleszek ve Marston 2000, Fidan ve Diindar 2007).
Kemik stirekli olarak birbirine zit 2 aktivite tarafindan yenilenmektedir. Bu aktiviteler (
rezorpsiyon ve formasyon) “kemik remodelling unit” diye adlandirilan gegici anatomik
yapida gerceklesmektedir. Remodellig iskelet homeostazini devam ettirmesi, kemik
elastikiyetini saglamast ve ekstraselliiler kalsiyumun diizenli kaynagini saglamasi

acisindan 6nemli rol oynar. Kanda kalsiyum azalinca, kemik dokusu daha fazla kalsiyumu
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kana mobilize eder. Bu mekanizma kan kalsiyumunun %7 mg’lik kismini sabit tutar. Kan

kalsiyumunun yaklagik %3 mg’lik kismini ise paratiroid bezi kontrol eder (Elgi 2004).

Plazmada kalsiyumun yaklasik olarak %50 kadar1 serbest halde, %40 kadari
proteine bagli, %10 kadar1 ise bikarbonat, laktat, fosfat ve sitrat gibi diffiize olabilen kiiciik
anyonlarla kompleks olusturmus halde bulunmaktadir (Kaneko 1989).

Kalsiyum ile yakindan ilgili olmas1 sebebiyle birlikte degerlendirilen bir diger
inorganik element fosfordur (P). Ancak inorganik fosfor(Pi), serumda HPO4? ve “fosfat”
seklinde bulunur (Ersoy ve Baysu 1986, Pineda 2003). Ca*®nin alisilagelmis karsit iyonu
olan fosfat, kemikteki hidroksiapatit kristali ve kalsiyum fosfattan olusur (Murray ve ark
2004).

Viicutta bulunan fosforun yaklasik %99’u mineralize olmus kemik matriksinde
hidroksi apatit [Cal0(PO4)6(OH)2] seklinde bulunurken, %1’i ise yumusak dokularda
intraselliiler olarak bulunur. Fosfatin 6nemli metabolik fonksiyonlar1 vardir. Bunlar; O,’nin
hiicrelere dagilimi, enerji metabolizmasi, kas kontraksiyonu ve iskeletal biitiinliigli olarak

siralanabilir (Pineda 2003).

11.1. Mineral ve Kemik Metabolizmasim Diizenleyen Hormonlar

Mineral ve kemik metabolizmasin1 diizenleyen temel hormonlar; parathormon,

kalsitonin ve 1,25-dihidroksivitamin D3 (veya D,)’dir (Kalaycioglu ve ark 2006).

11.1.1. Paratiroid Hormon (PTH)

Paratiroid hormon (PTH), disiilfit bagi icermeyen, 84 amino asitlik tek bir
polipeptid zinciri olarak salgilanmakta ve pek ¢ok peptid hormon gibi prehormon olarak
sentezlenmektedir. Pro-PTH’in alt1 aminoasidin koparilmasiyla PTH olusur. PTH 1-84 en
aktif formudur, fakat bu hormon periferik dokularda 34. aminoasitten kirilir ve amino
ucundan ilk 34 aminoasidi igeren parga biyolojik aktivitenin %75-90’1n1 korur. Karboksil

ucundaki 35-84 pargasi ise bobreklerden atilir (Montgomery ve ark 2000).
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Paratiroid bezlerinde yapilan parathormon (PTH) ekstraselliiler iyonize kalsiyum
konsantrasyonunun regiilatoriidiir. Kemigin yeniden modellenmesinde 6nemli rol oynar.
Magnezyum, vitamin D ve fosfat, PTH sekresyonunu etkiler. PTH, bdbreklerde
kalsiyumun, fosfatin ve diger iyonlarin tubuler transportunu ayarlar ve 1,25 (OH), D’nin
liretimini stimiile eder. 1,25 (OH), D’de Ca*? ve PO4’in intestinal absorbsiyonunu arttirir.
PTH distal tubiillerde kalsiyumun reabsorbsiyonunu arttirirken, proksimal tubiilde fosfatin
reabsorbsiyonunu azaltir. PTH, plazma membraninda lokalize olan reseptorlerle hormon-
reseptor kompleksi olusturur, etkilerini boyle gosterir (Pineda 2003, Kalaycioglu ve ark
2006). PTH, plazma kalsiyum diizeylerini artirdig1 igin, diisiik kalsiyum diizeyi
(hipokalsemi) ile sentezi uyarilir, yiiksek kalsiyum diizeyi (hiperkalsemi) ile de inhibe olur.
Ayrica 1,25-dihidroksikolekalsiferol, PTH sentezini inhibe eder (Montgomery ve ark
2000).

11.1.2. Kalsitonin

Kalsitonin toplam 32 aminoasitlik tek bir polipeptid zincirinden olusmus bir
hormondur. Karboksil ucundaki prolin bir amid grubu ile bloke edilmistir. Biyolojik
aktivite i¢cin mutlaka gereklidir. Kemiklerde ve bdbreklerde kalsitonine duyarlt 6zel
reseptorler vardir (Montgomery ve ark 2000). Kemiklerdeki reseptorlere baglanan
kalsitonin, osteoblast ve osteoklastlarin kalsiyuma olan gegirgenligini azaltir ve boylece
kalsiyum diizeyininin artmasini 6nler (Yaman 1999). Tiroid bezinden salgilanan kalsitonin,
serum Ca*? diizeyleri arttiginda ve hiperkalsemi durumunda stimule olurken, serum Ca*?
diizeyleri azaldiginda ve hipokalsemi durumlarinda ise rediiklenir. Kalsitonin esas olarak
kemiklere etki eder, ancak bdbrek {lizerine de etkisi vardir. Farmakolojik dozlarda
kalsitonin, kalsiyum, fosfat, sodyum, potasyum ve magnezyum, renal tubuler
reabsorbsiyonunu da azaltarak, serum, kalsiyum ve fosfat konsantrasyonunu diisiiriir
(Kalaycioglu ve ark 2006).

Kalsitonin, parathormonun zit diizenleyicisi olarak etki gosterir. Yani PTH ve
kalsitoninin (CT) kemik iizerindeki etkileri antagonistiktir, fakat fosforun renal tubular
reabsorbsiyonunun azaltilmasinda ayni yonde etki gosterirler. Kalsitoninin etkisi vitamin

D’ye bagh degildir. Osteoklastlar kalsitonin i¢in reseptorlere sahiptirler. Kalsitonin ve

16



parathormon, ekstraselliiler sivida kalsiyum konsantrasyonunu belirli sinirlar igerisinde
kalmasini saglamak i¢in negatif feedback mekanizmasi ile etki gosterirler (Kalaycioglu ve

ark 2006).

11.1.3. Vitamin D

D vitamini, hormon benzeri fonksiyonlar1 olan bir grup steroldiir. Yagda ve organik
¢oziiclilerde eriyen vitamin D, suda erimez. D vitamininin 2 ¢esit formu bulunmaktadir.
Bunlar; bazi bitkilerde ve 1sina maruz birakilmis mayalarda bulunan D, vitamini veya
ergokalsiferol, hayvanlarda ve balik yaginda dogal olarak bulunan D3 vitamini veya
kolekalsiferol olarak adlandirilir (Dittmer ve Thompson 2011). Vitamin D, nin provitamini
ergosterol, vitamin Dj’iin ise7-dehidrokolesterol’diir. Vitamin D, bitki ve mayalarda,
vitamin D3 ise hayvansal dokularda bulunur. Hayvansal dokularda bulunan Dj
kolesterinden, bitkisel olan vitamin D, ise ergosterinden sentezlenmektedir (Kalaycioglu
ve ark 2000). Bu 2 molekiil arasindaki fark, ergokalsiferoldeki 22 ile 23. karbonlar
arasindaki ¢ift bag ile ayrilmasidir. D; ve Dj vitamini inaktiftirler. Bunlar karaciger ve
bobrekte meydana gelen 2 hidroksilasyonla aktive edilirler. Kolekalsiferoliin ilk
hidroksilasyonu, (25. Karbondan) karacigerde olur ve kolekalsiferol 25-hidroksilaz enzimi
tarafindan katalizlenir. 25-OH-D3 ‘lin yar1 omrii yaklasik 10 giindiir. Bu yiizden biyolojik
olarak daha aktif olan ancak yari 6mrii 15 saat olan 1,25 dihidroksivitamin D’nin depo

formu gibi diisiintilebilir (Montgomery ve ark 2000).

D vitamini metabolizmasinda esas aktivasyon basamagi bobreklerde yer alir ve 25-
hidroksikalsiferol-1a-hidroksilaz tarafindan katalizlenir. Bu hidroksilasyonun sonucunda
olusan 1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25-dihidroksivitamin D), D vitamininin en aktif

formudur ve D vitaminini biitiin etkilerinden sorumludur (Gow ve ark 2011).

Vitamin D, sadece omurgali hayvanlar i¢in esansiyeldir. Serum ve viicut
stvilarinda kalsiyum ve fosfor miktarinin artmasi, kemik biliylimesine ve kemiklesmeye

yardimci olur. D vitamini kalsiyum homeostazinda major rol oynar. Vitamin D’nin aktif
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formu; kemik metabolizmasinda, kemik yapisinda ndral fonksiyonlarda gerekli olan
kalsiyum iyonlarmin hiicre membranindan gegmesinde esas gorev alir. Vitamin D ayrica
Ca*®nin bagirsaklardan emilmesinde kemiklerden mobilizasyonunda aracilik eder

(Kalaycioglu ve ark 2006).

Diyetle alinan vitamin D, ve vitamin D3 silomikronlarla birleserek lenfatik sistem
ile vendz sirkiilasyona tasinmaktadir. Diyetle alinan veya endojen olarak yapilan vitamin
D, veya vitamin D3 yag hiicrelerinde depo edilmekte ve gerektiginde dolagima
salinmaktadir (Michael 2007).

Sekil 3. Ergokalsiferol (Vitamin D, nin provitamini)
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Sekil 4. Kolekalsiferol (Vitamin D3’lin provitamini)

7-dehidrokolesterol

Deri (Ultraviyole 151k etkisi)
v
Kolekalsiferol (Ds)
Karaciger
v

25- Hidroksikolekalsiferol

1.25-Dihidroksikolekalsiferol

T

> 2+ L . 2+
Bagursaklardan Ca™ emilimi Kemiklerden Ca™ ayrilmasi
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Karaciger Bobrek ——p Doku
e

Vitamin D —b 25_Hidroksi-D 1a,25-Dihidroksi-D

(miKrozom) (mitokondri) (Baglayici protein)

Besin ve deri 24,25-Dihidroksi-D —p Katabolitler Ozel protein

yoluyla

Sekil 5. Vitamin D3’tin metabolizmasi ve fonksiyonu (Akbel 2005).

12. Osteokalsin

Kemik olusumunda kimyasal belirteglerden birisi de “osteokalsin” dir. Osteokalsin;
olgun osteoblastlar, odontoblastlar ve hipertrofik kondrositler tarafindan sentezlenen
toplam 49 aminoasitten olusan kii¢iik yapida kalsiyum baglayict matriks bir proteindir,
ayrica kemik metabolizmasi siirecinin nispi olarak tayininde kullanilan bir kemik

belirleyicisidir (Eastell ve ark 2001).

13. Alkalen Fosfataz (ALP)

ALP, alkali ortamlarda fosfo monoesterleri hidroliz edip fosfor aciga cikararak,
kendilerine tekabiil eden alkol, fenol veya sekerlere ¢evrimini kataliz eden bir enzim
grubudur. Bircok dokuda bulunan bir enzimdir. Erigkinlerde bulunan alkalen fosfatazin

yarist karacigerden, yarisi ise kemikten kaynaklanmaktadir (Yildirim 2001).

ALP’ler ilk defa 1885 yilinda Tammen tarafindan fark edilmistir, fakat Suziki,
Yoshimura ve Takaishi 1907 yilinda ALP’yi tekrar ele alarak daha genis capta
incelemislerdir. Ilk olarak Robinson, 1923 yilinda kemikte kalsifikasyon olayinda ALP’nin
direk etkisinin oldugu hipotezinin gelismesini saglamistir. ALP, yine ilk olarak 1923

yilinda kemik ve bobrekten izole edilmistir (Yildirim 2001).

Serumda ALP’nin varlig ilk kez 1924 yilinda gézlemlenmistir. ALP nin birden ¢ok

degisik formlarda olabilecegi kagit elektroforezinde iki bantin gdézlemlenmesiyle 1954
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yilinda ortaya ¢ikmistir. Bu tiirler en sik karaciger ve kemik kdkenli olan izoenzimlerdir
(Yenson 1984).

Alkalen fosfatazlar tabiatta yaygin olarak bulunurlar. Insan ve hayvan dokularinin
tamamina yakininda, bitki tlirlerinin bazilarinda, baliklarda, bakteri ve mantarlarda
gorilmektedir (Uzunoglu 1998). Alkali ortamda fosfatlar1 hidrolize edebilen bir molekiil
oldugu i¢in alkalen fosfataz adim1 almistir. pH=7"nin iizerinde aktivite gostermektedir.
Karaciger, kemik, bagirsak, bobrek, plesentada bulunan ve kemik dokuda osteoblastlardan

salgilanan bir enzimdir (Uzunoglu 1998, Onat ve ark 2002).

Insan ve hayvan serumlarindaki alkalen fosfataz, karaciger, kemik dokusu, bobrek,
barsak, plasenta, pankreas, tiroid bezi, dis minesi, 10kosit hiicre membrani, endoplazmik
retikulum, mitokondri, niikleus zari, hiicre membraninda goriiliir (Nillson ve Granstrdom
1987, Uzunoglu 1998). Kemik yapimindaki artisla beraber ALP seviyesi artar, azaldiginda
ise diiser. Kemiklesmis kartilaj zengin fosfataz kaynagi olarak bilinmektedir (Uzunoglu
1998).

Alkalen fosfatazin metabolik fonksiyonu tam anlagilmamakla beraber, barsak lipid
transportunda ve kemiklerde kalsifikasyonda dnemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (Murray
ve ark 2004, Onat ve ark 2002). Absorptif hiicrelerin dis yiizeylerinde bulunur ve transport
stirecine yardim eder. Hiicre membraninin aktif transportunu regiile eden bir enzim oldugu

diistiniilmektedir (Uzunoglu 1998).

Alkalen fosfataz aktivitesi kemik hastaliklarinda en sik kullanilan biyokimyasal
gostergelerden birisidir ve kismen osteoblastlardan kaynaklanir. En sik kullanilan
formasyon markiridir. Bu nedenle osteoporotik hastalarda serum alkalen fosfataz aktivitesi
nadiren normalin iki katin1 ge¢mektedir, yani normal seyrinden daha yiliksek degerlere

¢ikmaktadir (Cetiner ve ark 2001, Ecer ve ark 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Materyal Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calismaya, Kusadasi ve Bodrum ilgelerinden leishmaniasis siiphesiyle, soguk
zincir kurallarina uygun olarak veteriner hekimler tarafindan Tip Fakiiltesi Parazitoloji
Laboratuvari’na gonderilen kdpek serumlari dahil edildi. Bu serumlar testler ¢alisilincaya
kadar laboratuvarda -20°C’de saklandi. IFA testi ile 20 adet Leishmania seropozitif ve 20
adet Leishmania seronegatif olarak degerlendirilen 4-6 yaslarinda toplam 40 adet erkek

kopek serumu biyokimyasal analizlerde kullanildu.

2.2 Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Ana Bilim Dali Laboratuvari’nda bulunan otomatik pipetler (isoterm 20-200 pl, Isoterm
100-1000ul), UV-spektrofotometre (Schimadzu UV-1601, Japan), santrifiij (nf 800R
niive), Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’nda ELISA
okuyucusu (Bio-Tek, ELx800), IFA mikroskobu (Nikon ), 37 °C’lik etiiv (Memmert),
vorteks(Yelowline) ve pipetler (Eppendorf 10-100 ul, Eppendorf 100-1000ul1) kullanildi.

2. 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak SnCl,.2H,0 (Kalay kloride) (Carlo
erba), KH,PO, ( Potasyum di-hidrojen fosfat) (Carlo erba), HCI (Hidroklorik asit) (Sigma-
adrich), TCAA (Trikloroasetik asit) (MERCK), NH4)6Mo07024.4H,0 (Amonyum
molybdat) (Carlo erba), CH30OH (Metanol) (Sigma-adrich), NaOH (Sodyum hidroksit)
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(Carlo erba), Glyoxal-bis-(2-hydroksianil) (MERCK), CaCO; (Kalsiyum karbonat)
(MERCK), NaCl (MERCK), Na,HPO, (MERCK), KH,PO, (Riedel-de Ha¢k) kullanild:.

2.4.1IFA

2.4.1. Yontemin Uygulanmasi
Lamlarin Hazirlanmasi

Laboratuvarda 75 mm uzunlugunda, 25 mm eninde 0,12 mm kalinligindaki
lamlarin {lizerine elmas kalemle her bir sirada alti olmak {izere iki sira toplam 12 adet
yuvarlak cizilerek testin uygulanacagi alanlar belirlendi. Ayrica lamlarin sol iist koselerine

elmas kalemle kiiciik bir isaret konuldu.

Antijen Hazirlanmasi

Leishmaniasis’li kopegin lenf nodundan alinan biyopsi materyali steril ortamda
NNN besiyerine ekildi. Bu besiyeri, 26 °C’de inkiibe edildi. Promastigotlarin iiremesi
gerceklestikten sonra santrifiijlenen besiyeri 4-5 kez PBS ile yikandi. Promastigotlar
mikroskopta 10°luk objektifte yeterli sayida olacak sekilde daha dnceden hazirlanmig IFA

lamlarina yayildi, kurutuldu ve bu lamlar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS): pH: 7.2

NaCl: 38,25 ¢
Na,HPO,: 3,62 g
KH,PQO,4: 1,05 g
Distile Su: 5,00 It

Bu maddeler 5 litrelik bir balon i¢ine konuldu ve tizeri 5 litre olacak sekilde distile
su ile tamamlandi. Daha sonra pH: 7,2’ye ayarlandi ve bu soliisyon kullanilincaya kadar

buzdolabinda +4 °C’de saklandh.
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Kaplama Soliisyonu(Gliserin Tampon)

Gliserin tampon, 9 hacim saf gliserin i¢ine bir hacim PBS tampon karistirilarak

hazirlandi. Bu karisim agzi kapali siselerde bir ay saklanabilmektedir.

Fluoresan Konjuge

Bu caligmada tavsandan elde edilen antiimmunglobulin G konjuge kullanildi.
(Cappel Fluorescein —Conjugated Rabbit IgG Fraction To Dog 1gG Whole Molecule, MP
Biomedicals Inc., Germany.) Konjugenin optimal sulandirimlart kataloglarinda belirtilmis
olmasina karsin yeni calisilan konjugenin, teste baslamadan optimal konsantrasyonlari

bilinen pozitif ve negatif serumlar kullanilarak belirlendi (1/150).

Pozitif ve negatif kontrol serumlari

Onceden calisilarak negatif ve hangi sulandirimlarda pozitif degerler verdigi bilinen

serumlar, kontrol serumu olarak kullanildi.

Test icin gerekli diger malzemeler

Inkubasyon islemlerinde yararlanilan 37 OC’lik etiiv, nemli ortam igin kulanilacak
kapakli kiivetler, lamlar1 yikama kaplar1 (sale), lam tasiyicilar, pipetler ve serum

titrajlarinin yapilacagi sulandirma tiipleri veya plaklardir.

2.4.2. Testin yapihsi

1. Once sulandirma plaklarinin kenarlarina serumlarin sira numaralar1 yazildi (1,2,3,4
gibi). Bu plaklarin ilk c¢ukurlarina 150 pl, ikinci gukurlarina 150 pl, {glinci,
dordiincii ve besinci ¢ukurlarina 50 pl PBS ¢oklu pipet yardimi ile eklendi.

2. Sulandirim plagimnin ilk ¢ukurlarina sirastyla 10 pl kdpek serumlar1 eklendi.
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10.

11.
12.

13.

Serum koyma islemi bittikten sonra ¢oklu pipet yardima ile ilk ¢ukurdaki karigimdan
50 pl ikinci gukura aktarildi. Bu cukurdaki PBS ile aktarilan sivi, burada iyice
karistirithip ikinci c¢ukurdaki karisimdan iiglincii ¢ukurlara 50 upl sivi aktarildi.
Uciincii ¢ukurdan alinan 50 pl sivi, dérdiincii gukurlara aktarildi ve dordiincii
cukurdaki sivi ile iyice karigmasi saglandi.

Serum sulandirilmalar1 bitirildikten sonra ornek sayisi i¢in gerekli sayida uygun
antijen kapli lam, buzdolabindan ¢ikarildi. Lamlar daha onceden dibine 1slak
kurutma kagidi konulmus kapakli kiivet icindeki lam tutucularin {izerine
yerlestirildi. Lamlar1 yerlestirirken antijen kapli kisimlarin iist tarafa gelmesine
dikkat edildi.

1/64, 1/128, 1/256, 1/512 oranlarinda sulandirilan Orneklerden her biri lam
iizerindeki antijenle kapli ukurlara 10 pl damlatildi. Sonra kapakli kiivetlerde 37°C
‘de 30 dakika etiivde bekletildi.

Etiivden ¢ikan lamlar birbirine yapismayacak sekilde PBS dolu salede 3 kez 5’er
dakika yikandi.

Lamlar oda 1sisinda dik olarak kurutma kagidi iizerine konuldu ve kurumaya
birakildu.

Kuruyan lamlar kapakli kiivetler igindeki sehpanin {izerine antijen liste gelecek
sekilde dizildi.

Konjuge diliisyonu her lam i¢in ortalama 150 pl PBS ve 1 pl konjuge olarak
hazirlandi. Hazirlanan konjuge sulandirimindan her cukura yaklagik 15-20 pl
konuldu.

Konjuge damlatilmig lamlar kiivetin kapag: kapatilarak (kiivetin dibindeki kagidin
1slak olmasina dzen gosterilerek) 37 C’lik etiive yerlestirildi ve 30 dakika bekletildi.
Etlivden cikarilan lamlar 3 kez 5 dakika PBS’li salede yikandi.

Lamlarin iizerine kurumadan gliserin-PBS karisimindan 2-3 damla damlatilip
lamelle tlizeri kapatildi.

Lamlar fluoresan mikroskopta 490 nm dalga boyundaki eksitasyon filtresi ile 20’lik

okiiler kullanilarak incelendi.

2.4.3. Sonuclarin Yorumlanmasi ve Degerlendirilmesi

Calismada 1/64 ve iizeri titreler pozitif olarak degerlendirildi.
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2. 5. Yontemler

2.5.1. Kan Serumunda Kalsiyum Miktarinin Glyoxal-bis Metoduyla Tayini

Glyoxal-bis yiiksek pH’da kirmiz1 renk verdigi i¢in Ca tayininde tercih edildi.
Diger +2 degerlikli katyonlarin varliginda Glyoxal-bis’in kalsiyumu selatlayici 6zelligi
kullanilarak oSlgiilmesi esasina dayanan metotla gerceklestirildi (Bellinger ve Campbell

1965).

Ayrraclar

1. Metanol

2. Glyoxal-bis-(2-hydroxyanil): 100 mg Gloxyal-bis (2-hydroxyanil) 100 ml
metanolde eritildi. Kahverengi sisede saklandi.

3. 2 N Sodyum hidroksit (NaOH)

Yapilisi

10x75 mm boyutlarinda test ve blank isaretli iki adet tlip alindi. Test yazili tiipe
10ul serum, blank tiipiine ise 10ul distile su konuldu. Bundan sonra her iki tiipe 500’er pl
distile su ve 500’er ul Glyoxal-bis konup, karistirildi ve 30 sn calkalandi. Takiben 15
dakika beklendi. Bekleme siiresinin sonunda her iki tiipe de 50’ser ul 2N NaOH ilave
edildi ve 30 sn ¢alkalandi. Calkalama isleminin sonunda 15 dakika daha beklendi ve distile

suya kars1 546 nm’de absorbanslar okundu.
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Hesaplamalar

(Testin Absorbansi-Koriin Absorbansi) x 26 = mg Ca/100 ml serum

2.5.2. inorganik Serum Fosfatin Kalay Klorid Kullanarak Belirlenmesi

Biyolojik materyallerde fosfatin belirlenmesinde Kalay Klorid indirgeyici ajan
olarak kullanildi. Asidik ortamda fosfat iyonlariyla amonyum molibdat reaksiyona girdi ve
amonyum molibdifosfat olustu. Bu olusan iiriiniin kalay kloride ile reaksiyona girmesiyle
meydana gelen mavi rengin 660 nm’de spektrofotometrede Ol¢giilmesi esasina dayanan

metotla gergeklesti (Horwitt 1952, Davies ve ark 1973).

Ayrraclar

Soliisyon A: % 10 triklorasetik asit

Soliisyon B: %1 amonyum molibdat

Soliisyon C: 10 ml HCl i¢inde 3 g kalay klorid
Soliisyon D: 100 ml distile su iginde 0,2 ml soliisyon C

Soliisyon E: %135 trikloroasetik asit

Yapihsi

Proteinsiz siiziintii hazirlamak i¢in 0,4 ml seruma 3,5 ml su eklendi. Daha sonra
%15’1ik trikloroasetikasitten 1 ml karisima eklendi, karistirildi. Sonra karisim 5 dakika
santrifiijlendi. Stipernatanttan 0,5 ml alindi, lizerine 5 ml soliisyon A eklendi ve karistirildi.
Karigima soliisyon B’den 0,5 ml eklendi, karistirllip 7 dakika beklendi. Daha sonra
solisyon D’den 0,5 ml eklendi ve kanstirildi. 15 dakika sonra 660 nm’de

spektrofotometrede okutuldu.
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Fosfor Stok Standardi; 0,4394 mg saf susuz KH,PO,’ti distile suda ¢oziildi ve

100ml’ye diliie edildi.

Fosfor Calisma Standardi; 5 adet cam tiipe sirasiyla 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 ve 10.0 ml
hazirladigimiz stok standardindan koyuldu ve 100 ml’ye tamamlandi. Sonra 5 ml soliisyon
A eklendi ve karigtirildi. Daha sonra soliisyon B’den 0,5 ml eklendi, karistirildi ve 7 dakika
beklendi. Son olarak soliisyon D’den 0,5 ml eklendi ve karistirildi. 15 dakika sonra

spektrofotometrede 660 nm’de okutuldu.

y=0,2457In(x) + 0,0596
R?=0,8637
0,5

0,45 /_.
o _—

ore ~

one e

0,1 /

0,05

%mg Fosfor

Sekil 6. P standart egrisi

2.5.3. 25-Hidroksi Vitamin D Tayini

Kopek serumlarinda 25-OH-Ds seviyesi ticari bir kit (25-Hydroxy Vitamin D EIA,
Immunodiagnostic Systems Ltd., Boldon, UK) ile dl¢iildii. Serum veya plazmada 25-OH-

D3 ve diger hidroksillenmis metabolitleri arama esasina dayanan bir metotdur. Koyun 25-
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OH-D3 antikorlar1 ile kapli kuyucuklara 6nce serumlar eklenir, sonra horse radish
peroksidaz ile isaretli avidin eklenir ve substrat eklenerek renk olusmasi saglandi. Optik

okuyucuda okutulur.

Ayiraglar

Kontroller(CTRL): Kontroller ( CTRL) 25-OH-D3 ve <1% sodyum azid igerir.

25-D Biotin Soliisyonu(25-D BIYOTIN)(SOLN): 25-D Biyotin konsantrasyonu
(25-D BIYOTIN)(50X) 25-hidroksivitamin D3 ve biotin igerir.

Yikama Soliisyonu (WASHBUF) (SOLN): 50 ml olan wash buffer soliisyonuna

(sar1 biiytlik kapakli) 950 ml distile su eklendi.

Yapihis1

1. 6 tane kalibrator, 1 tane kontrol ve serum orneklerinden cam tiiplere 25’er ul
ilave edildi.

2. Daha sonra her cam tiipe 1 ml 25-D Biyotin eklendi, vorteksle 10 saniye
karistirildi.

3. Cam tiiplerden microplate’lere 200’er pl kalibrator, kontrol ve serumlardan
koyuldu. Yapistirici jelatin ile microplate’in iistii kapatilip 2 saat oda sicakliginda (25°C)
bekletildi.

4. Yikama soliisyonu ile 3 kez 250 pl yikama soliisyonu ekleyerek yikama islemi
gerceklestirildi.

5. Multipipetle 200’er ul tim kuyucuklara enzim-konjugat ilave edildi.
Microplate’in agzin jelatinle kapatarak oda 1sisinda (25°C) 30 dakika bekletildi.

6. Yikama soliisyonu ile 3 kez tekrar yikandi.
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7. Multipipetle 200’er ul substrat ilave edildi. Microplate’lerin agzini tekrar
jelatinle kapatip oda 1s1snda (25°C) bekletildi.
8. Multipipetle 100’er pul stop soliisyonu ilave edildi.

9. 10 dakika igerisinde 450 nm’de microplate’i elisa okuyucuda okutuldu.

Hesaplamalar

Her bir kalibrator, kontrol ve bilinmeyen 6rnegin baglanma yiizdeleri asagidaki gibi
hesaplandi:

B/By % = absorbans x100

Semilogaritmik grafik kagidina kalibrasyon egrisi ¢izerek, B/Bo/% ‘e kars1 ordinat
lizerine 25-hidroksivitamin D’nin konsantrasyonu yazilarak grafik hazirlandi. Her
bilinmeyen 6rnek i¢in B/Bo/% orani hesaplandi ve egrinin formiiliinden nmol/L olarak 25-

OH-Dj3 degerleri bulundu.

y = 204,68x0443

100 R2=0,9924
90
80 L\

70 \
6o
a0 \
~0
03p
20

0 T T 1
1 10 100 1000

25-OH-D3; nmol/L

Sekil 7: 25-OH-Dj3 Kalibrasyon Egrisi
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2.5.4. Alkalen Fosfataz’in (ALP) Kantitatif Tayini

Kopek serumlarinda alkalen fosfataz seviyesi ticari bir kit (Quantitative

Determination of Alkaline Phosphatase (ALP) IVD, Spinreact®, Ispanya) ile 6l¢iildii.

ALP, p-nitrophenol fosfatin hidrolizlenmesini katalizler. Béylece P-nitrophenol ve

aci18a c¢ikan fosfatinkolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanan bir metottur.

Ayrraclar

1-R1 Tampon: Dietanolamin pH 10,4 1mmol/L

2-R2 Substrat: p-Nitrofenilfosfat 10mmol/L

3-Working Reagent: (WR) 15 ml R1 Buffer icerisine 1 tablet R2 atild1 ve ¢6ziildii.

Kullanincaya kadar 2-8°C’de bekletildi.

Yapihsi

1. Kiivet icine 1,2 ml WR soliisyonu ve 20ul 6rneklerimizden konuldu, 1 dakika
karistirildi.

2. 405 nm’de initial absorbansi okutuldu ve 3 dakika boyunca her dakikada
absorbansi tekrar okutuldu.

3. Absorbanslar arasindaki degerler hesapland1 ve dakikadaki ortalama absorbans

degerleri hesaplandi.

Hesaplamalar

AA/min x 3300 = U/L de ALP
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2.5.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release 11.5
Standart Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanild.
Bagimsiz ornekleme testi (independent sample t test)  kullanilarak Onem analizleri

yapild.
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3. BULGULAR

3. 1. Leishmania IFA Test Sonugclar:

IFA testi ile galisilarak Leishmania seropozitif saptanan 20 kopek serumunun IFA

test titre sonuglari tablo 3’de gosterilmistir.

Cizelge 1: Leishmania Seropozitif 20 Kopegin IFA Test Sonuglari

Serum Sayisi Titreler
1 1/64
3 1/128
4 1/256
12 1/512
| Toplam 20

3.2. Leishmaniasisli Kopek Serumlarindaki Biyokimyasal Analiz Sonuclar

Calisma kapsamindaki 20 Leishmania seropozitif ve 20 Leishmania seronegatif

erkek kopegin serum 25-OH-D3;, ALP, Ca ve P sonuglar ise tablo 2 ve sekil 8’de

verilmistir.

Cizelge 2: Leishmania Seropozitif ve Seronegatif Kopeklerin 25-OH-Ds, ALP, Ca

ve P Sonuglari

Leishmania seronegatif | Leishmania seropozitif
(n:20) (n:20) P
25-OH-D3; nmol/L 70,01+14,12 51,89+6,59 0,252
ALP U/L 104,5+8,7 137,111 0,026*
Ca mg/100mi 8+0,5 3,38+0,48 0,000*
P mg/100ml 2,19+0,17 3,01+0,11 0,000*




Leishmaniasisli ve kontrol grubu kopeklerin serum 25-OH-Dj3 seviyeleri (ortalama)
sirastyla 51,89 nmol/L ve 70,01 nmol/L olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Leishmania seropozitif kdpeklerin serum ALP degerleri 137,1 U/L iken seronegatif
kdpeklerin 104,5 U/L olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak iki grup arasinda anlaml bir

fark oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Leishmania ile enfekte olan kopeklerde serum Ca seviyeleri 3,38 mg/100 ml,
kontrol grubu kdpeklerde 8 mg/100 ml olarak tayin edilmistir. Istatistiksel olarak iki grup

arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Leishmaniasisli ve kontrol grubu kopeklerin serum P seviyeleri (ortalama)
arasindaki fark ise sirasiyla 3,01 mg/100 ml ve 2,19 mg/100 ml olarak bulunmustur.
Istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).
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4. TARTISMA

Kanin leishmaniasis, L. infantum ve L. chagasi 'nin sebep oldugu 6zellikle Akdeniz
iilkelerinde basta olmak iizere, Afrika, Asya ve Amerika’da goriilen endemik bir hastaliktir
(Bettini ve Gradoni 1986). Bu protozoal hastalik genellikle kronik seyirlidir ancak insan,
kopek ve rodentlerde oliimciil olabilir (Ozbel ve ark 2000). Képekler, insanlar icin
hastaligin 6nemli rezervuaridir (Desjeux 1991, Kirmse ve ark 1987). Ayrica ara
konakgilart Phlebotomus ve Lutzomyia cinslerine bagli sineklerdir (Encinas Grandes ve ark
1988, Gothe 1991, Nunes ve ark 1988). Kanin visseral leishmaniasisli kopeklerde deri
lezyonu, kilo kaybi, lokal ve genel lenf bezleri hastaligi, géz lezyonlari, kronik ishal,
bobrek ve karacigerlerde bozukluk, burun kanamasi ve topallama gibi ¢esitli semptomlara

sebep olur (Ciaramella ve ark 1997).

Bu c¢alisma leishmaniasisli kopeklerde kemik metabolizmasimin belirte¢lerinden
kalsiyum, fosfat, alkalen fosfataz ve 25-OH-D3 degerlerinin saglikli kdpeklere gore nasil
degistigini belirlemek  amaciyla yapilmistir. Literatiir taramalarinda leishmaniasisli

kopeklerde Vitamin D diizeylerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamuistir.

Kopeklerde leishmaniasis tanisinda birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu
yontemler: sito-histolojik metotlar, serolojik testler, parazitolojik metotlar (ksenodiagnosis,
kiiltiir), molekiiler metotlar, hiicresel immun yanitin belirlenmesi olarak siralanabilir. IFAT
yonteminin duyarlilik ve seciciliginin %100°e yakin oldugu bildirilmistir ve Diinya
Hayvan Saghgi Orgiiti (WOAH) tarafindan referans serolojik ydntem olarak kabul
edilmektedir (Mettler ve ark 2005).

Coskun ve ark (1997), Tirkiye’nin Batisi’nda koépeklerde L. infantum
enfeksiyonunun seroprevalansini arastirmiglardir. Bu ¢alisma icin toplam 182 kdpek IFAT
yontemi kullanilarak anti-Leishmania infantum antikorlar1 agisindan degerlendirilmistir.
Arastirmaya dahil edilen 182 kopegin 10’unda (%5,5) antikor titresi >1/128 olarak
saptanmistir. Diger 172 kopek ise negatif olarak degerlendirilmistir. Enfeksiyon orani
Bursa’da %4,3 iken Mugla’da %33,3 olarak tespit edilmis, Antalya ve Istanbul’da
seropozitif kopege rastlanilmamistir. Seropozitif olarak degerlendirilen toplam 10

kopekten 5’inde hicbir semptom goriilmemistir. Antikor titresi 1/4096 olan bir kopekte
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CanVL’nin belirgin semptomlarinin ¢ogu saptanmistir. Diger 4 kopekte hastaligin orta
siddette veya daha az belirgin olan belirtileri saptanmistir. Seropozitif kopeklerin yaslar: 9
ay ile 4 yil arasinda degismistir. K&peklerin cinsiyeti ile enfeksiyon arasinda iliski 6nemsiz

bulunmustur.

Serolojik testlerle ilgili yapilan bir diger ¢alismada ise, arastiricilar (Kamburgil ve
Dik 1998), kopeklerde VL’ nin IFAT ile tespitini gerceklestirmiglerdir. Bu amagla yaslari
2,5 ay ile 11 yas arasi degisen toplam 278 kopekten 10’ar ml kan alinmistir. Serolojik
testler uygulanmistir. IFAT ta sonuglar referans pozitif ve negatif serumlarla karsilastirilip
literatiirlerde de belirtildigi gibi 1/40 ve daha yukar titreler pozitif olarak
degerlendirilmistir. IFAT’ta sensitivite ve spesifitenin  %100’e yakin oldugunu

bildirmislerdir.

Yapilan diger bir calismada Silva ve ark (2012), VL nin tanisinda serolojik testlerin
degerlendirilmesini  aragtirmiglardir. Bu  arastirmada  ELISA, IFAT  ve
immunokromatografik testler Can VL’nin tanisinda karsilastirilmistir. Yoresel alandan
VL’li 144 kopekten serum elde edilmistir. Sirasiyla serolojik testlerden ELISA-L.major-
like, ELISA-L.chagasi, IFAT-L.major-like, IFAT-L.chagasi ve immunokromatografik
testlerin duyarlilig1 sirasiyla %93, %100, %73, %60, %93; spesifiklikleri ise sirasiyla
%87, %92, %77, %96 ve %92 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore ELISA-L-
chagasi canin visseral leishmaniasis’in tanisinda en kullanigli yontem oldugu saptanmustir,
bunun yaninda 6zellikle 6zel donanimli laboratuvarlarin ihtiya¢ duyulmadigi zamanlarda

immunokromatogarifik testinde alternatif olarak kullanilabilecegi saptanmustir.

Dogal yollardan L. chagasi ile enfekte olmus kopeklerde hematolojik ve
biyokimyasal parametreleri degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada her iki cinste
degisik agirliklarda ve yasta 85 yetiskin kopek kullanilmigtir. Immunofluoresans testinde
(IFAT) titresi 1/40 ve iistiinde degerleri pozitif olarak almislardir. Hasta kopeklerde
kaseksi (9%77,9), keratit (%61,8), lenfodenopati (%55,9) en sik goriilen klinik belirtilerdir.
Kirmizi kan hiicreleri (%63), hematokrit (%72), hemoglobin (%62), 16kosit (%33)
diizeylerinin enfekte kopeklerin hematolojik muayenesinde azaldigi goriilmiis, yine

notropeni  (%28), trombositopeni (%50) iiremi (%45), hiperproteinemi (%53),

36



hipergamaglobulin  (%62), hiperalbuminemi (%58) klinik olarak hasta hayvanlarin
laboratuvar bulgularinda goriilen degisikliklerdir (Freitas ve ark 2012).

Goniil ve ark ( 2002), yaptiklar1 aragtirmada bir kdpekte immunolojik ve histolojik
olarak teshis ettikleri leishmaniasisin klinik ve laboratuvar bulgularini karsilagtirmislardir.
Aragtiricilarin leishmaniasisli  kopekler icin bildirdigi kaseksi, istahsizlik, hareket etmede
isteksizlik, keratokonjunktivit, kaslarda zayiflik, uyusukluk, hepatomegali ve lenfadenopati
gibi Klinik belirtilerin bu vakada da mevcut oldugunu saptamislardir. Klinik ve fiziksel
muayenesinde VL o6n tanisi ile etken izolasyonuna gidilen kdpekten alinan kan 6rneginin
IFAT ile yapilan serolojik kan testinde L.infantum’a karst spesifik IgG antikor pozitifligi
1/1024 titrasyonunda pozitif bulunarak hastalik dogrulanmistir. Ayrica arastiricilar
serolojik testler ile hastaligin kesin teshisinin konulabilecegini iddia etmislerdir. Bu
nedenle IFAT hastalifin teshisinde oldukc¢a duyarli ve spesifik bir test olup, pozitif
hastalarda 1/40 ile 1/1024 arasinda titrasyonlarin diagnostik oldugu bildirilmistir. Yapilan
arastirmada, yukarida ayrintili olarak sunulan caligmalarda oldugu gibi, Arastiricilarin
(Kamburgil ve Dik 1998, Freitas ve ark 2012, Goniil ve ark 2002) klinik bulgular ve
laboratuvar testleri ile karsilastirmalar1 sonucu kdpeklerde leishmaniasis tanisi i¢in yeterli

kabul ettikleri 1/40 ve iizeri titreler bu ¢alismada da pozitif olarak kabul edilmistir.

Kemik yogunlugu ile Ca, P, ALP ve 25-OH-Dj3 arasindaki iligski bilinmektedir.
Vitamin D’nin kalsiyum ve fosfor homeostasisi ile yakindan ilgili oldugu, kemik
olusumunda, kemik model degisiminde Onemli rol oynadigi yapilan arastirmalarda
gosterilmistir. Vitamin D eksikligi, c¢evresel ve genetik faktorlerden dolayr olabilir.
Vitamin D eksikligi sonucu rasitizm, kemik yumusamasi, ikincil olarak ta hipokalsemi ve
hipofosfatemi goriilebilir. Vitamin D’nin uzun yillardir insanlarda ve evcil hayvanlarda
ragitizm ve kemik yumusamasini Onlemesinin bilinmesine ragmen, son arastirmalar,
saglikli iskelet bakiminin Gtesinde, bagisiklik sistemini gliglendirici ve kansere karsi

koruyuculuk gibi 6nemli rolleri de oldugunu gostermistir (Dittmer ve Thompson 2011).

Kopeklerde vitamin D metabolizmas1 genellikle bobrek yetmezligi ile ilgili
patolojik durumlarda arastirilmistir.  Leishmania ile enfekte kopeklerde D vitamini

metabolitlerinin arastirildigr bir ¢alismaya rastlanmamistir. Hasta kdpeklerin laboratuvar
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bulgularinda ALP, Ca ve P diizeylerinde goriilen degisimler leishmaniasisin kemik
metabolizmas: {izerine bir etkisinin olabilecegi hipotezine dayanarak, bu ¢alismada serum
25-0OH-Dj3 diizeyleri tayin edilmistir. Galler ve ark (2011), kronik bobrek yetmezligi olan
19 kopegin kanindaki vitamin seviyesini arastirmislar ve kontrol grubu olarak yas, cinsiyet
ve kilolar1 bakimindan benzer olan saglikli kopeklerle karsilagtirma yapmislardir. 25-OH-
D; degerlerini HPLC yontemiyle oOlgmislerdir. Sonuglari incelediklerinde, saglikli
kopeklerle 25-OH-D3 degerlerini 37,6 ng/L, kronik bobrek yetmezligi olan kopeklerde ise
14,5 pg/L olarak saptamiglardir. Kronik bobrek yetmezligi olan kopeklerde 25-OH-Ds
diizeylerindeki diislisii istahsizlik ve kusmaya bagli diyetle alman Vit D’den
yararlanilamamasina baglamiglardir. Yapilan c¢alismada Leishmania titrasyonu negatif
kopeklerde 25-OH-D3 diizeyleri ort. 70,01 nmol/L (28 ng/L), 1/40’1n tlizerindeki pozitif
kopeklerde ise 51,89 nmol/L (20,7 pg/L) olarak ol¢iilmiistiir. Arastirma sonunda kontrol
grubunda elde edilen degerler, Galler ve ark(2011)’nin saglikli kopekler i¢in bulduklar
degerlere yakindir. Ancak Arastiricilar 25-OH-D3 odlglimlerini HPLC’de yapmuslardir;
mevcut arastirmada ise ELISA yontemine dayali metot ile analizler yapilmistir. Kullanilan

yontemlerin farkli olmasindan dolayr sonuglar arasinda fark olabilecegi diistiniilebilir.

Cortadellas ve ark(2010), yaptiklart ¢alismada farkli evrelerde kronik bobrek
hastalig1 olan kopeklerde kalsiyum ve fosfor dengesini arastirmiglardir. Kronik bdbrek
hastalig1 olan kopeklerde kalsiyum-fosfor dengesi negatif etkilenmistir. Yaslar1 1 ile 16
arasinda degisen 23 erkek, 31 disiden olusan, 22 saglikli kopek ve 34 kronik bobrek
hastalig1 olan kopek calismaya dahil edilmistir. Serum parathormon (PTH) ve serum fosfor
konsantrasyonlar1 genel olarak kronik bobrek hastaligi olan kopeklerde artis gdstermistir,
Kronik bobrek yetmezligi olan kdpeklerin %68,5’inde hiperfosfatemi, % 75,9’unda ytiksek
parathormon seviyesi goriilmiistiir. Istatistiksel analizler, serumdaki fosfor konsatrasyonu
ve PTH konsantrasyonu arasinda anlamli pozitif korelasyon gostermistir. Kalsitriol
konsantrasyonu kronik bobrek hastaligi olan kopeklerin 47 tanesinde giderek azalma
gostermistir. Buna karsilik kontrol grubu ile kronik bdbrek yetmezligi hastaligi olan

kopekler arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.

Osteoporozda hipokalsemi, hipofosfatemi ve ALP aktivitesindeki artig
karakteristiktir. Sahota ve ark(2004)’nin yaptig1 bir calismada osteoporoz teshisi konulmus

menapozlu kadinlarda kalsiyum dengesi, kemik turnoveri, kemik mineral yogunlugu
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degerlendirilmis ve buna paralel olarak vitamin D ile paratiroid hormon arasindaki iligki
arastirmiglardir. 60 yas istii ve menapozlu, kemik erimesi goriilen 421 kadin 24 ay
boyunca gozlem altina alinmistir. Calisma, hipovitaminosis D, ikincil hiperparatiroidizm
ve kontrol grubu olarak 3 gruba ayrilmistir. Serum 25-(OH)-D3 diizeyi 30 nmol/L’nin
altinda olanlar hipovitaminoz grubu olarak belirlenmistir. Serum 25-OH-D3; ve PTH
arasinda negatif korelasyon tespit edilmis, hipovitaminosis D grubunda serum 1,25
(OH),D3, 25-OH-Dj3 seviyesi diisiik, kemik ALP diizeyleri yiiksek bulunurken; Ca, Mg, P,

kreatinin diizeylerinde 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

Gow ve ark (2011), yaptiklar1 ¢alismada iltihapli bagirsak hastaligi olan kdpeklerin
vitamin D ve plazmadaki paratiroid hormon konsantrasyonlarmi saglikli kopeklerle
kiyaslamiglardir. 36 tane saglikli kopekte, 49 tane hasta kopekte 25-OH-D3 ve 1,25
dihidroksivitamin D konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. Ayn1 zamanda bu kdpeklerin plazma
paratiroid hormon ve kalsiyum konsantrasyonu degerleri 6l¢iilmiistiir. Ol¢iim sonuglarma
gore, iltihapl bagirsak hastaligi olan hipoalbuminemi olan kdpeklerde 25-OH-D3 degerleri,
saglikli kopeklere gore daha diisiik, paratiroid hormon konsantrasyonu yiiksek, iyonize

kalsiyum konsantrasyonu diisiik olarak saptanmustir..

Tryfonidou ve ark (2003), biiylime hormonunun vitamin D3 metabolizmasina,
kalsiyum dengesine etkilerini ve biiylimekte olan kopeklerde iskelet sistemine spesifik
etkilerini arastirmiglardir. Yaglar1 3-6 haftalik olan, toplam 7 disi ve 7 erkek kanis cinsi
kopek yavrusu calismaya katilmistir. Bunlardan 6 tane kanise belli dozda biiylime hormonu
(GH) verilmistir. Calisma i¢in 8 tane kontrol grubu belirlenmistir. GH verilen kanis grubu,
kontrol grubuyla karsilastirilmistir. GH verilen kanislerin, plazma insulin-like biiylime
faktorii (IGF-1) konsantrasyonu ve 1,25 dihidroksikolekalsiferol diizeylerinin arttigi, 24,25
dihidroksikolekalsiferol seviyelerinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Plazma kalsiyum, fosfat ve
PTH konsantrasyonlari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda ikisinin arasinda bir farklilik
olmadig1 gozlemlenmistir. Plazma ALP konsantrasyonu, GH verilen kanislerde anlaml
olarak artmistir. GH’in barsaktan Ca ve P emilimini etkilemeksizin gen ekspresyonu

diizeyinde 1,25(OH),D3 sentezini artirdig1 ileri siirmiislerdir.
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Driel ve ark(2006), 1a,25-(OH);D3’in otokrin/ parakrin fonksiyonunu arastirmak
amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. lo-hidroksilazin, insan osteoblastlarinda eksprese
edildigini, ayn1 zamanda vitamin D’ye baglanan megalin ve kubilin protein reseptorlerinin
bulundugunu saptamislardir. Osteoblast hiicre kiiltiirlerine substrat olarak 25-OH-Dj3
ilavesi ile osteoblastlarin 1a,25-(OH),Ds iirettikleri, ALP ve osteokalsin ekspresyonunun

hafif arttig1, Ca ve paratiroid hormon diizenlenmesine etkisinin olmadig1 gorilmiistiir.

Serumdaki 25-OH-D; ile kemik turnover markeri, kemik mineral yogunlugu
(BMD), kemik kayb1 yaricapi, postmenapozlu kadinlarda kirik orani arasindaki iliskiyi
arastirmak amaciyla Garnero ve ark (2007) bir ¢alisma yapmiglardir. Yaslar1 31 ile 89
arasinda degisen 669 tane postmenapozlu kadin ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu kadinlarin
yillik 25-OH-D3 degerleri, BMD, kemik turnover markerlari, osteoporozun klinik risk
faktorleri Ol¢iilmiistiir. Menapoz sonrasi kadinlarda serum 25-OH-Dj3 seviyesi ile radius
kemik mineral yogunlugu (BMD) ve kirik vakalar1 arasinda bir iliski olmadigim
gormiislerdir. Buna karsilik radyografinin de destekledigi sonuclara gore yillik kemik
mineral yogunlugundaki azalmaya paralel olarak 134 kadinda kaza kiriklar1 olustugu,
serum 25-OH-D3 seviyesi azalirken, PTH miktarinin arttigi, serum 25-OH-D3 ile PTH
arasinda negatif korelasyon oldugu; ayrica 25-OH-Dj seviyelerinin yasa bagli bir

degisiklik gostermedigi gozlemlenmistir.

Sahota ve ark(1999), yaptiklart ¢alismada vitamin D yetersizliginin vertebral
osteoporozlu hastalarda kemik turnoverini ve kemik kaybmi arttirp arttirmadigini
anlamaya calismislardir. Bu c¢alismada 119 yash kadin 7 ay boyunca degerlendirmeye
alinmistir. Tiim hastalar, giinlilk yasam aktiviteleri bakimindan birbirinden bagimsiz
birakilmiglardir. 25-OH-Dj3 eksikligi bulunan hastalarda ALP ve PTH seviyeleri normal
kadinlara gore daha yiiksek; kemik mineral yogunlugu daha diisiik bulunmustur. 25-OH-D3

ve PTH arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir.

Leishmaniasisin kopeklerde kemik metabolizmasi {izerine etkisini arastirmak
amaciyla yapilan bu calismada enfekte kopeklerin serum 25-OH-Ds diizeyleri saglikli
kopeklere gore diisiik bulunmustur. Ancak bu fark istatistiki degerlendirme agisindan

onemsizdir. 25-OH-D3; kadinlarda o6zellikle menapoz sonrast olusan osteoporoz ile
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iligkisini arastirmak amaciyla Ol¢lilmiis ve bu hastalarda 25-OH-D; diizeyleri diisiik,
parathormon diizeyleri yiiksek bulunmus (Garneo ve ark 2007, Sahota ve ark 1999, Sahota
ve ark 2004) ve kemik metabolizmasi ile ilgili olabilecegi iddia edilmistir. Kopeklerde
yapilan ¢alismalarda kronik bobrek yetmezligi (Galler ve ark 2011) veya iltihapli bagirsak
hastaligt (Gow ve ark 2011) olan hastalar da serum 25-OH-D; diizeyleri diisiik,
parathormon diizeyleri yiiksek bulunmustur. Yapilan arastirmada serum 25-OH-Dj
diizeyleri saglikli kopeklere diisiik bulunmus, ancak bu diislis istatistik olarak Onem
tasimamaktadir. Bu sonuglardan, leishmaniasisin enfekte kopeklerde farkli bulgulara
neden olmasindan, klinik olarak veya laboratuar bulgusu olarak hastaligin spesifik bir
semptomunun bulunmamasindan dolay1 ileri de yapilacak genis kapsamli, daha fazla
hayvan sayisinin materyal olarak kullanilacagi calismalarin gerekli oldugunu kanisina

varilabilir.

Yapilan bir calismada visseral leishmaniasisin karacigerde fonksiyonu ve
morfolojisi arastirilmistir. Onceden leismaniasisli oldugu bilinen yaslari 15 ile 60 arasinda
degisen erkek/kadin orani 5:1 olan 18 hastanin karacigerine perkiitan yoluyla biyopsi
yapilmistir. Sonu¢ olarak leishmaniasisin, karacigerde morfolojik ve fonksiyonel
bozukluklara sebep oldugu gozlemlenmistir. Karaciger enzimlerinden ALP, ALT, LDH,
GGT ve AST hasta hayvanlarda kontrollere gore oldukc¢a yiiksek bulunmustur (El1 Hag ve
ark 1994).

Davachi ve ark (2009), deneysel olarak fareleri Leishmania major ile enfekte
etmisler ve Paramomisin’in tedavideki etkisini arastirmislardir. Kontrol ve deneme
gruplarinda serum, bakir, ¢inko diizeyleri ile karaciger enzimlerinden SGOT, SGPT, ALP
enzimlerinin aktivitelerini 6l¢mislerdir. Saglikli ve enfekte farelerde Cu, Zn, SGOT ve
SGPT seviyeleri arasinda bir fark goriilmeksizin, Leishmania major ile enfekte edilen
grubun ALP diizeyleri 6nemli miktarda diisitk bulunmustur. Arastiricilarin asil amaglarinin
Paramomisin’in tedavideki etkisinin arastirilmasi olan ¢alismada ilacin rodent modellerde
kutandz leishmaniasisin tedavisinde etkili rol oynadigi ve uygulanan dozlarda karaciger

tizerine toksik etkisinin olmadig1 gdsterilmistir.

Rallis ve ark (2005), yaptiklari ¢alismada Leishmania infantum ile enfekte olmus

26 kopekten karaciger doku ve kan ornekleri elde etmislerdir. Bu hayvanlarin higbirinde
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belli bir karaciger biiyiimesi veya baska fiziksel bulgu, bir belirti veya karaciger
yetmezligine dair bir bulgu goriilmemistir. 26 kopekten 19 tanesi eksfolyatif deri iltihabu,
17 tanesi ¢evresel lenf bezleri hastaligi, 11 tanesi ¢ene kasi korelmesi, 10 tanesinde
nasodijital hiperkeratoz, 7 tanesinde onikogrifozis ve viicutta zayiflik, 6 tanesinde iilseratif
deri iltihab1 ve goz nezlesi, 4 tanesinde bakteriyel, yiizeysel veya derinlemesine piyodermi
ve blefarit, 3 tanesinde kornea iltihabi, 2 tanesinde iiveit ve dalak biliylimesi, 1 tanesinde
keratokonjonktivit sika, poliartrit ve iilseratif agiz iltithab1 goriilmiistiir. Hematolojik
tetkiklere bakildiginda 21 kopekte anemi, 23 kopekte total protein miktarinda artis, 6
kopekte diisiik albuminemi, 15 kopekte ALP aktivitesinde artis, 2 kopekte
hiperbilirubinemi, 4 kdpekte post-brandial safra asidi konsantrasyonunda artis tespit
etmislerdir. Hicbir kopekte ALT aktivitesi degismemistir. Anormal bulgu olarak sadece 19

kopegin idrarinda glomeriiler proteiniiri saptanmaistir.

Tyrphonas ve ark (1977), Leishmaniasisli 2 yasinda bir kopegi 6 ay boyunca
izlemisler;  hematolojik  degerlerdeki  degisikliklerin ~ Onemsiz,  biyokimyasal
parametrelerden ALP, ALT, SGOT, LDH ve kolesteroliin normal degerlerin {istiinde
oldugunu tespit etmislerdir. Kemik iliginin incelenmesinde, plazma hiicrelerinin ve

retikuloendotelyal hiicrelerinin sayica artis gosterdigi gézlemlenmistir.

Koutinas ve ark (2001), allopurinol ilag tedavisiyle Can VL tedavisini
arastirmiglardir. Calismaya dogal yollarla enfekte olmus leishmaniasisli iiremik olmayan
toplam 45 kopek katilmistir. Tan1 serumda IFAT ve kemik iligi orneklerinde PCR ile
konulmustur. Enfekte kopeklerde hematokrit, 16kosit, nétrofil, lenfosit, trombosit
degerlerini referens degerlerle karsilastirdiklarinda diistik; total protein, kan {ire nitrojeni,
kolesterol, kreatinin, ALP, ALT, kreatin kinaz, laktat dehidrogenaz, P degerlerini yiiksek

bulmuslardir.

Visseral leishmaniasisli insan ve kopeklerde yapilan arasgtirmalarda serum ALP
diizeyleri kontrollere gore yiiksek bulunmustur (El1 Hag ve ark 1994, Rallis ve ark 2005,
Tyrphonas ve ark 1977). Ancak Davachi ve ark (2009), deneysel olarak farelerde
olusturduklar1 leishmaniasiste ALP diizeylerini diisiik bulmuslardir. Sunulan arastirmada

Leishmania ile dogal enfekte kopeklerin serum ALP diizeyleri arastiricilarin bulgularina
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benzer sekilde yiiksek bulunmustur. Dogal ve deneysel leishmanisisin serum ALP

diizeyleri lizerine farkli etkiye neden oldugu diisiiniilebilir.

Pasa ve ark (2003), VL’li kopeklerin serumlarinda ¢inko, demir, bakir, kalsiyum,
fosfor ve magnezyum degerlerini 6l¢miislerdir. Materyal olarak VL’li 10 enfekte, kontrol
grubu olarak 8 saglikli kopek kullanilmistir. Enfekte kopeklerde ¢inko ve demir diizeyleri,
saglikl kopeklere gore anlamli olarak diistik, bakir degeri yiiksek bulunmustur. Kalsiyum,
fosfor ve magnezyum degerlerinde dnemli bir farklilik gézlemlenmemistir. Cortadellas ve
ark (2009), kronik bobrek yetmezliginin degisik evrelerinde bulunan 155 leishmaniasisli
kopek ile yaptiklar1 arastirmada hiperfosfatemi ile bobrek yetmezliginin siddeti arasinda
pozitif korelasyon bulmuslardir. Kronik kala azarli insanlarda bdbreklerden tubular
reabsorbsiyonun bir c¢alismada, hastalarin %94.6° sinda hiponatremi, % 26’sinda
hipokalemi, % 27.2°sinde hipokloremi, % 32’sinde hipokalsemi, % 41.8’sinde
hipomagnezemi goriilmiis; idrarda sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, inorganik fosfat,

magnezyum, tirik asit atiliminin arttigi bildirilmistir (Verde ve ark2009).

Lal ve ark (2013), kronik ve akut VL’li kopeklerde serum, ¢inko, bakir,
magnezyum, Kalsiyum ve demir diizeylerini 6lgmiisler, kronik hastalarda serum Zn
diizeyleri diisiik, Mg diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Fe ve Ca arasinda énemli bir
fark goriilmemis, Cu diizeyleri her iki grupta da yiiksek bulunmus. IFAT yontemi ile
leishmaniasis teshisi koydugumuz kopeklerde serum Ca diizeyleri Leishmania negatif

gruba gore p<0,001 diizeyinde diisiik, P diizeyleri ise yiiksek bulunmustur.

Yukarida leishmaniasis ile ilgili sunulan ¢aligmalarda goriildiigii gibi serum Ca ve P
diizeylerindeki bulgular farklidir. Leishmaniasisde, Lal ve ark (2013) ile Verde ve ark
(2009) hipokalsemi, Cortadellas ve ark (2009) hiperfosfatemi tespit ederken, Pasa ve ark (
2003) serum Ca, Mg, P diizeylerinde bir farklilik saptamamuiglardir.

Arastirmalar genel olarak degerlendirildiginde Leishmaniasisle birlikte bobrek
yetmezligi gelisen vakalarda hipokalsemi ve hiperfosfateminin sekillendigi gériilmektedir.

Yapilan arastirmada P ve Ca sonuglari; Cortadellas ve ark (2009)’nin arastirma
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bulgularinda elde ettikleri sonuglardaki iddialarina paralel olarak enfekte kopeklerde

bobrek yetmezliginin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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SONUC

Leishmaniasis, diinyada gelismis lilkeler de dahil olmak iizere 88 iilkede yaklasik
12 milyon insami etkileyen ve diinya niifusunun yaklagik onda birinin risk altinda
bulundugu bir protozoon enfeksiyonudur. Kopekler visseral formun rezervuari
olduklarindan kompleks klinik ozellikler igeren hastaligin erken donemde teshisi,
leishmaniasisin  kontrolinde ©nemli rol oynar. Can VL’nin etkeni viicuda
Phlebotomus larin konakg¢idan kan emmesi esnasinda bulasir. Kopeklerde etken tiim
viicuda yayilmadan ve semptomlar goriilmeden Once, lokal bir deri yangisi gelisir.
Konak¢inin immun durumuna bagli olarak belirgin klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi bir
aydan 7 yila kadar siirer. Hastaliga yakalanan hayvanlarin immun yanitina bagl olarak
hastaligin seyri asemptomatik veya semptomatik olabilmektedir. Immun yanitin giiclii
olmasina gore parazitin kontrolii saglanabileceginden hastaligin seyri asemptomatik olarak

devam edebilmektedir.

Klinik bulgularin her zaman belirgin olmamasi, belirtilerin hastalarin bagisiklik
sistemine bagli olarak degismesi hastaligin patofizyolojisinin  aydinlatilmasini
zorlagtirmaktadir. Arastirmada Can VL’li kdpeklerde kemik metabolizmasinin arastirilmasi
amaclanmistir. Ancak arastirma sonuclarinda elde edilen bulgular, kemik metabolizmasi
izerine bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmekte ancak hipotez i¢in gegerli olabilmesi i¢in
yeterli olmadig1 goriilmektedir. ALP diizeyindeki yiikselis, hipokalsemi ve hiperfosfatemi
sonuglari, kemik metabolizmasi lizerine olumsuz etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir.
Hipotezin kabul veya red edilebilmesi i¢in daha fazla hayvan sayis1 ile yapilacak;
parathormon diizeyi ve kemik mineral yogunlugunun da olgiilecegi ileri arastirmalarin

yapilmasi gerektigi kanisindayiz.
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OZET

Calismada leishmaniasisli kopeklerde kemik metabolizmasinin ve buna bagli olarak
vitamin D, kalsiyum, fosfat ve ALP degerlerinin saglikli kopeklere gore nasil bir degisim

gosterdiginin belirlemesi amaglandi.

Calismada IFA testi ile seropozitifligi saptanan 20 adet leishmaniasisli ve kontrol
grubu olarak seronegatifligi belirlenen 20 adet 4 ile 6 yaslar1 arasindaki erkek kopek

serumlar1 degerlendirilmistir.

Serum kalsiyum, fosfor miktarlar1 kolorimetrik metotlarla, ALP diizeyi hazir ticari

kit kullanarak spektrofotometrede, 25-OH-D3 analizi ise ELISA’da ticari kit ile 6l¢iildii.

Leishmaniasisli ve kontrol grubu kopeklerin serum Ca seviyeleri (ortalama)
sirastyla 3,38 mg/100 ml ve 8 mg/100 ml olarak bulundu. Istatistiksel olarak iki grup
arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p:0,000). Fosfor seviyeleri (ortalama) 3,01
mg/100 ml ve 2,19 mg/100 ml olarak tespit edildi. Iki grup arasinda (p:0,000) diizeyinde
bir fark bulundu. Serum 25-OH-Dj3 diizeyleri enfekte kopeklerde 51,89 nmol/L, kontrol
grubunda ise 70,01 nmol/L olarak saptandh. Istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (p:0,252). Leishmaniasisli ve kontrol grubu kopeklerin serum ALP
seviyeleri (ortalama) sirasiyla 137,1 U/L ve 104,5 U/L olarak bulundu. Istatistiksel olarak
iki grup arasinda anlamli bir fark oldugu (p:0,026) goriildii.

Alkalen fosfataz diizeyindeki yiikselis, hipokalsemi ve hiperfosfatemi sonuglari,
leishmaniasisin  kemik metabolizmas1 iizerine olumsuz etkileri olabilecegini

diistindiirmektedir.
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SUMMARY

Investigation of Bone Metabolism in Dogs with Leishmaniasis

In the present study, it was aimed to determine bone metabolism related changes in
dogs with leishmaniasis such as vitamin D, calcium, phosphate and ALP levels then
compared to healthy ones.

Sera of 20 male dogs with leishmaniasis and 20 healthy male dogs were used; the

seropositivity of all cases was previously tested by IFAT.

Serum phosphorus and calcium levels were measured by colorimetric methods,
ALP levels were measured at spectrophotometer with using a commercial kit and 25-OH-
D3 levels was measured with an ELISA Kit.

The mean serum calcium levels in dogs with and without Leishmania infection
were found as 3,38 mg/100 ml and 8 mg/100 ml, respectively. The difference between two
groups was statistically significant (p:0,000). Additionally, Phosphorus levels (average)
were 3,01 mg/100 ml and 2,19 mg/100 ml, respectively. This difference was also
statistically significant (p:0,000). Among dogs with leishmaniasis the average serum 25-
OH-Ds level was measured as 51,89 nmol/L and was measured as 70,01 nmol/L among
healthy dogs. Statistically, there was no significant difference between two groups in
serum 25-OH-D3 levels (0,252). The ALP levels among infected and non-infected dogs
serum were measured as137,1 U/L and 104,5 U/L, respectively. Statistically, there was a
significant difference between two groups (p:0,026).

It can be concluded that leishmaniasis may have negative effects on bone
metabolism among dogs according to our findings: the increase in serum ALP levels,

hypocalcaemia and hypophosphatemia.
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