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oz

Amag: Bu calismada Visseral Leishmaniasis'in (VL) farkli evrelerindeki képeklerde oksidatif durum ve lipid profilinin arastirlmasi amaglanmustir.
Yéntemler: Calismada VLIi 32, klinik, hematolojik ve biyokimyasal bulgulara gére saglikli 14 olmak tzere toplam 46 kdpek kullaniimistir. VL
kopekler Leishvet grubunun siniflamasina gére evre | (n=9), evre Il (n=11), evre lll (n=6), evre IV (n=6) olarak dért gruba ayrilmis ve saglkli
kontrol grubu (n=14) ile kargilastinlmistir. Hayvanlarda serum lipid profili degerlendirmesi adina yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), dustk
yogunluklu lipoprotein (LDL), kolesterol ve trigliserit, oksidatif durum analizi icin ise toplam antioksidan kapasite (TAK), toplam oksidan seviye
(TOS), paraoksonaz-1 (PON-1) de@erleri incelenmistir.

Bulgular: VLli képeklerde, hastaligin tim evrelerinde, saglikh gruptaki képeklere kiyasla TOS degeri ve LDL konsantrasyonunda artig, PON-1
aktivitesi ve HDL konsantrasyonunda ise azalma belirlenmistir (p<0,05). Gruplar arasinda TAK degeri, kolesterol ve trigliserit konsantrasyonu
agisindan anlamli bir fark bulunamamistir.

Sonug: VLI képeklerde oksidatif stres ve lipid profilinde bazi degisiklikler gézlenmistir. Hastaligin farkli evrelerindeki képekler arasinda ise
onemli bir farklilik saptanamamistir. VL'nin tim evrelerindeki kopeklerde TOS degeri, PON-1 aktivitesi, HDL ve LDL konsantrasyonlarinda
belirlenen degisikliklerin hastaligin tanisinda ve tedavinin planlamasinda dikkate alinmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar kelimeler: Kopek, visseral leishmaniasis, oksidatif durum, lipid profili
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ABSTRACT

Objective: The purpose of the study was to investigate the oxidative status and lipid profile among dogs at different stages of visceral
leishmaniasis (VL).

Methods: Dogs with VL were divided into four groups according to the classification reported by the Leishvet group: stage | (n=9), stage
Il (n=11), stage lll (h=6), and stage IV (n=6); these dogs were compared to healthy control dogs (n=14). The lipid profile [high-density lipo-
protein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), cholesterol, and triglyceride levels) and oxidative status [total antioxidant capacity (TAC), total
oxidant status (TOS), and paraoxonase-1 (PON-1) activity] were evaluated.

Results: Compared to the control dogs, significant increases in the TOS and the LDL level and decreases in PON-1 activity and the HDL
level were determined among the dogs at all stages of VL (p<0.05). No significant differences were found in the TAC and the cholesterol and
triglyceride levels among the groups.

Conclusion: Increased oxidative stress and alterations in lipid profile were observed among dogs with VL. However, no significant differences
were detected between dogs at different stages of the disease. Therefore, changes in the TOS, PON-1 activity, and HDL and LDL levels in
dogs at all stages of VL should be considered in the diagnosis of the disease and planning of the treatment.
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GiRiS

Visseral leishmaniasis (VL), kdpeklerde protozoon parazit Leish-
mania infantum’un neden oldugu, cesitli patolojik mekanizma-
larin sonucunda farkl organlarn etkileyen, olduk¢a genis klinik
ve laboratuvar bulgular olusturabilen, zoonoz nitelikte, sistemik
ve kronik bir hastaliktir. Parazit, Phlebotomus tirl enfekte kum
sineklerinin 1singi ile bulagir. Hastalik Akdeniz, Afrika, Asya ve
Guney Amerika bolgelerinde endemik olarak gérilmekte ve 350
milyondan fazla insan igin risk olusturmaktadir. Parazitin insanlara
bulagmasinda ana rezervuar képeklerdir (1, 2).

Leishmania infantum ile enfekte képeklerde ortaya ¢ikan klinik ve
laboratuvar bulgular ile hastanin gésterdigi immun yanit oldukga
degiskendir. Képeklerde VL, kendi kendini sinirlayan subklinik bir
enfeksiyon veya hayati tehdit eden ciddi bir hastalik olarak ortaya
cikabilir. Képeklerde VL nin en yaygin klinik bulgular deri lezyon-
lari ve lenfadenomegalidir (1). Bununla birlikte kilo kaybs, istahsiz-
lik, kas gligslzligu ve okiler bozukluklar gorilebilen yaygin klinik
bulgulardandir. Klinik bulgu gdsteren képeklerde kronik bobrek
yetmezligi lim nedeninin basinda gelmektedir. Hafif ve rejene-
ratif olmayan anemi, hiperproteinemi, hiperglobulinemi, hipoal-
buminemi ve proteinlri dne ¢ikan laboratuvar bulgulardir (2).

Képeklerde VL, 2011 yilinda LeishVet grubu tarafindan, klinik ve
laboratuvar bulgular ve serolojik duruma gére dort farkli evrede
(evre I-IV) siniflandinlmistir. Bu kapsamda tanimlanan her klinik
evre icin farkli prognoz ve tedavi protokolleri degerlendirilmek-
tedir (2). Képeklerde VLU'nin patogenezi cesitli calismalarla arag-
tinlmis olmakla birlikte konakgi-parazit etkilesiminin bazi yonleri
henlz anlagilamamistir. VUi képeklerde oksidatif durum ve lipid
profili hakkinda cesitli calismalar bulunmakla birlikte, bahsedilen
biyobelirteclerin hastaligin farkli evrelerinde ortaya konulmasina
yonelik arastirmalara ihtiyag duyuldugu ifade edilmektedir (2-
4). Bu nedenle hastaligin farkli evrelerindeki képeklerde ortaya
cikan oksidatif durum ve lipid metabolizmasi degisikliklerinin
hastaligin patogenezi ile tani, tedavi ve prognoza yénelik fayda-
I bilgiler saglayabilecegdi distinilmektedir. Bu ¢alismada VLnin
farkl evrelerindeki képeklerde oksidatif durum ve lipid profilinin
arastirilmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Bu calisma, Ekim 2015 - Mart 2017 tarihleri arasinda Ege Bolge-
si'nde bulunan Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiil-
tesi i¢c Hastaliklan Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Calisma
protokolii Adnan Menderes Universitesi HADYEK birimi (no:
2015/122, 27.10.2015) tarafindan onaylanmstir. Kayit isleminden
dnce tUm hasta sahiplerden bilgilendirilmis yazili onam formu
elde edilmistir.

Calismada VL1 32 ve sadlikh 14 olmak Uzere farkli yas (1-9 yas), irk
ve cinsiyetlerden (25 erkek, 21 disi) toplam 46 képek kullanilmig-
tir. VL tarusi ELISA yontemini baz alan hizl ticari test kitleri (Snap
Leishmania, ldexx, ABD) ile konulmustur. Ayrica her bir hay-
vandan elde edilen serum &rnekleri Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum, Borrelia burgdorferi'ye ait kdpek antikorlan
ve Dirofilaria immitis antijeni ydoninden hizli test kitleri ile deger-
lendirilmistir (Snap 4Dx, Idexx, ABD). Kan &rneklerinin sitolojik
incelemesi ile babesiosis ve hepatozoonozis dederlendirilmistir.
Yalnizca mono enfeksiyon belirlenen hastalar calisma kapsamina

alinmistir. Daha dnce vektor kaynakli hastalik tanisi konulan ya
da tedavi edilen kdpekler calismaya dahil edilmemistir. Saglikh
képekler anamnez bilgileri, klinik muayene, hematolojik ve biyo-
kimyasal testler temelinde belirlenmistir.

Visseral Leishmaniasis tanisi konulan kdpeklerde hastaligin evre-
sinin belirlenmesi amaciyla klinik ve laboratuvar (hematokrit de-
Jer, total protein, alblmin ve kreatinin konsantrasyonlari ile idrar
protein/kreatinin orani) muayeneler gergeklestirilmistir. Hastali-
gin evrelendirilmesinde klinik ve laboratuvar bulgularin yayginlid
ve/veya siddeti kaydedilmistir. Leishvet evrelendirmesine gore
ozetle evre | hafif siddetli, evre Il orta siddetli, evre Il siddetli ve
evre |V ise cok siddetli hastalik tablosunu ifade etmektedir (2).

Kan numuneleri Vena cephalica antebrachii'den bir gece aclik son-
rasi elde edilmistir. Serum 6rnekleri, hemoliz ve lipemi yéniinden
degerlendirilmis ve analiz sliresine kadar -20 °C’'de saklanmistir.

Biyokimyasal analizler serum &rneklerinde otomatik biyokimya
analizéri (Chemray 120 Automated Analyzer, Rayto, Cin) kulla-
nilarak belirlenmistir. Total antioksidan kapasite (TAK) ve toplam
oksidan seviye (TOS) dizeyleri Erel ve ark. (5, 6) tarafindan tarif
edilen yontemler kullanilarak piyasada bulunan test kitleri (Rel
Assay Diagnostics, Turkiye) ile ol¢ctilmuUstdr. Paraoksonaz-1 (PON-
1) aktivitesi (Rel Assay Diagnostics, Turkiye), yiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL), disik yogunluklu lipoprotein (LDL), kolesterol
ve trigliserit konsantrasyonlar (Archem Diagnostics, Turkiye) tica-
ri test kitleri kullanilarak &lcGimdstar.

istatistiksel analiz, Statistical Packages for the Social Sciences
(SPSS) versiyon 22,0 (IBM Corp.; Armonk, NY, USA) ile gercek-
lestirilmistir. Karsilagtirma icin tek yonli varyans analizi (ANOVA)
ve gruplarnn farkliliklarini belirlemek icin Tukey testi kullaniimistir.
Grafik ¢izmek icin GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La
Jolla, ABD) programi kullanilmistir. p<0,05 olasilik degerleri ista-
tistiksel agcidan anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Visceral leishmaniasis tanisi konulan képekler klinik ve labora-
tuvar bulgular temelinde Leishvet Grubu tarafindan bildirilen
sekilde evre | (n=9), evre Il (n=11), evre Il (n=6) ve evre IV (n=6)
olmak Uzere 4 farkli gruba ayrilmistir. Enfekte képeklerde len-
fadenopati, ates, istahsizlik, kilo kaybi, onikogrifozis, epistaksis
ve/veya cesitli dermatolojik bulgulardan en az biri belirlenmis-
tir. Laboratuvar analizlerinde evre | olarak dederlendirilen k&-
peklerde belli bir anormallik belirlenemezken, evre llI'de anemi,
hipoalbuminemi ve hiperproteinemi, evre lll ve IV kdpeklerde
ise bunlara ek olarak kronik bébrek yetmezligine iliskin kreati-
nin konsantrasyonunda ve idrar protein/kreatinin oraninda artig
saptanmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan 14 képek klinik mu-
ayene, hematolojik ve biyokimyasal bulgular ve vektor kaynakh
hastaliklara yonelik yapilan tarama testlerine gére saglikli olarak
degerlendirilmistir.

Saglikli ve VUnin farkli evrelerinde oldugu belirlenen kdpeklerde
oksidatif durum ve lipid profiline iliskin parametrelerin deger-
leri (ortalamazxstandart sapma) Tablo 1'de sunulmustur. Saglikli
kopeklere gore tim evrelerdeki VUi képeklerde TOS degeri ve
LDL konsantrasyonunda artig, PON-1 aktivitesi ve HDL konsant-
rasyonunda ise azalma belirlenmistir (p<0,001, Sekil 1). Fakat
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Tablo 1. Saglikl ve VLnin farkli evrelerinde oldugu belirlenen képeklerde oksidatif durum ve lipid profili

Parametreler Saghkh (n=14) Evre | (n=9) Evre Il (n=11) | Evre lll (n=6) Evre IV (n=6) ¢]
TAK (mmol Trolox Equiv./L) 0,68+0,03 0,71+0,04 0,67+0,04 0,71+0,06 0,65+0,04 0,509
TOS 6,8+1,4 34+14 32+14 33+13 34+15 <0,001
(umol H,0, Equiv./L)
PON-1 (U/L) 269+38 152+36 18451 169+67 187+51 <0,001
HDL (mg/dL) 131£14 59+12 63+16 71+17 68+16 <0,001
LDL (mg/dL) 68+34 148+50 47+18 62+39 78+25 <0,001
Kolestrol (mg/dL) 190+38 241+78 199+64 225+75 258+58 0,105
Trigliserit (mg/dL) 63+27 74+30 69+21 85+38 68+17 0,477
VL: Visseral Leishmaniasis; TAK: toplam antioksidan kapasite; TOS: toplam oksidan seviye; PON-1: paraoksonaz 1; HDL: yiksek yodunluklu
lipoprotein; LDL: disiik yogunluklu lipoprotein
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Sekil 1. a-d. Gruplar arasinda énemli farkliliklar gésteren parametreler kutu ve biyik grafigi olarak sunulmustur. Kutular yizde 25 ve
75'lik dilimi, biyiklar yiizde 10 ve 90'lik dilimi gdsterir. Her bir kutunun igindeki ¢izgi medyani gdsterir. Veriler ANOVA testi, ardindan
Tukey's post hoc testi ile analiz edildi. Yildiz isaretleri saglikli kontrol grubu ile kargilagtirmalarini ifade eder

*5<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(a) TOS, (b) PON-1, () HDL, (d) LDL

hastaligin farkli evrelerindeki képekler arasinda anlamli degisiklik
belirlenememistir. Saglkli ve farkli evrelerdeki VUi kopeklerde
TAK degeri ile kolestrol ve trigliserit konsantrasyonlarindaki fark-

liliklarin istatistiksel anlamli olmadigi belirlenmistir.

TARTISMA

Kopeklerde vektor kaynakli hastaliklar zoonotik riskleri de olabilen
onemli bir saglik sorunudur. VL, kdpeklerde en yaygin vektér kay-
nakli enfeksiyonlardan biridir ve Akdeniz bdlgesindeki Ulkelerde
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endemik seyretmektedir (2). Ulkemizde VL'nin képeklerdeki serop-

revalansinin %1,45 ile %27,5 arasinda degistigi (7), genel seropreva-
lans oraninin ise yaklasik %15 dizeyinde oldugu rapor edilmistir (8).

Visceral leishmaniasis'in farkli evrelerindeki képeklerde ortaya ¢i-
kan degisikliklerin ortaya konulmasinin tani, tedavi ve prognoza
yonelik faydali bilgiler saglayabilecedi dustnilmektedir (2). Bu
nedenle calismada hastaligin farkli evrelerinde oksidatif durum ve
lipid profili degerlendirilmistir. Oksidatif stresin organlarin islevini
belirgin bicimde bozdudu, insanlarda ve hayvanlarda cesitli has-
taliklarin etiyolojisi ve patogenezinde dnemli rol oynadidi belirtil-
mektedir (9). VLi képeklerde oksidatif duruma iligkili olarak malon-
dialdehit konsantrasyonu (3, 4, 10), reaktif oksijen metabolitleri (11)
ve TOS (4) duzeylerinin arttigi belirlenmistir. Bu calismada oksidas-
yona ugrayan Uriinlerin genel diizeyini belirleme amaciyla TOS de-
Jeri Ol¢llmUstlr (6). Hastaligin tim evrelerindeki VLIi kdpeklerde
saglikli kdpeklere goére yiksek (p<0,001) TOS degerleri belirlen-
mistir. Bu bulgu VLl képeklerde yapilan calismalarda elde edilen
verilere benzerlik gostermektedir (4, 11). VL, farkli mekanizmalarla
oksidatif strese neden olmaktadir. Hastalik strecinde Leishmania
amastigotlan lenfatik sistem veya kan damarlar yoluyla tim vicut
dokularina dagilir. Makrofajlar tarafindan amastigotlarin fagosite
edilebilmesi icin reaktif oksijen tirevleri Uretiimekte ve organiz-
madaki oksidan yik artmaktadir (4). Ayrica parazitemi nedeniyle
karaciger ve bobrek gibi dokularin zarar gérmesi ¢esitli enzimatik
ve non-enzimatik antioksidanlarin sentezini bozarak antioksidan
savunma sistemini zayflatabilmektedir. Oksidanlar lehine bozulan
denge sonucu oksidatif stres ve hasar ortaya ¢ikabilmektedir (3).

Visceral leishmaniasis'li kdpeklerde antioksidan savunma sistemi
ile iliskili olarak TAK dizeyi (3, 4) ve nonenzimatik antioksidanlarin
(10) azaldigi gosterilmistir. TAK degeri plazma ve viicut sivilarinin
genel antioksidan durumunu temsil etmekte ve 6rnekteki anti-
oksidan molekdllerin bilinen bir radikali redikte etme kapasitesi
ile degerlendiriimektedir (5). Ayrica, TAK dederi henliz tanimlan-
mayan ya da 6l¢imu kolay olmayan bazi antioksidanlarin kapasi-
tesi ve bunlarin sinerjik etkilesimi hakkinda bilgi vermesi yonuyle
oldukg¢a énemlidir (12). PON-1, HDLye baglanan ve paraokson,
lipid peroksidasyon Uriinleri ve organofosfor gibi bilesiklerinin
zararlarina kargi LDL ve HDL'yi oksidatif stresden koruyan bir yapi
gosterir (13). Antioksidan bir biyolojik belirte¢ olmasinin yaninda,
PON-1 insan ve kdpeklerde negatif bir akut faz proteini olarak
degerlendirilmektedir (14, 15). Képeklerde VL, babesiosis, akut
pankreatit, enterit ve monositik ehrlichiosis’de PON-1 aktivitesi-
nin azaldigi bildirilmistir (14-20). Bu arastirmada tim evrelerdeki
VLIi képeklerde enzimatik bir antioksidan olan PON-1 aktivitesi
saglikli gruba gére dnemli diizeyde disik (p<0,001) bulunurken,
antioksidan savunma sistemini genel olarak temsil eden TAK de-
Gerinde sagdlikl ve VUi képekler arasinda anlamli bir farkhlik bu-
lunamamigtir. Bu durum oksidatif hasarin etkilerinin telafi edilme-
si icin PON-1 digindaki diger enzimatik veya enzimatik olmayan
antioksidanlarin aktivitesinin artmasi ile iliskilendirilebilir (21, 22).

Pek ¢ok enfeksiyon durumunda gerek dogrudan etkenin olus-
turdugu gerekse dolayli olarak organizmanin enfeksiyon ya da
yangiya verdigi yanit cercevesinde lipid ve lipoprotein konsant-
rasyonlarinda degisiklikler belirlenebilmektedir (23). Bu ¢aligma-
da, HDL degerleri saglikh képeklere kiyasla VL ile enfekte olan
tim gruplarda anlamli olarak diigik bulunmustur (p<0,001). HDL

konsantrasyonundaki degisiklikler babesiosisli ve VLIi kdpekler-
de gosterilen dnceki bulgularla uyumludur (24-26). HDL'nin du-
stk konsantrasyonlarinin vektdr kaynakli hastaliklarin etkilerinden
kaynaklanan bozulmus karaciger fonksiyonu veya lipoprotein li-
pazin azalan aktivitesi ile iliskili olabilecedi belirtiimektedir (25,
27). Bu durumun diger bir nedeninin ise HDL'yi oksidatif hasara
kargi koruyan antioksidan yapidaki PON-1 enzim aktivitesinin VLi
koépeklerde disik bulunmasinin olabilecedi distndlmektedir.

Bu ¢alismada LDL konsantrasyonlar VLIi képeklerde daha énce
gosterildigi gibi saglikli képeklere gére daha ylksek bulunmus-
tur (26, 28, 29). Artmis serum LDL konsantrasyonu, “koti lipopro-
tein”, aterojen olarak bilinir. insanlarda, PON-1 eksikligi, ate-
roskleroz ve kardiyovaskdiler hastalik i¢in predispozan bir faktor
olarak bildirilmistir (30). Buna ek olarak, mevcut ¢alismada goz-
lemlenen, HDL seviyesinin azalmasi ve LDL konsantrasyonlarinin
artmasi aterojenik lipid profili olarak degerlendirilebilir (31). Bu
bulgular képeklerde VL'nin kardiyovaskdiler etkileri ile ilgili ileride
yapilacak calismalarin nemini ortaya koymaktadir.

Cesitli calismalarda VL ile enfekte semptomatik kdpeklerin,
asemptomatik ya da non-enfekte olgulara oranla daha fazla ok-
sidatif strese maruz kaldiklar rapor edilmistir (3, 4). Bu calisma-
da oksidatif durum ve lipid profilinde belirlenen degisikliklerin
VLnin farkli evrelerindeki képekler arasinda farkli olmamasi, ézel-
likle evre lll ve IV'de olgu sayisinin azhigi ve 6rneklemenin tek se-
fer yapilmasiyla iligskilendirilebilir.

SONUC

Visseral leishmaniasis'in farkli evrelerindeki kdpeklerde oksidatif
stres ve lipid metabolizmasinda bozulma sekillenmistir. Hastala-
rin oksidatif durum ve lipid profilindeki degisiklikler daha énce
gerceklestirilen caligmalar ile uyumludur. Bununla birlikte, de-
Jerlendirilen parametrelerde hastaligin farkli evreleri arasinda
anlamli farklilik belirlenememistir. ileride yapilacak calismalarda
farkli evrelerde daha fazla VUi olgu sayisi ve hastaligin takibi si-
resince 6rnekleme gerceklestiriimesi ile daha kapsamli sonuglara
ulasilabilecegi dustnilmektedir. VL'nin tim evrelerindeki képek-
lerde TOS dederi, PON-1 aktivitesi, HDL ve LDL konsantrasyon-
larinda belirlenen degisikliklerin hastaligin tanisinda ve tedavinin
planlamasinda dikkate alinmasi gerektigi kanisina varilmigtir.
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