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1. GIRIS

Keneler diinyanin tiim bolgelerinde yayilim gosteren, basta kus ve memeliler olmak
tizere tim omurgali canlilardan kan emerek yasayan ektoparazitlerdir (Karaer ve ark.
1997). Keneler birgok viral, bakteriyel, riketsiyal ve paraziter etkenleri kan emme
esnasinda konakg¢iya bulastirmakla birlikte ayn1 zamanda kendisi de direkt olarak

toksikasyon, fel¢ ve anemiye yol agabilir (Merdivenci, 1969; Karaer ve ark., 1997).

Keneler birgok patojenin vektorii olup hayvan sagligini tehtit etmekte ayrica
ciddi ekonomik kayiplara da neden olmaktadir (Larry ve Janovy, 2006).

Keneler tiim gelisim safhalarinda, farkli konaklardan kan emebilme yetenegine
sahiptir ve bu durum hastaligin bulagsmasina olanak saglar. Larva veya nimf
doneminde alinan etkenler sonraki donemlere de aktarilarak enfeksiyonun bulagsma

yetenegi devam etmektedir (Bowman ve ark., 2003; Dik, 2003).

Keneler, kitin tabakasinin yapisina gore sert keneler (Ixodidae) ve yumusak

keneler (Argasidae) olmak tizere iki ana grupta incelenmektedir ( Dik, 2003 ).

1.1.Ehrlichiozis

Ehrlichiozis, kenelerle bulasan riketsiyal bir hastalik olup (Matthewman ve ark.
1993) ilk olarak 1935 yilinda Cezayir’de saptanmigtir. Daha sonra ise Afrika ve Orta
Dogu’nun baz iilkelerinde de bildirilmistir (Rikihisa, 1992). Tiirkiye'de ise hastalik
ilk olarak 1997°de tespit edilmistir (Batmaz ve ark.,2001).



Ixodidae ailesine ait kenelerle nakledilen Ehrlichia bovis, Ehrlichia ovis,
Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii ve Ehrlichia canis (E.canis) en onemli
Ehrlichia tiirleridir ( Merdivenci, 1969). Kopeklerde hastalik olusturan E. canis,
Rhipicephalus sanguineus isimli kenelerle bulasip, siklikla tropik ve subtropik
bolgelerde goriiliir (Dodurka, 2002; Bramer ve ark., 2005).

E.canis’in prevalansi vektoriin yayginligiyla ile ilgili olup, olgularin biiyiik bir
kismu kenelerin aktif oldugu yaz aylarinda ortaya ¢ikar (Harrus ve ark., 1997, Leib ve
Monrea, 1997). Hastalik genis bir yayilim gostermekle birlikte tropikal ve
subtropikal bolgelerde daha sik goriilir (Wanner ve ark., 1996, Wanner ve ark.,
2001, Unver ve ark., 2001, Suto ve ark., 2001). Ayrica endemik bolgelerde saglikli
goriilen kopeklerin ¢ogunda, E. canis antikorlar1 seropozitiftir (Botros ve ark., 1995,
Baneth ve ark., 1996).

Ehrlichiozis Asya, Afrika, Avrupa ve Amerika dahil ¢ogu bolgede bildirilmis
olup prevalans1 Asya’da %18- %30; Afrika’da % 3,1 - % 67,8; Avrupa’da % 2,2 - %
50; Amerika’da %15,4 - %44,7 oraninda saptanmistir (Tsachev ve ark., 2006).



Tablol :E. canis enfeksiyonunun Tiirkiye’deki prevalans: (Ural ve ark., 2014).

Bolge Hayvan Tani Prevalans Calisma
Sayis1 | Yontemi

Ege Bélgesi (izmir)

Akdeniz (Adana, Antalya) 284 IFAT %20,8 Batmaz ve ark 2001

Marmara (Bursa,Balikesir)

Giineydogu AnadoluBolgesi

(Sanhurfa)

i¢c Anadolu Bolgesi (Ankara) 239 IFAT %67,8 Erdeger ve ark 2002

Ege Bolgesi (Mugla, Aydin)

Ege Bolgesi (Aydin, Mugla, 371 PCR %41,5 Karageng ve ark 2005

izmir, Manisa)

Ege Bolgesi (Aydin, Mugla, 307 ELISA %24.42 Ural ve ark

2014

izmir, Manisa, Denizli)

1.1.1.Klinik Bulgular

Hastaligin klinik bulgulart akut, subakut ve kronik olarak seyreder (Dodurka ve
Bakirel, 2002; Borkii ve ark., 2003; Bramer ve ark., 2005). Enfeksiyonun inkiibasyon
periyodu 8-20 giindiir ve etkeni alan hastalarda 2-4 hafta igerisinde akut hastalik
tablosu gelisir (Castro ve ark., 2004). Bu formunda E. canis etkenleri kan ve lenf
yoluyla splenik, hepatik ve lenfatik yayilim gosterir. Retikiilloendotelyal sistem
organlarindaki histiyositleri enfekte eder. Enfekte RES hiicreleri enfeksiyonu

viicudun diger organlarina tasir. Sonucunda hastaliga ait semptomlar olusur

(Breitschwerdt, 1995; Harrus ve ark., 1997; Troy ve ark., 1980).




Kemik iligine de yerlesen etken trombositopeniye neden olur ve ayrica bu
duruma 16kopeni ve anemi de eslik eder (Breitschwerdt, 2000). Akut formda, kilo
kaybi, yiiksek ates, istahsizlik, hareket etmede isteksizlik, goz ve burun akintisi,
dispne, lenfadenopati, ekstiremite ve skrotumda 6dem, burun kanamasi ile merkezi
sinir sistemi bulgular1 gelisir (Dodurka ve Bakirel, 2002; Borkii ve ark., 2003; Castro
ve ark., 2004; Bramer ve ark., 2005). Subklinik formda ise ates normaldir ve kilo
kaybina pek rastlanmaz. Kanda antikor seviyesi artmis olup anemi, trombositopeni
ve 1okopeni belirlenebilir. Bu asamada yeterli immun yanit saglandiginda hastalik
kendiliginden de iyilesebilmektedir (Codner ve Farri-Smith, 1986; Waner ve ark.,
1997).

Kronik formda meydana gelen bulgular, akut forma oranla daha siddetli
seyreder. Mukozalarda solgunluk ve kas zayifligi sik¢a goriiliir (Harrus ve ark.,
1997). Ayrica bu formda hepatomegali ve splenomegali de goriiliip buna bagli olarak
abdominal defans, bobrek ve reprodiiktif problemler, coklu eklem yangilari, anterior
liveitis, retinal konjesyon, periferal 6dem, meningo-ensafalitis semptomlar1 ve
sekonder enfeksiyonlar gozlenebilir. Ayrica bu asamada hipotansif soka bagl
oliimler de sekillenebilmektedir (Rikihisa ve ark., 1992).

Ehrlichiozis serolojik ve PCR analizinde dort safhada incelenmektedir. Akut E.
canis infeksiyonu (antikor negatif ancak belirlenebilecek diizeyde DNA [ PCR
pozitif]), E. canis’e maruz kalma (belirlenebilecek diizeyde DNA [ PCR negatif]
ancak E. canis seroaktif), aktif enfeksiyon (PCR pozitif ve E. canis seroaktif) ve hi¢
E. canis’e maruz kalmamis kopekler (PCR negatif antikor negatif) olarak
smiflandirilir (Rikihisa, 1992).



1.1.2.Tam

Ehrlichiozis tanisinda tam kan sayimi énemli yer tutar. Hastaligin akut fazinda orta
dereceden siddetliye kadar degisebilen trombositopeni saptanir. Trombosit sayis1 20.
000 ila 52. 000 /ul arasinda degiskenlik gosterir. Ayrica hastaligin akut fazinda
trombositopeni ile beraber anemi ve 16kopenide bulunur (Assarasakorn ve ark., 2008,
Mylonakis., ve ark 2010, Harrus ve Waner, 2011). E. canis ile enfekte edilen
kopeklerde 10 ila 21. gilinler arasinda belirgin bir trombositopeni gelistigi, trombosit
sayisinin % 42 oraninda azaldig1 saptanmistir. Yine bu hastalarda 16kosit ve eritrosit
diizeylerinde de azalma belirlenebilmektedir (Waner ve ark., 1997, Harrus ve ark.,
1998).

Anemi ve hafif bir 16kopeni ile birlikte trombositopeni hastaliktan
stiphelendirir (Assarasakorn ve ark., 2008, Mylonakis ve ark., 2010, Harrus ve
Waner, 1999). Trombositopeni, enfeksiyonun ilerleyen safhalarinda da ortaya
cikmakta olup Alman Coban Kopekleri diger irklara oranla hastaliga daha yatkindir
(Rikihisa ve ark., 1992).

Mikroskobik incelemelerde, siirme kan frotilerinde monositler icerisinde tipik
sitoplazmik E. canis morulalar1 saptanabilir. Morulalar, membran bagimli vakuoller
seklinde bakterilerle yogun olarak bir arada bulunan mikroskobik cisimciklerdir
ancak tespit edilmeleri oldukga giictiir (Woody ve Hoskins, 1991). Ayrica siirme kan
frotisinde monositler igerisinde tipik E. canis etkenine de rastlanilabilir (Erdeger ve

ark., 2003).

Serolojik yontemlerden IFAT kesin tani i¢in giivenilir bir test olmakla birlikte
ELISA, Western Blot ve PCR da giinlimiizde hastaligin kesin tanisinda siklikla
kullanilmaktadir (Matus ve ark., 1987: Matthewman ve ark., 1993; Erdeger ve ark.,
2003).



1.1.3.Sagaltim

Sagaltimda ilk segenek olarak tetrasiklinler (22 mg/kg TID, PO ) kullanilir. ilag
kronik hastalarda 24-48 saat igerisinde etkisini gostermekte olup, bu hastalarda
trombosit sayist 14 giin igerisinde normale donmektedir. Ayrica sagaltimda
penisilinler, sulfanamidler, oksitetrasiklin (25mg/kg, PO, 1V, TID) doksisikilin (5
mg/kg, PO, IV, BID, 28 giin ) , imidokarb dipropiyonat (5-6.-6 mg/kg, IM, 2-3 hafta
sonra tekrarlanmas1 gerekmektedir) ve kloramfenikol (25 mg/kg, PO, 1V, SC, TID )
de kullanilabilmektedir. Tetrasiklin grubu ilaglar etkilenenlerde en az bir ay siireyle

kullanilmalidir (Rikihisa ve ark., 1992; Borkii ve ark.,2003).

1.2. D Vitamini

Vitamin D sekosteroid yapida olup yagda eriyen bir molekiildiir. Fosfat ve
kalsiyumun barsaklardan emilimini artirir ayrica osteoidinin gelisimini de saglayarak

kemik olusumunda gorev alir (Turgut,2000).

D vitamininin D-1 (lumisterollii ergokalsiferol), D-2 (ergosterollii
ergokalsiferol), D-3 (kolekalsiferol), D-4 (22 dihidrokalsiferol) ve D-5

(sitokalsiferol) olmak tizere bilinen bes formu vardir (Turgut, 2000).

D vitamini, baslica olarak deride sentezlenen kolekalsiferol (vitamin D3) ve
gidalarla alian ergokalsiferol (vitamin D2) olmak {izere iki ayr1 kaynaktan olusur
(Sutton ve MacDonald, 2003). D2 vitamini (Kalsiferol, Ergokalsiferol) provitamin
olup deride toplanir ve bitkisel kaynakli ergosterol ise besinlerle alinir. Ultraviyole
isinlarin ~ etkisiyle deride stratum basale, stratum spinosum tabakasinda

ergokalsiferol’e doniisiip karacigerde ve bobreklerde hidroksilasyon reaksiyonuna



girer. D3 (Kolekalsiferol) viicutta sentezlenip, hayvansal besinler ile de alinabilir.
Gergek bir vitamin olmayan D3 vitamini iki basamakli bir biyoaktivasyon sonrasi,
D vitamininin en etkili formu olan 1,25-dihidroksikolekalsiferol’a dontstiiriiliir
(Sutton ve MacDonald, 2003; Grober ve ark., 2013).

Viicutta bulunan D vitaminin % 90-95’i giines isinlarinin etkisi ile deride
sentezlenir. Giinesten yeterince yararlanim sagladigindan ek olarak D vitamini
almaya gerek yoktur. Bitkisel kaynaklarda onciil molekiil seklinde (ergosterol)
bulunan vitamin D viicutta vitamin D2’ye doniisiir. Vitamin D3 ile aym isleve
sahiptir ve besin kaynakli vitamin D, barsaklardan emiliminin ardindan lenf

damarlar ile karacigere aktarilir (Turgut, 2000).

Mor &tesi (UV) 1sinlar dalga boylarina gére UVA, UVB ve UVC (280 — 100
nm) olarak tiizere 3 grupta incelenir (Chen ve ark 2000). Kisa dalga boylu 1sinlar
(UVB) (315 — 280 nm) cam arkasinda kolayca dagilan, bulutlu havada, engeli
yeterince asamayan 1sinlar olarak bilinir ve amaca ulasabilmesi i¢in a¢ik havada
atmosfere dik acgiyla gelmesi, baska bir fiziksel faktorle karsilasmamasi gerekir.
UVB 1sinlan fazla pigmentasyon yapmaz ve ayrica antikanserojen etkisi de bulunur.
UVB 1sinlart deriye ulagtifinda stratum basale, stratum spinosum tabakasinda var
olan 7-dehidrokolesterolden ilk olarak kolekalsiferol (D3) olusur . Uzun Dalga Boylu
Isinlar (UVA) (400 — 315 nm) ise, hedefe rahatlikla ulasan, engellere takilmayan ve
dagilmayan 1ginlardir (Turgut, 2000).



1.2.1. Vitamin D Aktivitesi

Tim diinyada yaygin olarak goriillen D vitamini eksikligi sadece basit bir
biyokimyasal bozukluk olmayip bunun yaninda kemik yapim-yikim hizinda artma,
osteporoz ve hafif osteomalasi ve kalga ya da diger kemiklerde kirik olasiliginda
artma gibi fizyolojik, klinik ve patolojik semptomlara neden olmaktadir. Kemik
formasyonundaki bozulmanin yaninda proksimal kas zayifligi ve ndéromuskiiler
koordinasyonda bozulmaya yol agmasi nedeniyle diismelere yatkinlik ve kirik riskini
artirip, agr1 ve fonksiyonel kisitliliga neden olarak yasam kalitesini negatif etkiler

(Holick ve Chen, 2008).

D vitamini eksikliginin en O©nemli sebeplerinden biri bagirsaklardan
emilememesidir. Metabolik durumlarda latent asidoz metabolitleri baglanir ve asit
yiikiini kompanse etmek amaciyla viicudun tiim kaynaklar1 kullanir. Bunun
sonucunda  kalsiyum eksikligi meydana gelir. Ozellikle D vitamininin ince
bagirsaklardan emilimii kalsiyumla iligkilidir. Buna bagli olarak latent asidoziste

olusan kalsiyum eksikligi D vitamini eksikligine neden olur (Nazlikul, 2010).

D vitamini, kalsiyum emilim ve kullanimmna yardimci oldugu i¢in kemik
saglig1 acisindan 6nemlidir. D vitamini diizeyinin normal degerlerde olmasi, sadece
en uygun kemik gelisimi i¢in degil ayni zamanda bircok kronik hastaliktan

korunmak i¢in de gereklidir (Grant ve Holick, 2005).

Ciddi vitamin D eksikligi gelismekte olan iskelet sisteminde yetersiz
mineralizasyona, eriskin iskelette ise demineralizasyona neden olarak sirasiyla
ragitizm ve osteomalaziye yol agmaktadir (Zittermann, 2003). Vitamin D eksikligi
kemiklerde bozulmanin yani sira, proksimal kas giicsiizliigiine ve ndromuskiiler
koordinasyonda bozulmaya neden olarak diismelere yatkinlig1 ve kirik riskini artirir

(Zittermann, 2003).



Vitamin D Reseptorii (VDR), bir niikleer transkripsiyon faktorii araciligi ile
meydana gelir. 1,25 dihidroksivitamin D, hiicre ¢ekirdeginin igerisine girerek VDR
ile birlesir ve retinoik asit X reseptorii (RXR) isminde farkli bir niikleer reseptor bu
birlesmeyi gili¢lendirir. 1,25 dihidroksivitamin D’nin varhiginda, VDR/RXR
kompleksi, DNA’nin D vitaminine cevap veren eclementler (VDRE) olarak
adlandirilan kiiglik dizilerine baglanir ve ¢ok sayida spesifik genin transkripsiyonunu
modiile edecek molekiiler etkilesim reaksiyonlarini baslatir (Sutton ve MacDonald,

2003).

Genomlarin tizerinde binlerce VDR ’ler belirlenmistir. 1,25 dihidroksivitamin
D tarafindan aktive edilen VDR’lerin 100 - 1250 adet geni direk ya da indirek yolla
regiile ettikleri diisliniilmektedir. VDR ’larin beyin, kalp, mide, pankreas, lenfositler,
prostat, meme, deri, kolon, gonadlar ve bagirsak gibi birgok sayida organda
bulundugu belirlenmistir (Sutton ve MacDonald, 2003; Grober ve ark., 2013).

Gerek VDR gen hasarli yada gen hasarsiz D vitamini eksikligi hiicre
farklilasmasi, oksidasyon bozukluklari, T hiicre farklilasmasina sebep olarak
tiiberkiiloz, enfeksiyon hastaliklari, astim, diyabet, kanser, romatizmal hastaliklar,
otoimmiin hastaliklar, miyokart enfarktiisii, alerjik hastaliklar ve otizm gibi bir¢ok

hastalik igin risk olusturmaktadir (Sutton ve MacDonald, 2003).

Viicutta D vitamin azliginin mikrobiyatada degisiklik yarattigi belirtilmistir
(Holick ve Chen 2008). Ayni zamanda vitamin D reseptorlerinin intestinal
mikrobiyota dengesi lizerinde de etkili oldugu saptanmustir. Patolojik bakterilerin
invazyonunu engelledigi, inflamasyonu azalttig1 ve hiicresel biitiinliigli sagladig

bildirilmistir (As1, 1999).

Kanda yiiksek D vitamini toksik olabilir. Bunun nedeni olarak serumda
kalsiyum ve fosfat diizeyinin yiikselmesi ve sonucunda kalsiyumun bdbreklerde ve

kan damarlarinda birikmesi gosterilmektedir. Kaslarda zayiflik, gastrointestinal
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bozukluklar, bdbreklerin  goérevini yerine getirememesi gibi sonuglar ortaya

cikmaktadir (Asi, 1999).

Viicutta vitamin D eksikligi i¢in risk faktorler ise, iklimsel etkenler ve
giinesten korunma metotlart 6nemli yer tutar. Vitamin D sentez, emilim ve
metabolizmasint etkileyen biyolojik faktdrler arasinda derinin  pigmentasyonu,
genetik farkliliklar, yaghlik, kronik bdbrek hastaligi, yag malabsorbsiyonu,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, obezite ve magnezyum diizeyi 6nemli yer tutar
(Merke ve ark., 1987).

1.3. D-dimer

D-dimer, koagiilasyon sisteminin herhangi bir sebeple aktivasyonu sonucu g¢apraz

baglarla olusan fibrin pihtilagmasinin, plazmin tarafindan yikilmas: ile olusur

(Blomback ve ark.,1978).

1.3.1. D-dimer Fizyolojisi

Fibrinojen, 3 ¢ift polipeptid zincirinden (Ao, B ve 2 ¥ zinciri) olugsmakta ve
ortalama olarak 340,000 dalton agirligindadir. Dis uglart B ve 2¥ zincirlerinin
karboksi terminal uglarindan olusup, D domain olarak adlandirilmaktadir. Merkez
bolgesiise tiim zincirlerin amino terminal uglardan olusmakta ve E domain olarak
adlandirilmaktadir. Aa ve B zincir ¢iftlerinin amino terminal bdlgelerinde 16 ve 14
aminoasidlerden olusan fibrinopeptid A ve B (ikiser fibrinopeptid) kisimlari
bulunmaktadir. Fibrinojen akut faz reaktan olup travma, gebelik ve doku

inflamasyonu gibi fizyolojik stres durumlarinda tiretimi 10 katina kadar ¢ikmaktadir.
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Koagulasyon sisteminin bir sekilde aktivasyonu sonucu aktive olan trombin,

fibronojenin fibrine doniisiimiinii saglamaktadir (Blomback ve ark., 1978).

Fibrinojenin fibrine doniistimii {i¢ asamada olusur. Bunlardan ilki enzimatik
asamada olup bu asamada trombin tarafindan fibrinopeptid A ve B kisimlar
ayrilarak ¢oziinebilir fibrin monomerleri olusur. Gamma zinciri, fibrine doniisiim
asamada intakt olarak kalir (hidrolize olmaz). Fibrin polimerazyonu i¢in ilk Once
fibrinopeptid A ayrilir. Bunu takiben de fibrinopetid B ayrilir (Blomback ve ark.,
1978).

Bir diger asama olan polimerezasyon asamasinda fibrinopeptid A ve B’ nin
uzaklasmasi (fibrinopeptid A ve B negatif yiikliidir) ile fibrin monomerlerin
elektronegativitesi anlamli oranda azalir. Buda fibrin monomerleri arasindaki itme
giiclerinin  azalmast ile sonuglanir. Ortamda uygun pH ve iyonik
konsantrasyonmevcut ise fibrin monomerleri spontan olarak (temel olarak zayif
hidrojen baglar1 olusturarak) baglanir. Monomerler o6ncelikle fibrinopeptid A
ayrilmasi ile u¢ uca baglanirlar, daha sonra ise fibrinopeptid B ayrilmasi ile yan yana
olacak sekilde baglanir. Bu yapr gevsek ozellikte olup in vitro 5 M urea’da
¢oziilebilir (Blomback ve ark., 1978).

Ucgiincii asama ise stabilizasyon dénemidir. Bu asamada gevsek olmayan bir
ptht1 olusur. Trombin tarafinda aktive edilen faktor XIII (F XIII) ve Ca faktor XIII
‘lin tranglutaminaz ozelligi ile fibrin Ca?*monomerleri arasinda stabil kovalent
baglarin olugmasini saglar. Stabilize olan fibrin fibrinolize daha da dayanikli hale
gelir (Blomback ve ark., 1978).

Olusan fibrin plagi daha sonra plazmin tarafindan parcalanir. Bu yikim
sonucunda fibrin yikim iiriinleri ortaya ¢ikar. Bu iglem plasminojenin pihtiy1 absorbe
etmesiyle baslayip, plazmine doniistim ile devam eder. Plazmin 6zellikle fibrinin
lizin igeren karboksi terminal kismina baglanarak, fibrini yikimlamaya baglar. Fibrin
polimerleri oncelikle plazmin tarafindan daha biiylik olan pargalara ayrilir (fragment

X ve Y). Daha sonrada daha kiigiik parcalar olan E ve D-dimer olusur. D-dimer
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yaklasik olarak 180.000 MW araliginda olup, karaciger, bobrek ve RES tarafindan
plazmadan uzaklastirilir (Blomback ve ark., 1978).

1.3.2. D-dimer Ol¢iim Yontemleri

Glinlimiizde ticari olarak otuzdan fazla D-dimer olgiim(yontemil]gelistirilmistir.
BulJolgiim yontemleri {i¢ ana kategoride siniflandirilir (Greenberg ve ark., 1987;
Froehling ve ark., 2007).

ELISA yontemi zaman alicidir ancak kantitatif ve yliksek duyarli bir
yontemdir (Greenberg ve ark., 1987; Froehling ve ark., 2007).

Lateks temelli immun O6l¢iim, ELISA yontemine gore duyarliligi daha az,
ancak daha hizli, gorsel gozleme dayanan yari kantitatif bir yontemdir (Greenberg ve

ark., 1987; Froehling ve ark., 2007).

Lateks temelli immuno turbidimetrik okuma yapan otomatik 6l¢iimler ELISA
yontemi kadar duyarli, kantitatif ve hizli bir yontemdir. Lateks partikiilleriyle
kaplanmig D-dimer'e karst monoklonal antikorlar test edilecek plazmayla karistirtlir.
Plazmada D-dimer yoksa ¢ozeltide bulunan partikiiller tek parca olarak bulunur ve
koagiilometrede yiiksek turbidimetrik okuma degerleri elde edilir. Diger yandan,
plazmada D-dimer varliginda, lateks partikiilleri ¢okerek ¢ozeltide net bir goriiniim
olusturur ve koagiilometrede turbidimetrik okuma degerleri elde edilir (Blomback ve
ark., 1978).

Hem ELISA hem de lateks turbidimetrik metot, FDA onay almis olup ve tiim
diinyada yaygin kullanilmaktadir (Blomback ve ark., 1978).
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1.3.3. D-dimer'in Klinik Kullanim

D-dimer'in plazmada artisina yol acgan klinik durumlar arasinda; ilerleyen yas, yeni
dogan donemi, gebelik, hastanede yatis, enfeksiyon, tiimor, yakin zamanda gecirilen
cerrahi miidahaleler, travma, yanik, yaygin damar i¢i pihtilasma (DIC), vendz
tromboemboli, iskemik Kkardiyopati, paraliz, periferik arteriyopati, anevrizma,
konjestif kalp yetmezligi, hemoliz, kanama, akut solunum sendromu, karaciger ve
bobrek hastaligi, yangisel barsak hastaligi, trombolitik sagaltim uygulamalar1 ve aort
yirtilmasidir (Di Nisio ve ark., 2007; Stein ve ark., 2006).

Bu c¢alismada Ehrlichiozisli kopeklerde hastaligin farkli evrelerinin, kan
Vitamin D seviyeleri ile koagiilasyon parametrelerinden D-dimer diizeyleri ile
iligkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Yine planlanan arastirma ile elde edilen
sonuglarin Ehrlichiozis enfeksiyonunun farkli asamalarinda D-dimer ve Vitamin D
seviyelerinin  belirlenmesi ile trombozise zemin hazirlayan degisikliklerin

degerlendirilmesi amaclanmaktadir.
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2.  GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu ¢alismanin materyalini farkli irk, yas ve her iki cinsiyetten 33 kopek olusturdu.
Klinik bulgularla birlikte trombositopeni tespit edilen ve edilmeyen 33 kopekte
Klinik muayene ve laboratuar testleri ile kesin tani1 ve ayirict taniya gidildi. Tim

olgular hizli Snap 4DX test kiti ile Ehrlichiozis hastalig1 yoniinden degerlendirildi.

Calisma grubu, daha oOncesinde sagaltim uygulanmamis kopeklerden
olusturuldu. Caligmada yer alan tiim kopeklerin fiziksel muayene bulgulari,

laboratuar analizleri, anemnez bilgileri ve esgal bilgilerinin kayitlari tutuldu.
Hem hizli tani test kiti hem de PCR yontemiyle Ehrlichiozis tanis1 konulan
(n=27) her iki cinsiyet ve gesitli yas gruplarindan toplam 33 kdpek 4 farkli gruba

ayrilds,

Tablo 2. :Ehrlichiozis Tanis1 Konulan Kopeklerin Gruplandirilmasi

1.grupta CME ile akut olgular n=7

2.grupta CME ile aktif enfekte | n=10
olgular

3.grupta CME' ye maruz kalan | n=10
olgular

4.grupta saghkl kontrol grubu n=6
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2.1.2. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen verilerin tanimlayici istatistikleri ortalama ve standart hata degerleri
belirlenerek gerceklestirildi. Normalite testi sonucunda her iki parametreye ait
verilerin bazi gruplarda Kolmogorov-Simirnov analizine gore normal dagilim
gostermedigi belirlendi. Normal dagilimin saglanmasi amaci ile Log10 tabanina gore
transformasyon islemleri yapildiktan sonra s6z konusu gruplardaki verilerin halen
normal dagilim olusturmadigr belirlendi. Verilerin istatisitiksel degerlendirmesi
bagimsiz Ornekler Kruskall Wallis testi yardimi ile gergeklestirilerek gruplar
arasindaki karsilastirmalar saglandi. Tiim istatistiksel analizlerde SPSS 21.0 (IBM,
USA) programindan yararlanilarak p<0,05 degeri istatistiksel anlamli kabul edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Serolojik Muayene

Calisma igerisinde tiim olgulardan alinan kan hizli ELISA prensibiyle ¢alisan ticari
test kitleri (Snap 4DX) tarafindan muayene edilerek, Ehrlichiozis yoniinden
degerlendirildi. Tim olgularda EDTA’l1 taze tam kan 6rnegi kullanildi ve test
prosediirii gergeklestirilmeden oOnce kullanilacak test kitlerini oda sicakliginda
bekletildi. Alinan 6rneklerden pipetle {i¢ damla alinarak baska tiip igerisinde dort
damla konjugatla birlestirilerek homojen bir sekilde karistirildi ve bu karigim test
kitinin 6rnekleme cukuruna damlatilarak sonucunda 40-60 saniye igerisinde testin
calistigini ve ilerleyisini gdsteren aktivasyon halkasinin olusumu gézlemlendi. Renk
belirimi ile test kitinin hareketli kismi asagi dogru itirilerek piiriizsiiz bir zeminde
sabitlenmesi saglanarak ilk bir dakika igerisinde aktivasyon halkasinda herhangi bir
hareketlilik ve renk degisimi goriilmeyen test kitleri calisma igerisine kesinlikle

alinmadi. Pozitif kontrol ¢izgisinin belirmesi ile testin ¢alistigini ve tiim hastaliklarin
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negatif oldugunu belirleyen bir belirte¢ olarak iiretici firmanin belirttigi sistemde

alindi.

Resim 1.Snap 4DX Kullanim Talimat1

2.2.2. Ehrlichia canis’in Molekiiler Tayini (PCR)

DNA; 200 pl periferal kopek kanindan ve santrifiij edilmis enfekte ve non-enfekte
DHS2 hiicre kiiltiirlerinden DNAeasy Tissue Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak
izole edildi. DNA; Milli-Q Integral System (Merck Millipore, USA) elde edilen
distile su ile yikand1 ve ardindan NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, USA) ile dl¢limii yapildu.

2.2.3.PCR Teknigi Uygulamasi

16S rRNA geni periferal kopek kan1 ve DHS2 hiicrelerinden izole edilerek ¢ogaltildi.
Uriinii (istenilen gen bolgesini) yaklasik 478 bp boyutunda g¢ogaltmak amaci ile,
ECC (5'-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3") ve ECB (5'-

CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3") isimli iki ¢ift primer kullanildi. Uriin, 365-
bp fragmentine spesifik (o bolgeyi ¢ogaltan) ECANS (5'-
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CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3") ve HE3 (5'-
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3") inners primers ile test edildi. Dsb
genini analiz etmek i¢in, dsb-330 forward (5'-
GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3") ve dsb-728 reverse (5'-
CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3") primerleri kullanilarak  409-bp
fragmenti c¢ogaltildi. P28 genini analiz etmek igin, forward 793 (5'-
GCAGGAGCTGTTGGTTACTC-3") ve reverse 1,330 (5'-
CCTTCCTCCAAGTTCTATGCC-3") primerleri kullanilarak 518-bp fragmenti
cogaltili. Her bir tepkime igin, gerekli primerlerden 25 pmol, 1.25 U Platinum Tagq,
DNA Polymerase ( Invitrogen, USA), PCR buffer (50 mM KCI and 20 mMTris-HCI)
(Invitrogen, USA), 2nM MgCI2 (Invitrogen,USA), dNTP karisimi (0.25 mM each)
(Invitrogen, USA), 100~200 ng DNA 06rnegi ve iizerlerine ultrapure suyun (distile
su ) (Milli-Q Integral System (Merck Millipore, USA) 50 ul’ye tamamlanmasi ile
olusan bilesimler kullanildi. PCR, Mastercycler Personal(Eppendorf, Germany)
isimli otomatik DNA thermal cyler PCR cihazi ile ; 2 dakika 95 C(santigrat derece),
95 C ‘de 30 saniyelik 30 siklus, p28 i¢in 55 C’ de 1 dakika, dsb i¢in 60 C’de 1
dakika, 72 C’de 2 dakikay1 takiben 72 C’de 5 dakika protokolii takip edilerek
uygulandi (Greenberg ve ark 1987; Froehling ve ark 2007).

Cogaltilan iirtin, %]15’luk agarose jel ile separe edildi, UV 1s18in altinda
ethidium bromide (SigmaAldrich, USA) boyama ile boyandi. Cogaltlan dsb ve p28
gen parcalart QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ile saflastirildi. DNA
10 pl ile yikandi, NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific,
USA) ile analiz edilerek —20 °C ‘de sokland1 (Greenberg ve ark 1987; Froehling ve

ark 2007).
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2.2.4. DNA Ayristirmasi

DNA, iireticinin talimatlarina uygun bir sekilde biitiin kandan (200 ml) QIAamp kan
kitiyle (Qiagen, Santa Clarita, CA) ayristirildi.

2.2.5. PCR Amplifikasyonu

Her bir kan 6rneginden alinan saflastirilmis DNA 6ncelikle bazlar1 16S RNA geninin
bir boliimiinii amplifikasyonunu saglayan dort farkli PCR amplifikasyonunda
denenmistir. ECC ve ECB bazlar tiim Ehrlichia spp.’lerin gen amplifikasyonlarini
saglamaktadir. HE1 ve HE3 bazlann E. chaffeensis gen amplifikasyonlarinda
kullanilmistir, ECANS5 ve HE3 bazlar1 E.canis amplifikasyonlarinda kullanilmistir ve
EES2 ve HE3 bazlar E. ewingii amplifikasyonlarinda kullanilmistir. Baz siralamalari
onlarla eslenen Ehrlichia spp. 16S rRNA genlerinin bdlgeleriyle birlikte
gosterilmistir ve Dawson ve McBride’in E. Chaffeensis ve kopek kanindan olan
E.canis’in PCR’si i¢in kullandiklar1 bazlarla gosterilmistir. Reaksiyonlar 10mM Tris-
Cl ig¢inde 1o ml. 6rnek DNA , dNTP basina 0.2 mM, 2mM MgCI2, 50 mM KClI, baz
basina 0.5 mM ve 1.25 U AmpliTag DNA polimeraz igermektedir. Sicak baslatma
PCR teknigi kullanilmis ve enzim reaksiyonlart 94 derecede ii¢ dakikalik bir
denatiirasyon siirecinden sonra eklenmistir. ECC ve ECB bazlariyla olan
reaksiyonlar 94 derecede birer dakikalik 30 denatiirasyon dongiisiinden olugmakta
olup bu islemde , iki dakika 65 °C’ de tavlanir ve iki dakika 72 °C’ de kalir.Tiirlere
0zgii bazlarlaolan reaksiyonlar iki asamali olup ilki 94 °C’ debirer dakikalik {i¢
denatiirasyon dongiisiinden olusturuldu. 55 derecede iki dakika boyunca tavlandiktan
sonra bir buguk dakika 72 °C’ de kalmaktadir. ikincisi 92 °C’ de birer dakikalik otuz
yedi denatiirasyon dongiisiinden olugmakta olup, 55 °C iki dakika boyunca tavlanip
ve daha sonra bir buguk dakika 72 °C’de kaldi (Greenberg ve ark 1987; Froehling ve
ark 2007).
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Secili kan Orneklerinden saflastirilmis DNA da i¢ ice gecmis PCR ile
denendi. Dis reaksiyon i¢in, ECC ve ECB bazlar1 yukarida belirtilen kosullarda
kullanildi. ¢ i¢e ge¢mis reaksiyonlar dis reaksiyonun 5 mL’si model alinarak yapild
ve her bir tiire 0zgii baz yukarida belirtilen reaksiyon sartlarina ayarlandi .PCR
sonrasinda herhangi bir Ehrlichia tiirii i¢in yapilan PCR’de pozitif ¢ikan kdpeklerden
armmis DNA’ya uygulandi. Arindirilmis DNA, i¢ ige geemis PCR ile yukarida
belirtildigi gibi test edildi, ancak ECC ve ECB bazlariyla olan dis reaksiyonun
tavlama derecesi 55 °C idi (Greenberg ve ark 1987; Froehling ve ark 2007).

Laboratuvar ortaminda yetismis ve enfeksiyon gecirmemis bir kdpegin
kanindan ayristirilmis olan DNA, negatif kontrol olarak islev gordii. Pozitif kontrol
DNA’lar1 E. chaffeensis ile enfekte olmus DHS82 hiicrelerinden, deneysel olarak
E.canis ile enfekte edilmis bir kopekten ve E.ewingii ile deneysel olarak enfekte
edilmis bir kopegin eklem sivisindan ayrigtirilmistir. Orneklerin kontaminasyonunu
engellemek i¢in, DNA ayristirma, PCR karisiminin hazirlanmasi ve amplifikasyonlar
farkli odalarda yapilmistir. Pozitif yer degistirmeli pipetler ve aerosolsiiz pipet uglari
da kullanilmigtir. Amplifikasyon reaksiyonu sonuclar1 %1.5 agaroz jel lizerinde
ayrilmistir ve etidyum bromiir ve UV 15181 ile bakilmistir. Kontrol DNA’lariyla olan

PCR Ehrlichia tiirii igin olan bazlarin 6zgiillliglinii dogrulanmustir.

2.2.6.D Vitamini Analizi

Plazma, serum veya tam kan orneginde 25 (OH)D diizeylerinin kantitatif olarak
tespit edilmesi ig¢in ticari olarak iretilmis test Kkitlerinden yararlanildi.
Degerlendirmede kutu i¢inde bulunan 50 testlik standart paketler kullanildi. Svant
marka fléresan immunoassey cihazi kullanilarak flérosan immuno kromotografik

yontemle yapildi.
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Degerlendirme yarismali reaksiyon prensibine dayali olarak yapildi. Daha
icin

onceden isaretlenmis ve 25 (OH) D tam antijeninin nitroselliiloz membran
tizerine kaplanmasi ile saglanan ayrag¢ yerlestirilmesi test kitlerine uygun bigimde
yapilmistir. Sonrasinda ayni sekilde kontrol ¢izgisi olarak anti-rabit immunglobulin
G monoklonel antikorlarinin nitroselliiloz membran iizerine yerlestirilmesi ile
olusumu gergeklestirildi. Daha sonraki adimda fare anti 25 (OH)D monoklonel
antikoru ve tavsan Ig G’leri latex floresan mikrosfer iizerinde isaretlenerek
yerlestirildi.Cam fiber membran iizerine sikilan igerik ardindan isaretlendi ve
kurutuldu. Test kiti igerisinde bulunan dnceden isaretlenmis olarak bulunan antikor,
donoriin kaninda bulunan 25 (OH) D antijeni ile birleserek yarigmali zarf antijenini
olusturmustur. Test ¢izgisi ve kontrol ile birlestirilen biyobelirte¢ optik sinyallere
belirli yogunlukta isaret etmektedir. Ornege ait konsantaryon T/C (test ¢izgisi
sinyalinin kontrol ¢izgisine orani) 6rnek konsanrasyonu ile negatif iliskide olmak

lizere standart egriyi olusturarak 6rnege ait konsantrasyon belirlenmistir.

2.2.7. D Vitamini Analizi Yapihs Asamasi

1. Oda sicaklig1 alinarak test stribi test uygulamasinin yapilacagi masanin
yapilacagi masanin iizerine yerlestirildi.

2. Analizo6tor iizerine cithaz kimlik kart1 uygun bi¢imde yerlestirildi.

3. 30 mikrolitre kopek kan Ornegi esit miktarda olacak sekilde 25(OH)3
ayiract ile karistirildi.

4. Her bir test kiti i¢inde bulunan sivi karakterde olan reaktif 60 mikrolitre
pipete edildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda savant 100
analizatOriinlin icerisine yerlestirilerek test edildi. Cihaz olgiimleri otomatik olarak

gerceklestirdi ve her bir 6rnegin konsantrasyonunu degerlendirerek gosterdi.



21

2.2.8. D-dimer Analizi

Yaygin damar i¢i pthtilasma bozuklugunun ve buna iliskin sekonder olarak kardiyak
hasarin belirteglerinden, D-dimer konsantrasyonunun 6l¢iimii Floresan Immunassay
hizli test (Finecare, Wondfo Biotech Co. Ltd, Finecare, Atateknik Tiirkiye) cihaziyla
Olctildii. Serum CTnl konsatrasyonu Ol¢limiinde FIA meter ticari test kitleri (CTnl
test, Finecare, Wondfo Biotech Co. Ltd) kullanildi. Serum 6rnekleri hemoliz

olmadan, analiz stiresine kadar 20 °C’ de ilgili laboratuvara nakledildi.

2.2.9. Floresan Immunoassay (FIA) Analiz Prensibi

Finecare FIA Meter Operasyon Kullanim kilavuzuna gore, test oda sicakliginda
yapilmas1 gerekmektedir.

Birinci asama (hazirlik): Testten 6nce serum Ornegi hazir hale getirildi.Kimlik ¢ipi
cihaza yerlestirldi.

Ikinci asama(6rnekleme) : cTnl ve NT-proBNP igin 75 pl, D-dimer i¢in 10 pl serum
ornegini pipet ile buffer tiipiine konuldu.

Ucgiincii asama (karistirma) : buffer ve serum &rnegi bulunup tiip, bir dakika kadar
karisgtirildi.

Dordiincii asama(ylikleme): tiip igerisindeki karigimdan 75 pl transfer pipeti ile
alinarak test kartusunun 6rnek koyma kuyusuna konuldu.

Besinci asama (test) : 6rnek konulan kartusu, test kartusunu tutucusuna konularak,
test diigmesine basildi. On bes dakika sonra ornek protokolii girilerek cihazin
ekraninda sonu¢ goriintiillendi. Yazdir diigmesine basildiginda sonu¢ kagida
aktarilarak yazdirildi.

Cihaz analiz araligi; cTnl: 0.1-50 ng/ml, belirleme limiti (analitik hassasiyet); cTnl:
0.1 ng/ml
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Cihaz analiz araligi; NT-proBNP: 18-35000 pg/ml. Belirleme limiti (analitik
hassasiyet); NT-proBNP: 0,1 pg/ml. kopeklerde bu parametreye yonelik ¢alismalarda
pmol/l yoniinden degerlendirme yapildig1 géz 6niinde bulunduruldugunda 1 pg/ml =

0.118 pmol/l ¢cevirme faktorii (Weber ve Hamm, 2006) baz alinarak degerlendirildi.

Cihaz analiz aralig1; D-dimer: 0.1 — 10 mg/l, belirleme limiti (analitik hassasiyet); D-

dimer 0.1 mg/l.
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3. BULGULAR

1.grupta CME ile akut enfekte 2-5 yas araliginda melez, Maltes teriyer, Labrador
Retriever, Golden Retriever, Doberman ve Pincher Kopek irklart yer aldi . 2. grupta
CME ile aktif enfekte 2-7 yas araliginda French Bulldog, Dalmatian, Golden
Retriever, melez, Terrier, Aksaray Malaklisi, Spaniel Cocker ve Kangal 1irki kopekler
yer aldi. 3.grupta CME ye maruz kalan 2-15 yas araliginda Golden Retriever, Melez,
Boxer, Alman Coban Kopegi, Terrier, Pitbull Saint Bernard irklari yer
almaktadir.4.grupta kontrol grubu olup 2-8 yas araligindaki Alman Coban Kopegi,

melez, Labrador Terrier Spaniel Cocker ve melez kopek irklart yer almistir.(Tablo 3)

Tablo3. Kdpeklerin 1rk, yas kilo ve enfeksiyon yoniinden siniflandiriimasi

Evre Olzu Cinsiyet Irk Yag (Vil) Kilo (kg)
1 D Melez 3 7
- E E MaltseTerrizr 3 7
Alnt 3 D Lazbrador Retrizver 3 17
Enfekte 4 E Golden Ratrizver 4 vk
5 E Melez 5 11
& E Diobermzn 2 15
7 D Pincher 4 10
1 D FrenchBulldos 4 10
2 D Dalmatiza T £l
CME ile 3 D Golden Betriaver 3 12
Altif 4 E Malaz 2 14
il 5 D AlmenCoben 2 15
Képegi
g D Dalmatizn E a1
7 D Kzngzl 2 34
2 D Terrier 5 2
& D Alzzray Malakliz & 50
10 D Spanisl Cocker 3 17
1 D Melez 12 14
2 D Golden Retriever 4 3l
CMEye 3 D Bz 3 17
Maruz kalan 4 E Golden Batriever 7 7
3 D Almzn Goben 4 25
Képegi
& D Labrador Retriver 15 18
7 D Melez 4 10
2 D Terrier 5 15
0 E Pltbull 2 5
10 E Zzint Bernard 7 14
1 D Mlzl=z 3 15
e e E I?Lfn; Coban 3 16
3 E Melez 3 10
4 E Lzbrador Retrisver 2 17
3 D Spenisl Cocker 7 27
& D Melez 2 12
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Tablo 4. D-dimer ve Vitamin D Istatistiksel Sonuglari

Grup D-dimer Vitamin D

X+ SE X+ SE
Akut enfekte 3,5829 + 1,35369° 29,8229 + 5,26606°
Aktif enfekte 1,6800 + 0,56368" 31,5190 + 3,58451%*
Maruz kalan 0,7300 + 0,34994% 37,8110 + 10,99690°
Kontrol 0,1333 +0,02108° 78,9883 + 4,50496°
a,b,ab,

: aymi siitunda farkli harfler ile ifade edilen degerler birbirinden istatistiksel
anlaml1 farklidir (p<0,05).

3.1. Vitamin D Analiz Sonuclari

Vitamin D yoniinde yapilan istatistiksel analizlerde genel gruplar arasi farklilik
p=0,04: akut enfekte grup ile kontrol grubu arasinda p=0,23 diizeyinde, maruz kalan
grup ile kontrol grubu arasinda p=0,004 olarak belirlendi (Sekil 1) (Tablo 4).

120,00 *
100,00
T
é 80,00 o
=
/A I
'g 60,00
40,00 T
20,00 J_ J- J-
00 T T T T
Akut enfekte Altif enfekte Magruz kalan Kontrol

Sekil 1. Calisma ve Kontrol Grubu Koépeklerde Vitamin D Seviyeleri, * p< 0,05
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3.2. D-dimer Analiz Sonuglari

D-dimer i¢in genel gruplar aras1 farklilik p=0,01: kontrol grubu ile aktif enfekte
arasinda p=0,022, kontrol grubu ile akut enfekte grup arasinda p=0,004 diizeyinde
anlamli farkli olduklart belirlendi (Sekil 2) (Tablo 4).

10,00 —_

8,00

gL

6,00 o

D_dimer m

4,00

T

2,00

L L é —

T T L
Akut enfekte Aktif enfekte Maguz kalan Kontrol

-
-]
-]

Sekil 2.Calisma ve Kontrol Grubu Képeklerde D-dimer Seviyeleri

3.3. Olgulara Ait Molekiiler ve Serolojik Analiz Sonugclar:

PCR analizleri ile gerek akut gerekse aktif enfeksiyon goriilen kopeklerde PCR
sonuglar1 pozitifti (Tablo 5).

Tablo 5. Molekiiler ve Serolojik Analiz Sonuglarina Ait Kalitatif Degerlendirmeler

PCR ELISA
Akut CME + -
Aktif CME + +

Maruz Kalma - -
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4. TARTISMA

Ehrlichiozis kopeklerde anemi, trombositopeni ve gesitli sistemik bulgularla
seyreden vektor kaynakli hastaliktir. Tromboemboliler kanama bozukluklari ile
seyreden hastaliklarda mortalite diizeylerini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir.
Ehrlichiozis gibi kanama bozukluguna sebep olan hastaliklarda derin ven trombozlari
ve tromboembolilerin meydana geldigi bilinmekte ancak taninin konulabilmesi igin
ileri diyagnostik tekniklere ihtiyag duyulmaktadir (Griffin ve ark.,2003). Bu
calismada, Ehrlichiozis ile monoenfeksiyonlu kopeklerde D-dimer seviyelerinin
belirlenmesi amacglandi. Buna bagli olarak yiiksek ates lenfadenopati ve istahsizlik
gibi klinik semptomlar gésteren ve hasta bast hizli ELISA testi Snap 4dx sonuglarina
gore Ehrlichiozis tanis1 konulan kopekler (n=27) ile klinik ve laboratuar
degerlendirmeleri sonucunda saglikli oldugu tespit edilen (n=6) kopekler calismaya
alindi. Ehrlichiozis ile enfekte kopeklerin kan D-dimer (3059.0+1074.4 ng/ml)
seviyeleri saglikli kopeklere gore istatistiksel olarak (P=0.011) yiiksek bulundu.
Sonug olarak Ehrlichiozisli kopeklerde D-dimer’in ileri diyagnostik teknikler ile
birlestirilerek veteriner sahada tromboembolilerin tanisal anlamda yaklagimina 151k

tutabilecek biyobelirtegler arasina girebilecegi diigiiniildii.

Tromboembolik hastaliklarin  tanisi, klinik bulgularin  ve laboratuvar
degerlerinin bir kombinasyonuna gore degerlendirildiginde, diagnostik dogruluga
sahip degildir. Yaygin intravaskiiler koagiilasyon (DIC) ve pulmoner tromboemboli
(PTE) olan hastalarin, bu bozukluklarin varligin1 veya yoklugunu belirlemede dogru
sonuglar veren ve bu gibi hiperkoagiilatif durumlar i¢in basit, hassas ve 6zel bir
diagnostik testten faydalanabilmeleri amaciyla yapilan arastirmalar D-dimer testinin
gelistirilmesini saglamistir (Griffin ve Kumar,2003). D dimer molekiiliiniin bir kism1
antijenik olup ve varligi tespit edilirken gergeklestirilen laboratuar testlerinin
temelini olusturur. Insan D dimerine kars1 bir antikor kullanan lateks agliitinasyonu,
kirmiz1 kan hiicresi agliitinasyonu, immiinoturbido metrik tahlil ve enzimatik immiin
tahlil gibi ¢esitli test metodolojilerigelistirilmistir. Agliitinasyon testleri D dimerin

sadece kalitatif veya yari-kantitatif degerlendirmeleridir, ancak klinik bir durumda
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hizli ve kolay bir sekilde gerceklestirilme avantajina sahiptir. immiinoturbidometrik
ve enzimatik immiin tahlil (ELISA) tipik olarak 6zel ekipman gerektiginden referans
laboratuarlarinda yapilan testlerin basinda gelir (Stokol 2000, Scott ve ark., 2001,
Nelson ve Andreasen, 2003). D-dimer, tromboembolik hastaliklarin tanisinda
oldukca duyarli, ancak belirli bir tromboembolik bozukluk i¢in spesifik degildir. Bu
calismada ehrlichiozisli tiim kopeklerde D dimer seviyelerinde artis gozlenmistir. Bu
durum D-dimer’in ehrlichiozis gibi trombositopeni ile karakterize hastaliklarda bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diistindiirmiistiir.

DIC'li kopeklerde D-dimer ve FSP arasinda genellikle yiiksek bir korelasyon
vardir. DIC'li kopeklerde FDP ve D dimerlerini lateks agliitinasyon ile degerlendiren
bir ¢aligmada, DIC'li tim kopeklerin FSP veya D dimer agisindan pozitif test
sonuclarina rastlanmistir. Bagka bir ¢aligmada, pulmoner veya sistemik
tromboembolili kdpeklerde FSP bulunmamistir, ancak D dimer testinin pozitif
olmasi arastirmacilar1 tromboembolizm tanis1 i¢in daha yararli oldugu sonucuna
sevketmistir. Iki ¢alisma hiperkoagiilatif duruma neden oldugu bilinen spesifik
hastaliklar1 degerlendirmistir: parvoviral enteritis ve immiin aracili hemolitik anemi
gibi tromboembolizm bulgularina gelisen hastalarda saptanabilir D dimer diizeyleri
gozlenmemistir. IMHA'lhW ve DIC bulgulart goriilen c¢ogu kopekte D dimeri
saptanabilir seviyededir. Kanin spesifik test kullanilarak normal kopeklerin tespit
edilemeyen D dimer seviyesine sahip oldugu goriilmistiir. Kanama olan kopeklerde
de yiiksek D dimer seviyelerine ragmen ortalama deger DIC'li kopeklerden daha
diisiiktiir (Griffin ve Kumar,2003). Ancak D-dimer seviyelerinin hastaliga spesifik
olmamast nedeniyle yiiksek D-dimer seviyelerinin  destekleyici  olarak
diigiiniilmesinin daha dogru olacagi kanisina varildi. Bununla beraber D-dimer
seviyesi ylksek hastalarin tromboz i¢in dikkatlice degerlendirilmesinin gerekliligi

g6z Oniinde bulundurulmalidir.

Son yapilan ¢aligmalarda D vitaminin yagda ¢dziinen bir vitaminden ¢ok
hormon benzeri yap1 arz eden bir sterol oldugu ve asil metabolizmasina ek olarak
yasamsal olgularda anahtar gorevi gorebilecegi diisiiniilmektedir (Kalkanoglu, 2010;

Jussilaa ve ark, 2012; Holick ve Chen., 2008; Dusso ve ark, 2005). Cesitli
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hastaliklarla iligkili olabilecegi One siiriilen vitamin D'nin yangi ile de iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Periferal kanda bulunan yangi hiicrelerinde VDR’ nin
belirlenmesi, bahsi gegen vitaminin bagisiklik sisteminde de etkili olabilecegine
dikkat cekmektedir. D vitamini yetersizligi, bagisiklik olaylarinda T hiicre yanitinda
azalmaya neden olmaktadir (Nicholson ve ark, 2012). Bu nedenle, D vitamininin T
hiicre gelisimi lizerine de etkilerinin bulundugu bildirilmektedir (Ulitsky ve ark.,
2011). ki farkli T hiicresi bulunmaktadir (Raman ve ark., 2011; Ozkan ve Déneray,
2011). Thl (T1 yardimei),proinflamatuar sitokin iiretilmesini stimiile ederek giiclii
bir yanit olustururken, Th2 (T2 yardimeci) antiinflamatuar sitokin salinimini saglar
(Raman ve ark., 2011; Ozkan veDéneray., 2011). D vitamini, Thl hiicre
proliferasyonunu baskilamakta, boylelikle interferon gama ve interloykin-2 benzeri
proinflamatuar sitokinlerin meydana gelisini baskilamaktadir (Lim ve ark., 2005;
Nerich ve ark., 2011). D vitamini eksikliginde aktivasyona ugrayan ve Thl cevabi ile
yakin iliskide bulunan proinflamatuar sitokinler ¢ok farkli hastaliklarin olusumda
varligin siirdiiriir (Cantorna ve Mahon, 2014; Ozkan ve Déneray, 2011; Hassan ve
ark., 2013). Ehrlizhiozis hastaliginda da 6zellikle akut enfekte formda serum Vitamin
D seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla ¢ok diisiik bulunmasi etkili bir immun
cevabin gelisemedigini ve hastalifin ortaya cikmasini kolaylastirdigi kanaati

olusturmustur.

Yapilan bir ¢alismada, saglikli ve kritik hastaligi bulunan kopeklerde serum
vitamin D seviyeleri Kkarsilastirilmistir. Bu amagla, klinik, biyokimyasal ve
hematolojik parametrelere ek olarak yogun bakim iinitesinde kalan 99 kdopekte
vitamin D o6l¢lilmistiir. Sonug olarak kritik hasta kopekler ile ve sepsisli hastalarda
kontrol grubuna kiyasla serum vitamin D seviyeleri onemli derecede diisiik
bulunmustur (Jaffey, 2018). Ayrica yine bir¢ok ¢calismada D vitamininin, enfeksiyoz
ajanlara kars1 bagisiklik sistemini edinsel olarak uyardigi (White, 2008), bununla
birlikte farkli otoimmun ve inflamatuar bozukluklarda adaptif immun sistem iizerine
de etkili oldugu ayrica hastalik olusma siklig1 ve metabolizmaya olan olasi etkileri de
azalttig1 belirlenmistir (Dov ve ark., 2013). Calismamizda ehrlichiozis'e gerek maruz
kalan, gerekse aktif veya akut enfekte hastalarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda

kan D vitamini seviyeleri diigiik bulunmustur. Bu duruma bagl olarak Vitamin D'nin
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bagisiklikta aktif rol oynadigir ve kan vitamin D seviyelerinin diisiik bulunmasinin

ehrlichiozis hastaligina zemin hazirlayabilecegini diisiindiirmustiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Plazmada sekillenen fibrinolitik aktivitenin O6nemli bir belirteci olan D-dimer
diizeyleri travma, cerrahi, enfeksiyon, yangi, gebelik, DIC, vendz tromboemboli,
iskemik kardiyomyopati ve trombosis gibi bir¢ok klinik durumda artabilir. Capraz
bagli fibrinin, plazmin vasitasi ile enzimatik yikiminin iriinii olan D-dimer,
trombiisiin ana komponenti olan fibrin, koagiilasyonun aktive olusuyla sekillenir.
Fibrinin plazminojen kanaliyla ¢oziinmesi, D-dimer'i de igerisine alan spesifik
yikimlanma iiriinlerinin olusumuyla sonu¢lanmaktadir. D-dimer ¢apraz bagli bazi
pargalar plazmin enziminin aktive olmasiyla pihtidan salinirlar ve kan akimina
katilirlar. D-dimer normal yara iyilesme siireci ve kanin pithti1 olusumunun bir pargasi
olarak iiretilir. Patolojik olarak herhangi bir nedene bagli pihtilasma meydana
geldiginde; D-dimer analizi istem dis1 trombozisi gosteren degerli belirte¢ halini alir.
Bu ¢alismada da ehlichiozisli kopeklerde D-dimer seviyeleri nemli derecede artmis
olup, diger klinik, hematolojik ve laboratuar tetkikleri ile beraber yardimci bir
biyobelirteg olabilecegi dislinlilmiistiir. Calismamizda yer alan kopeklerde daha
once etkene maruz kalan yada etkenle gerek aktif gerekse de akut enfekte hastalarda
serum vitamin D seviyeleri diisiik bulunmustur. Bu durumun vitamin D'nin
bagisiklik sistemi ile yakindan iliskide oldugu ve serum diisiik D vitamini seviyelerin
ehrlichiozis hastaliginin gelisime zemin hazirlayabilecegi sonucuna varildi. Kan
serumunda D vitamini diisiik olarak belirlenen hastalarda enfeksiyoz hastaliklara
yatkinlik olusabilecegi ve bu durumun sagaltimda tekrarlayan Ol¢limlerle
monitdrizasyonu dogrultusunda degerlendirilmesi ve uygun dozajlama ile rasyonel
uygulama sekli dogrultusunda D vitamini takviyelerinin yapilmasidir. Yine d-dimer
seviyeleri kanda yiiksek bulunan kopeklerde tromboembolizme yatkinlik
gelisebilecegi bu nedenle ehrlichiozis gibi vektdr aracili kan paraziti hastaliklarda
prognozun belirlenmesinde tekrarlayan olgtimlerin gergeklestirilmesi gerektigi, d-
dimer seviyelerinin yliksek kaldig1 durumlarda uygun antikoagiilan sagaltimin eslik

ettirilmesi gerektigi one stirtilebilir.
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OZET

EHRLICHIA CANIS iLE ENFEKTE KOPEKLERDE D VITAMINi
VE D-DIMER SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Bu ¢alismada Ehrlichiozisli kopeklerde hastaligin farkli evrelerinin, kan Vitamin D
seviyeleri ile koagiilasyon parametrelerinden D-dimer diizeyleri ile iligkisinin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu calismanin materyalini farkli irk, yas ve her iki
cinsiyetten 33 kdpek olusturdu. Klinik bulgularla birlikte trombositopeni tespit edilen
ve edilmeyen 33 kopekte klinik muayene ve laboratuar testleri ile kesin tani ve
ayirict taniya gidildi. Tiim olgular hizli Snap 4DX test kiti ile Ehrlichiozis hastaligi
yoniinden degerlendirildi. Ayrica PCR analizi ile de molekiiler olarak hastaligin
tanist konuldu. Yine kontrol ve caligma grubu kdpeklerde kan D-vitamini ve D-
Dimer seviyeleri belirlendi. Yapilan analizlerde kontrol grubuna kiyasla c¢alisma
grubu kopeklerde D-Dimer seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Yine kontrol grubu ile ¢alisma grubu kopeklerin kan D-vitamini
seviyeleri kiyaslandiginda ise Ehrlichiozisli kopeklerde kan D- vitamini seviyelerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir.Sonug olarak bu
calismada ehlichiozisli kopeklerde D-dimer seviyeleri onemli derecede artmis olup,
diger klinik, hematolojik ve laboratuvar tetkikleri ile beraber yardimci bir
biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica kopeklerde daha 6nce etkene maruz
kalan yada etkenle gerek aktif gerekse de akut enfekte hastalarda serum vitamin D
seviyeleri diisiik bulunmus olup bu durumun vitamin D'nin bagisiklik sistemi ile
yakindan iliskide oldugu ve serum diisik D vitamini seviyelerinin ehrlichiozis

hastaliginin gelisimine zemin hazirlayabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimer : Ehrlichiozis, D Vitamini, D-dimer, Kopek
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SUMMARY

DETERMINATION OF VITAMIN D AND D-DIMER LEVELS IN DOGS
WITH EHRLICHIA CANIS INFECTION

In this study, it was aimed to determine the blood vitamin D and D-dimer levels in
dogs with Ehrlichiosis. The material of this study consisted of 33 dogs of different
breeds, ages and both sexes. In 33 dogs with and without thrombocytopenia with
clinical findings, definitive diagnosis and differential diagnosis were made with
clinical examination and laboratory tests. All patients were evaluated for Ehrlichiosis
with rapid Snap 4DX test Kit. In addition, the diagnosis of the disease was made by
PCR analysis. Blood D-Dimer levels were determined in control and study groups.
D-Dimer levels were significantly higher in the study groups when compared with
the control group. Ad also when blood D-vitamin levels of control and study groups
were compared, it was found that blood D-vitamin levels were significantly lower in
dogs with Ehrlichiosis. In conclusion, in this study, D-dimer levels were significantly
increased in dogs with ehlichiosis and it was thought to be an adjunct biomarker with
other clinical, hematologic and laboratory tests. In addition, serum vitamin D levels
were found to be low in both active and acute infected patients in dogs previously
exposed to the causative agent, which is closely related to the immune system of
vitamin D, and serum low vitamin D levels may pave the way for the development of

ehrlichiosis disease.

Key Words; Ehrlichiosis, D-dimer, Vitamin D, Dog
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