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Kopek genclik hastaliginin sinirsel formundaki kopeklerin
plazmasinda vitamin A ve beta-karotin diizeylerindeki degisiklikler®
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Ozet: Bu caligmada, kopek genglik hastaliginin (distemper) sinirsel formundaki kdpeklerde plazma vitamin A ve beta-karotin
(B-karotin) diizeylerindeki degisiklikler arastirildi. Caligmada toplam 20 adet kopek kullanildi. Klinik muayene sonucunda kdpek
genglik hastaligmin sinirsel formu bulgularini goésteren ve histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak sinirsel formda oldugu
dogrulanan 10 adet kopek calismanin deneme grubunu olusturdu. Herhangi bir klinik sikayeti olmayan saglikli 10 adet kopek ise
kontrol grubuna alind1. Hastalikli ve saglikli kopeklerde plazma vitamin A derisimleri sirast ile 1.74+0.45 pg/dL ve 2.26+0.53 ng/dL,
B-karotin derigimleri ise 12.3242.43 pg/dL ve 15.80+£3.66 pg/dL bulundu. Képek Genglik Hastaligi virusu ile enfekte kopeklerin
plazma vitamin A ve B-karotin diizeylerinin, saglikli kopeklere gore istatistik olarak daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Sonug
olarak, plazmada vitamin A ve B-karotin dlgiimlerinin kopeklerde genclik hastaliginin sinirsel formunun prognozunda kullanilabile-
cegi, distemperli kopeklere vitamin A ve B-karotin takviyelerinin hastaligin klinik belirtilerinin hafifletilmesinde yararli olabilecegi
distiniilmektedir.

Anabhtar sozciikler: Beta-karotin, kdpek, kopek genglik hastaligi, plazma, vitamin A.

Changes in plasma levels of vitamin A and B-carotene in dogs with the nervous form of canine
distemper

Summary: In this study, changes in plasma vitamin A and B-carotene levels were investigated in dogs with the nervous form
of canine distemper virus infection. Totally 20 dogs were used in study. Ten dogs with clinically showed the distemper disorders and
this diagnosis were strengthen with immunohistochemistry were used as trial group. Ten healthy dogs with no clinical signs were
used as control group. Plasma vitamin A concentrations in infected and healthy dogs 1.74+0.45 pg/dL and 2.26+0.53 pg/dL,
respectively, B-carotene concentrations 12.32+2.43 pg/dL and 15.80+3.66 pg/dL were found. Plasma vitamin A and B-carotene
levels in infected dogs with canine distemper virus were lower (p<0.05). In conclusion, the results suggested that measurement of
plasma vitamin A and B-karotin concentrations can be used in prognosis of the nervous form of the canine distemper virus infection.
Treatment with vitamin A and B-carotene supplements may ease the clinical signs of the disease.

Key words: Beta-carotene, canine distemper, dog, plasma, vitamin A.

Giris

Kopek Genglik Hastaligi (KGH), kdpeklerde yaygin
olarak goriilen, bulasici ve kopeklerin oliimiine sebep
olan bir hastaliktir (2, 56). KGH virusu, purulent
konjunktivitis, bronkopndmoni, vezikiilopiistiiler lezyon-
lar, taban yastiginda hiperkeratozis, enterik ve sinirsel
bulgular meydana getiren bir virustur (41, 55). Virus
ozellikle kopeklerde ve kurt, tilki, ¢akal gibi ayn1 gruptan
diger tiirlerde ve daha az oranda da farkli hayvan tiirle-
rinde genellikle akut veya subakut seyirli, demyelinizan
ensefalitisli yiiksek mortaliteli bir hastalik meydana geti-
rir (55). RNA igeren virus, insanlarin kizamik hastaligi
virusu, sigirlarin sigir vebasi virusu ve koyun ve kegilerin
vebast virusu ile yakin iligskilidir (56). Hastaligin

patogenezinde, solunum yoluyla alan virus respiratorik
epitellerde ve alveolar makrofajlarda replike olduktan
sonra tonsillere ve brongiyal lenf diigiimlerine yayilir.
Klinik bulgularin goriilmesinden 6nce hiicre bagintili
olan virus ¢ogunlukla lenfositler aracilig1 ile kan dolasi-
mina ve oradan da diger doku ve organlara ve bu arada
da beyine ulasir (29, 30). Hastaligin sinirsel donemi
sekonder donemi takiben ya da hastaligin baslangicindan
ortalama 14 giin sonra baslar. Sinirsel belirtilerin baglan-
gicina kadar olan ara donemde hastalarda belirgin klinik
iyilesme meydana gelir, daha sonra birden motilite bo-
zuklugu, trismus, opistotonus, tonik-klonik kramplar,
ritmik kas titremeleri ve 6zellikle temporal kaslarda tikler
ortaya ¢ikar. Kopeklerde donme hareketi, yavas ilerleyen
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parazi ve paralizler meydana gelir. Hastaligin son do-
nemlerinde hayvanlar ayaga kalkamaz, solunum kaslari
ve diyaframa felci sonu hastalik Sliimle son bulabilir
(26).

Vitamin A’nin 6nemi enfeksiyonlara karsi organiz-
manin savunma sisteminde rol almasindan ileri gelmek-
tedir (15, 21). Vitamin A ve [-karotin eksikliklerinde
cesitli metabolik bozukluklar meydana gelebilir, biiyiime
ve gelisme durabilir, viicudun dogal direncinin ve immun
cevabin azalmasi sonucunda ¢esitli hastaliklar goriilebilir
(8,17, 24, 61, 63). Vitamin A dzellikle epitelyal hiicreler
basta olmak iizere tiim hiicrelerin olgunlagsma ve fonksi-
yonu i¢in gereklidir. Morfogenez, gorme, fertilite, epitel
dokularin ve kemik dokusu ile sinir sisteminin gelisimi
ve bagisiklik sistemi lizerinde onemli etkilere sahiptir
(13, 35, 36). Karotinlerden B-iyonon halkasi tasiyanlar A
vitamini aktivitesine sahiptir (18, 42, 52). Vitamin A
biyolojik olarak epiteliyal farklilagma ve fonksiyon,
programli hiicre 6limii, bagisiklik sistemi ve enfeksiyoz
hastaliklara direng ile iligkilidir ve bunun onciilii olan
B-karotin antioksidan 6zellige sahiptir (49, 60). B-karo-
tin’in de lyesi oldugu karotinler, hiicreleri, dokular1 ve
lipoproteinler gibi diger yapilar1 antioksidatif hasara kars1
bir dereceye kadar koruyucu etkiye sahiptir (3, 11, 34,
43). Pek ¢ok galisma sonucunda, vitamin A’nin bagisik-
lik sistemindeki Onemi ortaya konmus ve vitamin
A eksikligi ile t-hiicre cevabmin azaldigi ve fagositik
aktivitenin bozuldugu ileri stiriilmiistiir (4, 19, 45, 47).

Karotinlerin oksidatif stres ve koroner kalp hastali-
g1, katarakt, kanser gibi kronik hastaliklara kars1 koruyucu
etkilerinin oldugu bildirilmektedir (14, 39, 50). B-karotin
A vitamini etkisine sahip olan ve dogada yaygin olarak
bulunan bir karotindir (18). B-karotin organizmada lipid
peroksitlerinin miktarin1 ve birlesik ¢ift bag olusumunu
azaltir (25). Karotinoidlerden &zellikle B-karotinin hay-
vanlar tarafindan besinlerle yeterli miktarlarda alinmasi
gerekir (20, 31). Viral hastaliklara etkili bir direng igin
humoral ve hiicresel cevaplar olduk¢a oOnemlidir (2).
Farelerde vitamin A eksikliginin immunoglobulin G ve
M diizeylerinde azalma ile iligkili oldugu bildirilmistir
(51). Vitamin A noksanliklarinda, hiicresel ve humoral
bagisikliktaki aksamalardan dolay1 sekonder enfeksiyon-
lar gelisir (7, 8). A vitamini eksikliginde konakg¢1 savun-
ma sisteminde sekillenen bozuklugun mekanizmasi tam
olarak agiklanamamistir. Ancak bu durumun dogal 61dii-
riicii hiicrelerin fagositik aktivitesinin bozulmasinin,
T-hiicrelerince sitokin iiretiminde ve B-hiicre fonksiyo-
nunda dengesizlik olusmasinin bir sonucu oldugu diisii-
niilmektedir (19, 45, 47). Vitamin A eksikligi, kizamik,
pnomoni gibi hastaliklar ve ishal gibi belirtiler ile iligki-
lidir (6, 22, 37, 48, 53).

Bu c¢alismanin amaci, kdpek genclik hastaliginin
sinirsel formundaki kopeklerde plazma vitamin A ve
B-karotin diizeylerindeki degisiklikleri aragtirmaktir.

Materyal ve Metot

Deney hayvam ve kan drneklerinin alinmasi

Bu calismada, Kirikkale Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dalina getirilen klinik
muayenesinde kopek genclik hastaliginin nérolojik bul-
gularmi gosteren farkli irk, cinsiyet ve yastaki kopekler
ile saglikli kopeklerden faydalanildi. Kan 6rnekleri ko-
peklerin 6n bacak venasmndan (vena cephalica
antebrachii) antikoagulanli (EDTA’l1) vakumlu kan alma
tiiplerine alindi ve laboratuvara getirilerek, 3000 rpm de
10 dakika santrifiij edildi ve berrak kan plazmalar ¢ika-
rild1. Kan plazmalarinda vitamin A ve B-karotin diizeyle-
ri Suzuki ve Katoh (57) tarafindan bildirilen yontem ile
hemen o6l¢iildii. Histopatolojik ve immunohistokimyasal
olarak merkezi sinir sisteminde kopek genglik hastaligi-
nin sinirsel formuna iligkin bulgular tespit edilen 10 adet
kdpegin serum vitamin A ve B-karotin diizeyleri deneme
grubunun, saglikli 10 adet kdpegin kan serumu vitamin A
ve B-karotin diizeyleri ise kontrol grubunun verisini olus-
turdu.

Histopatolojik uygulamalar

Kendiliginden 6len ya da tedaviye cevap vermedigi
icin Otenazileri yapilan kopeklerin nekropsileri gercek-
lestirildi. Serebellumlart % 10’luk tamponlu formalinde
tesbit edilip parafinde bloklandi. Sum’lik alinan ilk kesit-
lere Hematoksilen-Eozin (HxE) yapildi ve 151tk mik-
roskobunda histopatolojik olarak incelendi.

Immunohistokimyasal uygulamalar

Ayni serebellum Orneklerinden alman Sum’lik
ikinci kesitlere KGH virusu i¢in immunohistokimyasal
boyama yontemi uygulandi. Bu amagla Cadenza Tag
Streptavidin/Biotin kiti (Shandon, Pittsburgh, USA)
kullanild1. Kesitler 6nce deparafinize ve sonra rehidre
edildiler. Bundan sonraki biitiin asamalar oda dere-
cesinde ve nemli ortamda yapildi. Aradaki yikamalar
Tris-tampon ile manyetik karistirict ilizerinde ikiser kez
5’er dakika yapildi. Fare monoklonal antikor direkt KGH
virusuna karsi hazirlanmisti. Kesitler sirasiyla endojenaz
peroksidazi engellemek icin % 3’lLik H,O, ile 5 dakika
tutuldu. Antijenin Ortilmemesi i¢in target retrieval
soliisyonu ile 40 dakika kaynatildi. Protein engelleyici
soliisyon ile 5 dakika muamele edildi. Daha sonra KGH
virusuna kars1 farede hazirlanmis ve 1/128 sulandirilmig
antikorda (Serotec, UK) 50 dakika, biotinle isaretli
polivalan ikincil antikor ile 30 dakika, streptavidin-
peroksidaz enzimi ile 30 dakika, 3,3’-diaminobenzidine
(DAB) kromojeni ile 10-20 dakika mikroskop altinda
kontrol edilerek islem gordii ve distile su ile yikandi.
Kesitlere karsit boyama icin 1-2 dakika Hematoksilen
uygulandi. Distile su ile yikama isleminden sonra sulu
yapistirict ile yapistirildi. Test edilen tiim kesit gruplart
icin, bunlarla birlikte her defasinda KGH virusu
yoniinden pozitif ve negatif oldugu bilinen kontrol sere-
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bellum doku kesitleri de teste dahil edildi. Bu sekilde
pozitif ve negatif kontrollerle karsilagtirmali olarak 151k
mikroskobunda incelemeleri yapildi.

Istatistik degerlendirme

Plazma vitamin A ve fB-karotin diizeyleri bakimin-
dan hastalikli ve saglikli gruplar arasindaki farkliligin
istatistik olarak degerlendirilmesinde t-testi kullanildi
(58).

Bulgular

Klinik bulgular

Caligmaya alinan kopeklerin tiimiinde on ve arka
ekstremitelerde tonik-klonik kramplar, bunlara ek olarak
bas sallama, donme hareketi, yavas ilerleyen parazi ve
paralizler, c¢igneme hareketleri, kas segirmeleri,
nistagmus, trismus, opistotonus, dairesel hareketler, tek-
rarlayan ve ritmik kas titremeleri ve istem digi bagirma
gibi norolojik bulgulardan birkagina rastlandi.

Histopatolojik bulgular

Hematoksilen-Eozin ile boyanmis olan kesitlerin
151k mikroskobik incelemelerinde, KGH siipheli kdpek-
lerin hepsinin serebellumlarinda da degisen derecelerde
demyelinasyon alanlari, astrositlerde intraniiklear
inkluzyon cisimcikleri, hafiften siddetliye degisen
perivaskiiler mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, astrosit
ve mikroglia proliferasyonlari, gemistositik astrositler,
gitter hiicreleri, multiniiklear sinsityal hiicreler ve len-
fositik infiltrasyonlu meningitis gibi serebellumdaki
diger histopatolojik bulgulardan bazilart da lezyonlara
degisen derecelerde eslik ediyordu.

Immunohistokimyasal bulgular

Immunohistokimyasal boyama metoduyla boyanmis
serebellum Orneklerinde  KGH virus antijeni DAB
kromojeni ile kahverenginde homojen ya da graniiller
halinde hiicrelerin sitoplazmasinda ya da koyu kahveren-
gi-siyah renkte intraniiklear inkluzyon cisimcikleri halin-
deydi. KGH virus antijeni astrositlerde, glia hiicrelerinde,
biiyiik néronlarin sitoplazmalarinda ve ependim hiicrele-
rinde dikkati ¢ekti.

Biyokimyasal bulgular

Hastalikli kdpekler ile saglikli kopeklerin vitamin A
ve [-karotin diizeyleri ile t-test sonuglari Tablo 1’de
Ozetlendi.

Plazma vitamin A diizeylerinin hastalikli kdpekler-
de 0.96 — 2.61 pg/dL arasinda ve ortalama 1.74 £ 0.45
pg/dL saglikli grupta ise 1.51 — 2.87 pg/dL arasinda ve
ortalama 2.26 = 0.53 pg/dL oldugu belirlendi. Deneme
grubu kopeklerin plazma vitamin A igeriginin kontrol
grubununkilere gore p<0.05 diizeyinde daha diisiik oldu-
gu saptand1 (Tablo 1). Plazma [B-karotin diizeyleri, de-
neme grubunda 8.43 — 16.18 pg/dL arasinda ve ortalama

12.32 + 2.43 pg/dL, kontrol grubundaki saglikli kopek-
lerde ise 10.57 — 20.12 pg/dL arasinda ve ortalama 15.80
+ 3.66 pg/dL olarak olgiildii. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli bulundu
(Tablo 1).

Tablo 1. Hastalikli ve saglikli kopeklerin plazma vitamin A ve
B-karotin diizeyleri.

Gruplar Vitamin A B-karotin
(pg/dL) (ng/dL)
Min. 0.96 8.43
Hastalikli (n=10) x+Sx  1.74+£045 12.32+£2.43
Maks. 2.61 16.18
Min. 1.51 10.57
Saglkli (n=10)  x+Sx 226+0.53 15.80+3.66
Maks. 2.87 20.12
Istatistik 6nemlilik t 2.36% 2.50%
*: p<0.05
Tartisma

Kopeklerin - 6nemli hastaliklarindan  biri  olan
distemper, etkili agilamalara ragmen hala diinyanin bir-
cok bolgesinde gozlenmektedir. Hastalikta virusun ilk
hareket alani lenfoid dokular oldugundan immun baski-
lanma sekillenmektedir. Daha sonra da ikincil bakteriyel
enfeksiyonlar olusmaktadir (32, 40).

Yapilan bu calisma sonucunda KGH’nin sinirsel
formundaki kopeklerde plazma vitamin A ve B-karotin
derisimleri saglikli  kopeklerinki ile kiyaslandiginda
p<0.05 istatistik diizeyinde diisiik bulundu. Calismada
kontrol grubu olarak secilen saglikli kopeklerin plazma
vitamin A ve B-karotin derisimlerinin, kopeklere ait
referens smirlar (27) ig¢inde oldugu belirlendi. Kopek
genclik hastaliginin, insanlarin multiple skleroz hastali-
gina model oldugu diisiiniilmektedir (62). Besler ve ark.
(5), multiple sklerozlu insanlarda plazma ve beyin-
omurilik s1vis1 vitamin A ve B-karotin diizeylerini saglik-
I1 insanlarinkine gore dnemli dl¢lide diisiik bulmuslar ve
bu diislisiin hastalikta lipid peroksidasyon iiriinlerine
cevap olarak oksidatif ytikteki artisin sonucu olabilecegi-
ni bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalar ile (33, 44), akut
yangt durumunda, karacigerde retinol-baglayici protein
sentezinin engellenmesi ve retinol-retinol baglayici pro-
tein kompleksinin saliniminin azalmasi sonucunda plaz-
ma vitamin A diizeyinde diisme sekillendigi bildirilmis-
tir. Enfeksiyon ve travmalarda, retinol baglayici proteinin
karacigerden iiretiminin azalmasi (59), holo-retinol bag-
layici proteinin idrar ile atiliminin artmasi (1, 38, 54) ve
bazi perifer dokular tarafindan vitamin A’nimn kullanilma-
st (64) ve damar gecirgenligindeki artigtan dolayr damar
dist kayiplar (59) nedeni ile plazma vitamin A
derisimlerinin diistiigii rapor edilmistir. Vitamin A bile-
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siklerinin, insan immun yetmezlik virusu ile enfekte
hastalarda ikincil merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinin
gelisiminde etkili olan yang1 oncesi sitokin ve kemokin
iiretimini baskiladig1 saptanmistir (46).

Diyet karotinleri, myeloperoksidaz aktivitesini ar-
tirmak yolu ile nétrofillerin dldiiriicii etkisini ve fagositik
aktivitesini, lenfosit proliferasyonunu, antikor cevabini
ve makrofajlarda sitokrom oksidaz ve peroksidaz aktivi-
telerini artirarak bagisiklik fonksiyonlarini diizenlemek-
tedirler (9). Yavru kdpeklerde yapilan bir ¢alismada (28),
kombine olarak KGH virusu ve kopek parvo virusu ile
astlanan kopeklerde, antioksidan vitaminlerden zengin
diyetle beslenenlerin, normal diyetle beslenenlere oranla,
plazma titrelerinin daha yiiksek ve bagisiklik cevaplari-
nin da daha giiclii oldugu saptanmistir. Calisma sonu-
cunda hastalikli kdpeklerin plazma antioksidan vitamin-
lerinin (vitamin A ve f-karotin) disiik olmasinin,
KGH’ndaki yangisal reaksiyonlar sonucunda olusan lipid
peroksidasyon iiriinlerinin neden oldugu oksidatif yiikte-
ki artigin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
aragtirmadan elde edilen veriler diisiik vitamin A ve [-
karotin diizeylerinin distemperde etiyopatojenik Gneme
sahip oldugunu gostermektedir. Cocco ve ark. (10), sinir
sistemi ile ilgili olarak yaptiklar1 deneysel bir ¢calismada,
sicanlarda vitamin A eksikliginin d6grenme giicligii ve
hafiza kayiplan ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir.
Yiiksek dozlarda tedavisinin, ishalin
morbiditesini diisiirdiigli ve immun yetmezlikli hastalikli
cocuklarda mortalite oranim azalttigi bildirilmistir (12,
16, 23).

Bu calisma sonucunda, vitamin A ve B-karotin dii-
zeylerinin  KGH’nin sinirsel formunun prognozunda
faydali bir parametre olabilecegi diisliniilmektedir. Hasta
kopeklere vitamin A ve B-karotin desteginin, hiicre hasa-
rinin engellenmesinde, baskilanmis bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde ve hastaligin klinik belirtilerinin
hafifletilmesinde yardimc1 olabilecegi kanisina varilmis-
tir.

vitamin A
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Bu calismada kullanilan kopeklerin histopatolojik
ve immunohistokimyasal olarak KGH tanisin1 dogrula-
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