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OZET

Bu calismanin amaci, klinigimize getirilen ve kistik endometriyal
hiperplazi (KEH)-pyometra kompleks tanist konulan kopeklerde serum
adenozin deaminaz aktivitesinin belitlenmesi ve sonuglatin kan lenfosit ve
monosit sayilariyla iliskisinin arastirlmasidir. Calismada acitk serviks KEH-
pyometrast bulunan 18 képek ve diéstrus déneminin ortasinda olan 7 saglikli
képek olmak tzere toplam 25 képek kullanildi. KEH-pyometra tanst klinik,
ultrasonografik ve hematolojik bulgulara dayanilarak konuldu. Kontrol
kopeklerinin  didstrusun ortasinda oldugu sitolojik muayeneyle belirlendi.
Ovaryohisterektomi yapilmadan 6nce kan 6rnekleri alindt ve operasyon sonrast
histopatolojik incelemeler ic¢in doku 6rnekleri alindi. ADA  aktivitesi
spektrofotometrik olarak Olcildi. Serum ADA aktivitesi KEH-pyometral
kopeklerde 5.9910.31 U/l di6strustaki kontrol képeklerinde ise 3.50£0.64 U/1
olarak belirlendi. Ortalama serum ADA aktivitesi (KEH)-pyometra kompleks
tanist konulan kopeklerde saglikli kopeklere gore daha yitksek bulundu
(p=0.01). Sonug olarak, KEH-pyometra kompleksinin képeklerde hiicre aracili
bagisiklik sistemini uyararak serum ADA aktivitesinde yiikselmeye neden
oldugu ve serum ADA aktivitesinin degerlendirilmesinin bu hastaligin tanisinda
ve tedavisinin izlenmesinde yarath bir parametre olabilecegi kanisina varimugtir.

Determination of Serum Adenosine Deaminase Activity in Bitch
Diagnosed as Cystic Endometrial Hyperplasia (CEH)-pyometra
Complex

SUMMARY

The purpose of the study was to investigate serum ADA activity and
blood lymphocyte and monocyte numbers in the bitch diagnosed as cystic
endometrial hyperplasia (CEH)-pyometra complex. Twenty five female dogs
were involved in the study. Samples from 18 bitches with open cervix CEH-
pyometra and 7 mid-diestrus bitches were used. The diagnosis of CEH-
pyometra was based on clinical, ultrasonographical and haematological findings.
Mid-diestrus control bitches were diagnosed by vaginal cytologic examination.
Blood samples were taken before the operation and tissue samples were
collected at the time of surgery from the uteri of 18 adult bitch diagnosed as
cystic endometrial hyperplasia (CEH)-pyometra complex and of 7 healthy mid-
diestrus dogs presented for ovariohysterectomy for histopathological
investigation. Serum ADA activity was measured by spectrophotometrically and
determined to be 5.9910.31 U/l in bitches with CEH-pyometra and 3.50+0.64
U/!1 in mid-diestrus bitches. Mean serum ADA activity wete higher in bitches
with CEH-pyometra complex compared with the concentrations in healthy
mid-diestrus dogs (p=0.01). It was concluded that CEH-pyometra complex
results in increase in serum ADA activity by cell-mediated immune system and
evaluation of serum ADA activity could be an useful parameter for diagnosis
and treatment follow-up of this complex.
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GIRIS

Kopeklerde pyometra  sekstiel — siklusun
diostrus doéneminde progesteron hormonu etkisi
alundaki  endometriyumda  olusan  patolojik
degisikliklerle karakterize bir hastaliktir. Progesteron,
kistik endometriyal hiperplazi (KEH) olusumuna yol
acarak uterus lumeninde sivi birikmesine neden olut.
Ayrica  16kosit  aktivitesini  ve  myomettiyal
kontraksiyonlari  baskidar ve bdylece enterik
bakterilerin uterusta asendens enfeksiyon olusturma
riskini  artirir (Pretzer  2008). Bu  hastaligin
semptomlart  ¢ogunlukla vaginal akinti, kusma,
abdominal siskinlik, istahsizlik, poliiiri, polidipsi ve
letarji olup ilerleyen doénemlerde septisemi ve
endotoksemi tablosu gelisebilir (Wiebe ve Howard
2009). Toksemi ve dehidrasyon derecesine bagh
olarak serum alkalen fosfataz, lre ve kreatinin
konsantrasyonlart artabilir ve normositik-
normokromik anemi gelisebilir. Ayrica tipik bir bulgu
olarak, nétrofillerin toksik dejenerasyonu séz konusu
olup 16kositozis ve monositozis belirlenir (Verstegen
ve ark 2008).

Adenozin deaminaz (ADA, EC 3.5.44.,
adenozin aminohidrolaz), purin katabolik yolunun
bir enzimi olup, adenozin ve deoksiadenozini
sirastyla inozin ve 2'-deoksiinozin’e geri déniistimsiiz
hidrolitik katalizler (Gakis 1996, Ungerer ve ark
1992). Cogunlukla lenfoid hicrelerde ve timik T-
hiicrelerinde  bulunan  ADA, lenfositlerin = ve
monositlerin normal fonksiyonunda, ¢ogalmasinda
ve olgunlasmasinda gérev alir (Adams ve Harkness
1976, Grosjean ve ark 1996, Moriwaki ve ark 1999).
Bu nedenle ADA aktivitesi hiicresel bagisikligin
belirteci olarak kabul edilir (Baganha ve ark 1990,
Ungerer ve ark 1992). Hucre aracili bagisiklik yanitt
ile 1ilgili olan pek c¢ok hastalikta serum ADA
aktivitesinin degistigi rapor edilmistir (Da Silva ve
ark 2013, Lamsal ve ark 2007, Veena 1996). Bu
calismanin amaci, agtk serviks pyometralt képeklerde
serum ADA aktivitesindeki degisikligin
belitlenmesidir.

MATERYAL VE METOD

Hayvan Materyali

Calismada klinigimize getirilen toplam 25
kopek kullanildi. Bunlardan purulent vaginal akinti,
istahs1zlik, politiri ve polidipsi sikayetiyle getirilen ve
yaslar1 7.94£3.42 olan 18 pyometrali képek ¢alisma
grubu, ovaryohisterektomi amaciyla getirilen, seksiiel
siklusun  di6strus  déneminde olan ve yaslar
2.29%0.75 olan 7 saglikli képek kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Her iki gruptaki kopeklerin beden
1s1s1 6lgiimi, solunum sayisi, nabiz alimt ve vulvanin
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inspeksiyonunu  igeren  fiziksel = muayeneleri
yapildiktan sonra tiip seklinde steril vaginoskop vulva
dudaklar1 temizlendikten sonra uygulandi ve 1s1k
kaynagt yardimiyla vagina duvari ve serviks agzi
muayene edildi. Calisma grubundaki  képeklere
(n=18), B-mod gercek zamanl veteriner cthazi ve 7.5
mHz’lik sektor probla (Falco Vet, Pie Medical
Imaging, Maastricht, The Netherlands)
ultrasonografik  muayene uygulandi. Pyometra
diéstrus dénemi hastaligr oldugu icin saglikli bir
karsilastirma  amaciyla  kontrol  grubu  didstrus
dénemindeki kopeklerden olusturuldu. Bu amagcla,
kontrol grubuna (n=7) klinik olarak saglikli ve
vaginal sitolojik muayeneleri sonucunda diGstrus
doéneminin ortalarinda olduklari belirlenen kdpekler
dahil edildi. Vaginal sitolojik 6rnekler vestibulum
vaginadan  hiicre almamak i¢in  vaginoskop
yerlestirildikten ~ sonra  fizyolojik  tuzlu  suyla
nemlendirilmis pamuk uglu svap ¢ubugu kullanilarak
anterior vagina duvarindan alindi. Ornek lam iizerine
iki ayr1 iz seklinde strtldiikten sonra Papanicolaou
teknigiyle (Papanicolaou 1942) boyandi. Hazirlanan
preparatlar 15tk mikroskobu (Leica Microsystems
Inc., Ilinois, USA) altinda hiicre tipleri ve birim
alandaki sayist dikkate alinarak incelendi. Calisma
grubundaki képeklere tedavi amaciyla, kontrol
grubundaki képeklere ise sahiplerinin istegi lzerine
ovaryohisterektomi yapildi.

Kan serumlarinin hazirlanmasi ve hematolojik
inceleme

Preoperatif dénemde, 0. sephalica
antebrabifden  antikoagulanli  ve  antikoagulansiz
tiplere 5 er ml kan 6rnegi alindi. Antikoagulansiz
tiplerdeki kan 6rnekleri 1550 g’ de 10 dk santrifi
edildi ve ADA analizleri yapilincaya kadar -20 °C’ de
muhafaza edildi. Antikoagulanli tiiplerdeki kan
orneklerinde hemogram cihazt (Abacus Vet Junior,
Diatron MI LtD, Budapest, Hungary) kullanilarak
l6kosit, lenfosit ve monosit sayilari belirlendi.

Adenozin deaminaz aktivitesinin Slgiimii

Serum ADA  aktivitesi substrat olarak
adenozinin  kullanildigt  Bertholet reaksiyonuna
dayanan kolorimetrik metodla 6l¢ildd (Giusti ve
Galanti 1984). Bu metod, ADA’ nin adenozini
inozine deamine etmesi ve olusan amonyagin alkali
ortamda sodium hipoklorid ve fenol ile mavi renkli
indofenol ~ kompleksini  olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Bu amagla, cam tiplerde serum
ornekleri tizerine fosfat tampon ve adenozin ¢ozeltisi
eklendikten sonra tiplerin  agzt parafilm ile
kapatilarak 37 °C’ da 60 dakika siire ile bekletildi.
Bu stire sonunda, tiplere fenol nitroprussid ¢ozeltisi
ve alkali hipoklorit ilave edilerek 37 °C’ da 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Reaksiyon sonucunda olugan
renkli kompleks 628 nm’de distile suya karst
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kolotrimetrik olarak 6lculda ve ADA  aktivitesi
hesaplandi  (numunenin absotbansi/  standardin
absorbanst) x 50.

Histopatolojik inceleme

Ovaryohisterektomi yapilarak uzaklastirilan
ovaryum ve kornu uteriler % 10’ luk tamponlu
formalinde tespit edilip parafinde bloklandr. Bes um’
lik alinan ilk kesitlere Haematoxylin-Eosine (HxE)
boyama yontemi uygulandt ve 15tk mikroskobunda
histopatolojik yénden incelendi. Calisma grubunda
bulunan 18 kopegin 12’sine ait pyometrali uterus
dokusunda histopatolojik tiplendirme yapildi (Dow
1957).

Istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel
analizi icin SPSS 11.5 istatistik bilgisayar programi
kullandd: (SPSS Inc., Chicago, 1L, USA). Tum
verilerin ortalama ve standart sapmalart hesapland:
ve sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade
edildi. Gruplar Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastirildt ve p=0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Serum ADA aktivitesi ile kan
lenfosit ve monosit sayilari arasindaki iliski Pearson
korelasyon testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Klinik, Vaginoskopik ve
Muayene Bulgular:

Ultrasonografik

Kopeklerin irklart ve yaslar1 Tablo 17 de
sunuldu. Calisma grubundaki képeklerin hepsinde
politiri, polidipsi, anoreksi ve kusma semptomlarinin
yani sira purulent vulval akintt vardi Calisma
grubundaki képeklerde 16kositozis belitlendi. Bu
kopeklerin 16kosit saytlart 33.514+5.80 x 103/pl,
kontrol grubundakilerin ise 11.12£0.91 x 103/ul idi.
Bu képeklerin vaginoskopik muayenesinde serviksin
actk oldugu ve anterior vaginada akinti bulundugu
tespit edildi. Kontrol grubundaki képeklerde ise
herhangi bir patolojiye rastlanmadi ve mukoza parlak
pembemsi renkteydi. Ayrica didstrus donemine
uygun olarak uzunlamasmna mukozal kivrimlar
bulundugu ve vaginoskopla  dokunuldugunda
btztsmeler olustugu belirlendi. Kontrol grubundaki
kopeklerden alinan sitolojik  6rnekten hazirlanan
preparatlarin subjektif mikroskobik muayenesinde az
sayida sUperfisiyal hiicreye ek olarak c¢ok sayida
parabazal ve intermediyer hiicreler ve 16kosit varligt
didstrus  doéneminin ikinci yarsinda  olduklarimni
gosterdi.  Ultrasonografik muayenede pyometralt
kopeklerde, vesica urinarianin dorsalinde anekojen
gozitken kornu uterilerin ¢aplarinin biiytimis oldugu
saptandl.  Ayrica  endometriyumun  kalinlastigt
gozlendi. Kontrol grubundaki képeklerin  ise
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ultrasonografik muayenede jinekolojik agidan sagliklt
idi. Galisma grubundaki képeklere tedavi amaciyla ve
kontrol grubundaki kopeklere sahiplerinin istegi

tzerine  yapillan  ovaryohisterektomi  takiben
postoperatif ~ donemde  hicbir  képekte  Slim
gbriilmedi.

Tablo 1. Calisma ve kontrol grubundaki képekletin
bireysel 6zellikleri.

Table 1. Individual features of the bitches in study
and control groups.

2 s ‘B
o § E ‘g
=] > = 73 O — <E
5 & % S 28 2
1 Terrier 7 2 5.71
2 Terrier 9 2 4.28
3 Melez 6 4 7.75
4 Pincher 4 3 5.49
5 Golden Retriever 7 3 6.28
6 Melez 4 4 8.14
27 Pekingese 14 3 5.27
2 8  Melez 4 1 3.63
o 9  Pekingese 8 4 7.24
£ 10 Ingiliz Setter 4 2 7.38
TZ: 11 Terrier 11 3 6.48
O 12 Doberman 9 2 5.95
13 Terrier 11 - 7.96
14 Melez 4 - 4.46
15 Great Danua 9 5.26
16  Terrier 7 - 7.76
17  Terrier 1 - 5.41
18  Terrier 14 - 5.90
5 19 Melez 2 3.59
2 20 Melez 2 2.31
5 21 Pointer 4 3.86
S 22 Melez 2 6.61
S 23 ingiliz Setter 2 2.16
fé 24  Melez 2 1.59
25 Dogo Arjantin 2 4.42

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubundaki képeklerden —alinan
uterus dokusunun histopatolojik incelemesinde hafif
fokal monontklear hiicre infiltrasyonu, hafif
derecede  fibrozis ve endometriyumda  hafif
kanamalar  belirlendi.  Pyometrali  kopeklerin
uteruslarinda ise kistik endometriyal hiperplaziyle
birlikte mononiiklear hiicre infiltrasyonlart ve
endometriyal bezlerde sayica azalma gozlendi.
Boylece klinik muayene yontemleriyle konulmus olan
pyometra  tanist  histopatolojik  muayeneyle
dogrulanmis oldu. KEH-pyometra tanisi konan 12
koépegin  uterus dokusunun histopatolojik  tipleri
Tablo 1°de verildi.
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ADA Aktivitesi ile Lenfosit ve Monosit Sayilar1

KEH-pyometra kompleks tanist konulan
kopeklerde ve saglkli kopeklerin  serum  ADA
aktiviteleri, sirast ile 5.99+0.31 U/l ve 3.50%£0.64 U/1
bulundu. Gruplar arasindaki istatistik farkldigin
p=0.01 diizeyinde anlamlt oldugu belirlendi (Sekil 1).
KEH-pyometra kompleks tanist konulan képeklerde
ve sagliklt kopeklerde kan lenfosit sayilart sirasi ile
1.82£0.41 x 103/ul ve 2.41%£0.54 x 103/pl, kan
monosit sayilari 1.65+0.33 x 103/ul ve 0.71 £0.08 x
103/ul  olarak tespit edildi. Eriskin kopeklerde
lenfosit ve monosit sayilarinin referans degerleri,
strast ile 1.0-4.9 x 103/ul ve 0.1-1.4 x 103/ul’ dir
(Turgut 2000).

[=]
’

h
aA1/n

Serum ADA aktivitesi —

[=]

Pyometrah Saghkh

Sekil 1. Pyometrali ve Sagliklt Képeklerin Serum ADA
Aktivitesi. *p=0.01, Mann-Whitney U test.

Figure 1. Serum ADA activity of the Bitches with
Pyometra and Healthy Bitches. *p<0.01, Mann-Whitney
U test.

Pyometralt képeklerin serum ADA aktivitesi
ile kan lenfosit sayist arasinda pozitif korelasyon
oldugu saptand: (r= 0.762, p<0.001). Serum ADA
aktivitesi ile monosit sayilari arasinda Snemli bir
korelasyon olmadigi belirlendi (r= 0.171, p=0.05).

TARTISMA

Pyometra, kopeklerde sk gbrilen  ve
uterusta bakteriyel enfeksiyon ile karakterize 6limetil
bir hastaliktir. Hastalik, uterusun endometrial
bezlerinde  kistik  yapilara, lenfositik  hicre
infiltrasyonuna ve purulent yangiya neden olur
(Verstegen ve ark 2008). KEH-pyometra tani ve
tedavi  geciktiginde  purulent akinttnin  karin
bosluguna yayilmasina kadar wvarabilen ciddi
komplikasyonlar ile kopeklerde hayatt  tehdit
etmektedir (Oelzner ve Munnich 1997).

Serum ADA aktivitesi ADA-1 ve ADA-2
izoenzimlerinden  olusur. ADA-1 tim  hcre
tiplerinde ve daha ¢ok lenfoid dokularda mevcut
olup lenfosit proliferasyonu ve farklilasmasinda

Kocatepe Vet [ 2013 6(2): 23-28

6nemli bir rol oynar (Ungerer ve ark 1992). ADA-2
izoenziminin kaynagi ise monosit-makrofaj sistemidir
(Gakis ve ark 1989). ADA pek ¢ok hastaligin klinik
tanisinin dogrulanmasinda 6nemli bir parametredir.
ADA  aktivitesi pek c¢ok yangisal hastalikta
yikselirken, immun yetmezlikte ve malignitelerde
distk bulunmakta ve serum ADA aktivitesinin
belitlenmesi, bu hastaliklatin tant ve tedavisinin
yonlendirilmesinde yardimet bir parametre olarak
kullanilmaktadir. Insanlarin endometrial
adenokarsinom, ovaryum timotleri ve servikal
adenokarsinom gibi timér vakalarinda lenfosit ADA
aktivitesinin ~ disiik oldugu ve lenfosit ADA
aktivitesinin kanser vakalarinda prognostik bilgi
verebilecegi ileri strilmiistiir (Specchia ve ark 1985).
Ote yandan, timér ya da konjestif kalp hastaligs
bulunan koépeklerden alinan plevral ve peritoneal
efiizyon sivilarinda ADA aktivitesinin artmis oldugu
anlagtlmistir  (Hirschberger ve Koch — 1990).
Lenfositozis ve monositozis ile karakterize olan
hiperemezis gravidarumda serum ADA aktivitesinin
ve ADA-2 izoenzim aktivitesinin yiikselmis oldugu
ifade edilmistir  (Yoneyama ve ark., 2002a).
Yoneyama ve ark. (2002b), precklampsili gebe
kadinlarda artmis  serum ADA  aktivitesinin,
preeklampsi sirasinda gelismis hiicre aracili bagisiklik
ile ilgili oldugunu 6ne sturmislerdir. Tifolu
hastalarda serum ADA-2 aktivitesinin monosit-
makrofaj  aktivitesinin  belirteci  oldugu  ileri
strilmistir (Ungerer ve ark 1992). Sigirlarin 16ykoz
hastahginda l6kositoza bagl olarak serum ADA
aktivitesinin arttigl  bildirilmistir  (Yasuda ve ark
1996). Kedilerin enfeksiy6z peritonitisinde artmis
serum ADA aktivitesi belitlenmistir (Hirschberger
ve Koch 1995). Pyometra olgularinda 16kogramin
normal ya da degisken, ancak l6kositozis, kismi
monositozis ve lenfopeninin karakteristik oldugu
rapor edilmistir (Faldyna ve ark 2001). Sunulan
calismada KEH-pyometrali képeklerde lenfosit sayist
calismanin kontrol grubundaki képeklerinkine gore
diisitk olmakla beraber her iki grubun degerleri
saglikli koépekler icin bildirilen referans araliklar
icindeydi (Turgut 2000). Monosit sayilarinin ise
KEH-pyometra tanist konulan kopeklerde daha
yiksek oldugu tespit edildi. Calisma grubunun serum
ADA aktivitesinin kontrol grubundan 6nemli 6lgtide
(p=0.01) yiiksek oldugu belirlendi. Yiikselmis serum
ADA aktivitesinin KEH-pyometra nedeni ile artmis
monosit saytsindan kaynaklandig dusiiniilmektedir.

Sonug olarak, KEH-pyometra kompleksinin
kopeklerde hiicre aracili bagisiklik sistemini uyararak
serum ADA aktivitesinde ylikselmeye neden oldugu
ve serum ADA aktivitesinin degerlendirilmesinin bu
hastaligin  tanisinda ve tedavisinin izlenmesinde
yararlt bir parametre olabilecegi kanisina varilmustir.
Yapilan literatiir taramasinda kopeklerde KEH-
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pyometra vakalarinda ADA aktivitesinin Sl¢tuldigi
bir calismaya rastlanamamistir. Sunulan calisma bu
konuda yapilacak calismalara 15tk tutabilecek
niteliktedit.
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