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Ozet: Bu saha arastirmasi retrospektif olarak planlanarak, Aydin’da il ya da ilge sinirlarmda farkli isletmelere ait 59 buzagida gerceklestirildi.
Arastirma kapsaminda yer alan her buzagi, ishal (Grup I; n=20) ve/veya pndmoni (Grupll; n=20) nedeniyle birden fazla ilag ile sagaltima tabi
tutulmus olanlar arasindan se¢ildi. Baslangig kriteri olarak en az bir haftadir ¢oklu ilag uygulamasinda bulunulanlar dahil edildi. Karsilastirmali
olarak saglikli 19 diger buzag: da kontrol grubu (III) olarak ¢alismada yer buldu. Her buzagida uzman veteriner hekim tarafindan elde edilen
kan orneklerinden santrifiij sonrast serum ¢ikartilarak dondurucuda muhafaza edildi. Ticari Bovine Diamin Oksidaz (DAO) ELISA testleri
araciliginda rekabet¢i enzim immiinoassay teknigi vasitastyla serum DAO degerleri saptandi. Sirasi ile Grup I, II ve III’te ortalama+standart
hata DAO (ng/mL) degerleri 8,22 + 2,02, 11,44 + 1,96 ve 28,90 + 3,59 (p< 0.001) olarak tespit edildi. Sonug olarak polifarmaziye en az 1 hafta
maruz kalan ishalli ve/veya pndmonili buzagilarda intestinal mukozal hasarlanma gelisebilecegi, bunun da saglikli kontrollere gore azalan DAO
seviyeleri ile tespit edilebilecegi soylenebilinir.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Diamin Oksidaz, Intestinal Mukozal Hasar, Polifarmazi

Is There Intestinal Mucosal Damage in Calves Exposed to Polypharmacy?
Intestinal Damage in Calves Exposed to Polypharmacy

Abstract: This field study was planned retrospectively and was carried out on 59 calves belonging to different farms within the provincial or
district borders of Aydin. Each calf included in the study was selected among those who had been subjected to treatment with more than one
drug due to diarrhea (Group I; n=20) and/or pneumonia (Group II; n=20). As an initial criterion, those which had been treated with multiple
drugs for at least one week were included. Nineteen other healthy calves were included in the study as the control group (III) for comparison.
After centrifugation, serum was extracted from the blood samples obtained from each calf by specialist veterinarians and stored in the freezer.
After centrifugation, serum was extracted from the blood samples obtained from each calf by a specialist veterinarian and stored in the freezer.
Serum DAO values were determined by means of competitive enzyme immunoassay technique via commercial Bovine Diamine Oxidase
(DAO) ELISA tests. The meanzstandard error DAO (ng/mL) values were determined as 8.22 +2.02, 11.44 £ 1.96 and 28.90 = 3.59 (p< 0.001)
in Groups I, IT and III, respectively. As a result, it could be suggested that intestinal mucosal damage may develop in calves with diarrhea and/or
pneumonia exposed to polypharmacy for at least 1 week, and this can be detected by decreased DAO levels compared to healthy controls.
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1. Giris Diamin oksidaz (DAO), enterositleri histamine karsi

Polifarmazi herhangi bir canlida (bireyde ya da hayvanda)
uygun olmayan, tekrarlayan kullanimla ¢oklu ilaca maruz
kalmay1 tanimlayabilir. Insanlarda kullanilan tanimlamadan
farkli olarak (tek bir hastada tekrarlayan kullanimda 6’dan
fazla ilag verilmesi), istege bagli rakam verilmesi (“>n”)
hayvan modellemelerinde uygun goriilmemektedir (1).
Bunun yerine bir baska makalede (2) tanimlama
degistirilerek; bir canlida tibbi ihtiyacin 6tesinde birden ¢ok
ilacin tekrarlayan kullanimi olarak belirtilmistir ki bu durum
hayvan refahin1 da bozmaktadir. Genel prensip olarak
kullanilan her fazla ilag, yan etki riskini arttirdigi gibi ilag-
ilag etkilesimi agisindan da olumsuzluklara sebebiyet
verebilmektedir.

korumak i¢in ince bagirsagin mukozasinda iiretilen baskin bir
anti-histamin hiicre i¢i enzimdir (3). DAO, bagirsak mekanik
bariyerinin biitiinliigiinli ve mukozal villus hasarmin
derecesini degerlendirmek i¢in kullanilan ana indekstir (4).
DAO, ozellikle yiiksek aktiviteye sahip olgun villoz
hiicrelerin apikal ucunda bulunur ve aktivitesi, ince bagirsak
mukozasmin biitiinligiinii ve olgunlugunu yansitir (5).
Mukozal hasar veya bagirsak duvarmin gelismemis
biitiinligii durumunda, DAO jejunal villus uglarindan
sistemik dolasima sizar (6). Kandaki DAO enzimi seviyeleri
bagirsak  gegirgenliginin  biyolojik  belirteci  olarak
kullanilabilir (7). flaveten ince bagirsak mukozal hasar,
DAO aktivitesini azaltabilir (7). Yiikselen DAO serum
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seviyeleri ve azalan DAO aktivitesi, artan bagirsak
gecirgenligi ve dolayisiyla daha diisiik bagirsak gelisimi ile
iligkilendirilmektedir (7,8). Bu c¢aligmada Aydin sinirlar
icerisinde yer alan farkli isletmelerden 59 buzagida ishale
ve/veya pnomoniye iliskin olarak en az 1 hafta polifarmaziye
maruz kalan buzagilarda intestinal mukozal hasarlanmanin
tespiti amaglandi.

2. Materyal ve Metot
2.1. Cografik Lokasyon ve Demografik Kismi Veriler

Merkez il Aydin ve civar ilgelerde gergeklestirilen bu saha
calismasi retrospektif olarak planlanmis, toplamda 59 buzag
kapsama almmugtir. Aydin Adnan Menderes Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu [HADYEK] belgesi
27/10/2021 tarihli, no: 64583101/2021/146 dahilinde her
buzagi sahibinden de ayri ayri yazili onam formlari alinarak
buzagilar ¢calismaya dahil edilmislerdir.

2.2. Gruplara Tasnifleme

Caligma kapsamina alinan her buzagi, yukarida da sozi
edildigi lizere merkez dahilinde farkli bolgelerden dahil
edildi. Ishalli buzagilar (Grup I; n=20 ve/veya pndmonili
olanlar Grup II; n=20) hasta gruplari tesekkiil ederken saglikli
19 diger buzagi da kontrol grubu (II) olarak ¢alismada yer
buldu.

2.3. Dahil Edilme Kriterleri

Buzagilar ishal ve/veya pndmoni nedeniyle birden fazla ilag
ile sagaltim denemesine tabi tutulmus olanlar arasindan
secildi. Baglangig kriteri olarak en az bir haftadir ¢coklu ilag
(ishal igin  oksitetrasiklin, enrofloksasin,
streptomisin, siilfamezatin, pndomoni i¢in enrofloksasin,
oksitetrasiklin, streptomisin, trimetoprim) uygulamasinda

neomisin,

bulunulanlar dahil edildi.. Karsilastirmali olarak herhangi bir
ilag uygulanmamis saglikli olanlar kontrol grubu olarak
tutuldu. Dahil edilen tiim buzagilar Holstein 1rki idi.

2.4. Laboratuvar AKkis Semasina Ait Kesit

Dahil edilen buzagilarin tamaminda yukarida sozii edilen 1’er
ml kan 6rnegini V. jugularis araciliginda temin ederek hizlica
laboratuvar islemlerine alinmak {iizere soguk zincirde sevk
edildi. Laboratuvarda santrifiij sonrasi serum drnekleri, analiz
gergeklestirilene kadar Eppendorf tiiplerine ayrilarak -80 °C
dondurucuda saklandi. Daha sonra, Bovine Diamin Oksidaz
ELISA testi ile 6rneklerin analizi yapildi. DAO ELISA kiti
(My Biosource), rekabet¢i enzim immiinoassay teknigini
temel alan bir testtir. Bu yontemde, poliklonal anti-DAO
antikoru ve DAO-HRP konjugati kullanildi. Olgiim arahg:
0,312 ng/ml ile 20 ng/ml arasindaydi. Serum numuneleri ve
tampon, dnceden kaplanmis plakalara eklenerek DAO-HRP
konjugat1 ile bir saat boyunca inkiibe edildi. Kulugka
stiresinin ardindan, kuyucuklar bosaltild: ve bes kez yikandi.
Sonrasinda kuyucuklar, HRP enzimi igin bir substrat ile

23

inkiibe edildi. Enzim-substrat reaksiyonu, mavi renkli bir
kompleksin  olugsmasina yol ag¢maktadir. Reaksiyonu
durdurmak i¢in bir durdurma soliisyonu eklendi, bu da mavi
renkli enzim-substrat kompleksini sartya doniistiirmektedir.
Rengin yogunlugu, spektrofotometrik olarak 450 nm'de bir
mikroplaka okuyucuda  o6lgiildii. Sandwich  ELISA
metodolojisine iligkin herhangi bir analitik hata sekillenmedi.
Buzagi serumlar1 hatasizca incelenebildi. Analizler RDA
Grup, Tekstilkentte Istanbul’da gerceklestirilebildi. Ortalama
DAO (ng/mL) degerleri karsilagtirmali sekilde tablo 1°de
sunuldu.

Tablo 1. Polifarmaziye maruz kalan buzagilarda DAO
diizeyleri

Grup I Grup II Grup IIT
Polifarmazi Polifarmazi Kontrol
(ishalli (Pndmonili (Saglikli
buzagilar) buzagilar) buzagilar)
DAO X+SE X+SE X+SE
(ng/mL) 8,22 +£2,02* 11,44 £ 1,96 28,90 + 3,59°

ab: Aymi satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak
anlamlidir.

2.5. istatistiksel Analizler

Tanimlayici istatistikler elde edilen tiim verilere uygulandi.
Veri akisinda ortalama ve standart hata belirlendi. Her 3
grupta serum DAO seviyelerine ait degisim analizinde
Kruskal Wallis ANOVA siralamaya dayali
nonparametrik metodoloji tercih edildi. Istatistiksel analizler
Graphpad Prism Software (v. 9.2, Amerika) ile
gerceklestirildi. P degeri =.05 olarak kullanildi.

testi 1ile

3. Bulgular
3.1. Demografik Veriler

Dahil edilen buzagilarda gruplara dagilim agisindan; grup
I’de 19-38 giinliik yasta 11 disi, 9 erkek, grup II’de 13-30
giinliik yasta 14 disi, 6 erkek buzagi yer alirken, saglikli
kontrollerin yer aldig1 grup III’te 15-44 giinliik yaslarda 16
disi, 3 erkek buzagi yer aldu.

Elde edilen verilere ait analizlerle sonuglar tablo 1°de
sunuldu. Polifarmaziye maruz kalan buzagilarda DAO
diizeylerinin ortalama (ng/mL) ve standart sapma degerleri;
ishalli buzagilarda 8,224+2,02 ve pnomonili buzagilarda
11,44+1,96 olarak belirlenirken saglikli  buzagilarda
28,90+3,59 olarak saptandi.

4. Tartiygma

Yiiriitiilen bir bagka ¢alismada antibiyotik tedavisine maruz
kalan ve gastroenterolojik ya da solunum sistemi problemi
mevcut 20 hasta buzagida, karsilasgtirmali olarak 10 diger
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saglikli buzagiya kiyasla serum DAO aktivitesi dl¢lilmiistiir.
flgili caligmada ng/mL cinsinden DAO seviyeleri ortalama
5,552 olarak belirlenirken, saglikli kontrollerde 16,48 olarak
goriilmiistir (9). Bu ¢aligmada sadece antibakteriyel
uygulamalar degil, polifarmaziye maruz kalan buzagilar
arastirilmastir.

DAO, bir enzim olarak diaminlerden histamin, putresin ve
kadaverin’in oksidasyonunu katalize etmektedir (10). Insan
ve rodentlerde, DAO spesifik olarak olgunlagmis villoz
hiicrelerin apikal u¢ kisimlarinda yerleserek, yiiksek aktivite
gostermektedir. Son sozii edilen aktivite ince bagirsakta,
biitiinlik ve olgunlasmay1 yansitmaktadir. Insanlar ve
hayvanlarda gerceklestirilen pek c¢ok calisma ile DAO
aktivitesinin ince bagirsakta permeabilite artis1 ile ters
korelasyon igerisinde oldugunu gostermektedir (11,12). Bu
calisma buzagilarda intestinal mukozal hasarlanmanin
tespitinde mihenk tas1 olabilecek nitelige haizdir.

Ishalli buzagilarin diski kivami ve kan pH’sma dayali olarak
smiflandirildigi  bir ¢aligmada (13), siddetli veya orta
derecede ishalli buzagilarda kontrol grubuna gore; siddetli
grupta da orta dereceli gruba gore plazma DAO aktivitesinin
anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. Quanz (14),
disbiyoz belirtegleriyle cakisan klinik belirtilerin ¢aligma
grubundaki ineklerde gastrointestinal distrese isaret ettigi
haftalarda plazma DAO aktivitesinin agikg¢a azaldigini
bildirmektedir. Erken patojenik Escherichia coli (E.coli)
enfeksiyonunun yeni dogan buzagilarin bagirsak bariyeri ve
bagigiklik fonksiyonu iizerindeki etkisinin incelendigi bir
caligmada  (15); DAO ve IL-6 seviyeleri
gosterilmektedir. Onceki bir calismada Aydin ilinde yer alan
71 buzagidan 3 farkl ¢iftlikte yapilan incelemeye gore gerek
enfeksiydz gerekse non-enfeksiyéz ishalli buzagilarla
karsilagtirmali olarak saglikli kontrol buzagilarda DAO
(ng/mL) Olciimleri sirast ile ortalamatstandart hata
baglaminda 6,52+2,85, 7,16 + 3,40 ve 17.05 £2.63 (p<0,001)
olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler ilgili enzimin tanisal

artan

manada yarar saglayabilecegini ve muhtemel intestinal
mukozal hasarlanmanin ishale paralel olarak gelistigini
gosterebilir (16).

Onceki bir ¢aligmada 22 ishalli Japon Siyah Buzagisi esit
gruplara boliinerek probiyotik yada antibiyotige maruz
birakilmistir. Sekiz giinliik sagaltim dahilinde serum DAO
aktivitesi sadece probiyotik alan buzagilarda belirgin sekilde
artmig (1. giinde 64,4 + 7,2°ye karsin 8. giinde 76,3 £+ 5,1
[U/ml), elde edilen sonuglar1 probiyotiklerin serum DAO
aktivitesi lizerine ishalli buzagilarda etkin olduguna isaret
etmistir  (13). Yurdumuzda gergeklestirilen mithim bir
calismada ishalli buzagilara rektal yolla ¢oklu sus probiyotik
sagaltimi uygulanmis; ortalama DAO seviyeleri (ng/mL)
acisindan sirast ile once ve sonra degerleri 8,48+1,67¢ karsin
28,06+3,51, olarak istatistiksel Oneme haiz (p<0.001)
degisimlerle saptanmustir. flgili calisma sonuglarma gore
ishalle baglantili olarak intestinal mukozal hasarlanma
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geligebilecegi, ardisik olarak plazma DAO aktivitesinin
artacagi one siiriilmistiir. Bununla beraber 10 giinliik rektal
enema probiyotik sagaltimimin bu durumu tersine gevirdigi;
orantili geri bildirim regiilasyonu ile mukozal iyilesmenin
saglandig disiiniilmiistiir (17).

5. Sonug

Mikrobiyota-bagirsak-beyin eksenine dair buzagilarda
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamis olmasi burada yazilan
ilgili ¢aligmay1 daha da etkin kilabilir. Soyle ki siklikla
kullanilan baz1 antibiyotikler (sefuroksim, sefotiam,
izoniazid, pentamidin, klavulanik asit, klorokin], mukolitikler
(asetilsistein, ambroksol vb.), bronkolitikler (aminodfilin),
H2 reseptor antagonistleri (simetidin vb.) DAO ile etkilesime
girmektedir (18). Bu ilaglarin 6nemli bir kisminin buzagilarda
tim diinyada aktif olarak kullanilmast DAO ile etkilesimin
canlt tiir diizeyinde iyice irdelenmesi ve gerekli sonuglarin
cikarilarak 1ilgili sagaltim protokollerinin diizenlenmesi
anlamina gelebilir. Nitekim bu c¢alismada polifarmazi
uygulanan buzagilarda azalan DAO seviyeleri buna isaret
etmektedir. Polifarmazi intestinal mukozal hasara iliskin
olabileceginden, ila¢ yan etkilerine maruziyetin azaltilmasi
agisindan bu ¢alismanin sonuglar1 dikkatle irdelenmelidir.
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