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Fluorometric determination of oxrytetracycline (OTC) and tetracycline
(TC) in animal tissues and influence of citric acid on absorptwn of
oxytetracycline -
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. Summary : In this study, 55 broiler chickens which have been provid-
ed from the poultry - house of the Veterinary Faculty of University of
Selguk were used.

Plasma, white muscle, red muscle, liver and kidney tissues, following-
the oral administration of the antibiotic tetracycline (TC), oxytetracycline
(OTC) alone or with citric acid, were determined in broiler chickens.

The fluorometric method was used for the determination of the OTC
and TC residues in the tissues and plasma. The emission maxima of OTC
and TC were at 500 nm and the exitation maxima were at 400 nm. The
levels of OTC and TC in all the tissues-were found to be between 0.041
and 2.86 ppm 0.003 and 0.116 ppm respectively.

Ozet Bu calismada, Selcuk Universitesi Vetermer Fakiiltesi kume-._ N
sinden temin edilen 55 adet broyler pili¢ materyal olarafk kullan11d1 '

Uc grup halindeki deneme hayvanlarina agizdan 51ras1y1a tetra51k—

lin, oksitetrasiklin ve oksitetrasiklin ile sitrik asit beraber _ verilerek, .

plazma beyaz kas, kirmizi kas karac1ger ve bobrek dokusunda duzeyle—
ri aragtirilds. : : S

Biitiin dokularda ve plazmada OTC ve TC rezidiileri tes‘bltmde flu-
orometrik metot kullanilds. :

(*) Bu calisma Selcuk Universitesi Arastirma Fonunun destegi ile yiirtitiilmiis-
tiir.
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OTC ve TC’nin emisyon maksimas1 500 nm, eksitasyon maksimasi ise
400 nm olarak belirlendi.

OTC ve TCnin diizeyleri biitlin dokularda sirasiyla 0.041 ve 2.86 ppm,
0.003 ve 0.116 ppm arasinda bulundu.

Girig

Tetrasiklinler cegitli streptomices kiiltiirlerinden elde edilen genis
spektrumiu antibiyotiklerdir (1). Dogal kaynakli dort tetrasiklin tiirevin-
den (tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve dimetilklortetrasik-
lin) baska, yari sentetik (doksisiklin, minosiklin, rolitetrasiklin) tiirev-
leri bulunmaktadir. Bunlar giiniimiizde insan ve hayvanlarda bakteriyal
hastaliklarin kontroli ve tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(8, 12, 13). Ayrica danalarda ve klimes hayvanlarinda agirlik artis: sagla-
mak amaciyla gidalara ilave katki maddesi olarak da katilirlar (2, 6, 7,
15).

Uzun siire bu ilaglarla yapilan tedavi sonucunda kemik ve diglerde
tetrasiklinlerin biriktigi ve ozellikle ¢ocuklarda dis bozukluklarina se-
bep oldugu tesbit edilmigtir (10). Tetrasiklinlerin 1 ppm diizeylerinde in-
sanlar tarafindan alinmasinda toksik etki meydana gelmedigi, ancak
5-7 ppm diizeylerinde toksik etki olugturabilecekleri belirtilmigtir (1).

Veteriner hekimlikte ineklerin c¢esitli hastaliklarinda oksitetresiklin
yaygin bir gekilde kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada (4), oksitetra-
siklin saghkh ve endometritisli ineklere iv. wverilmis ve her iki grupta
ilacin gerek doku gerekse plazma diizeylerindeki mevcut yogunlugunda
onemli bir farkliifin olmadigi tesbit edilmistir. Ayrica oksitetrasiklin
farkli yollardan pospartum ve Ostrus siklusundaki hayvanlara verilmis,
plazma ve uterus dokusunda ilacin dagilimimin farkli oldugu tesbit edil-
misgtir (3).

Plazma ve dokudaki tetrasiklin diizeyleri mikrobiyolojikal (2, 8, 9),
spektrofotometrik (5, 14), ince tabaka kromatografik (15, 16) ve fluoro-
metrik (11) metotlar ile tayin edilmigtir.

Bu caligma oksitetrasiklin rezidiilerinin biyolojik materyallerde tes-
bit edilmesi i¢in duyarl bir kimyasal analiz metodu aragtirmak ve sitrik
asidin oksitetrasiklin absorpsiyonu iizerindeki etkisini denemek amaciy-
la yapilmigtir. ) o

Materyal ve Metot

Materyal olarak, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Aragtirma-
kiimesinden temin edilen 55 adet broyler pili¢ kullanildi. Caligmada kul-
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lanmilan standart oksitetrasiklin ve tetrasiklin bilegikleri Sigma Firmasin-

. dan temin edildi.

Ug grup halinde ¢alismaya alinan piliclerin birinci grubuna, 20 mg/kg
dozundaki oksitetrasiklin agiz yoluyla verildikten sonra, 0, 2, 5, 8, 24, 72,
120 ve 168. saatlerde plazma, beyaz kas, bébrek ve karacifer numuneleri
alindi. Ikinci grup piliclere yine agiz yolundan, oksitetrasiklin (20 mg/kg)
ve oksitetrasiklin 20 mg/kg + sitrik asit (145 ve 1 4 8) karigim veril-
di. Ilacin verilmesini miiteakip 1. ve 13. saatler arasimnda her saat bag1 ol-
mak lizere kan alinip plazmalar1 c¢ikarildi. Uclincii grup piliglere ise,
50 mg/kg dozundaki tetrasiklin agiz yoluyla verildikten sonra, 0, 2, 5, 8,
24, 72, 120 ve 168. saatlerde plazma, beyaz kas, kirmiz1 kas ve bobrek nu-
muneleri alindi. EDTA’]1 tiiplere alnan kanlardan elde edilen plazma ile
ayr: ayri polietilen naylon torbalara konmug doku numuneleri analize
kadar -—15°C’de bekletildi. Numunelerin 6lgiilmesinde Fluorescence
Spectrophotometre (HITACHI 650-40, Xenon lambaly) kullanildi. Nu-
munelerin analizinde ise Poiger ve Schlatter (11)’in kullandiklar1 metot
esas alindu,

Fluorescen Reaktifinin Hazrlamigi : 200 mg sodyum barbital ve 600
mg magnezyum asetat 100 ml metanolde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Numunelerin Okunmas: : Fluorescence spektrofotometre, oksitetra-
siklin ve tetresiklin igin emisyon maksimasi 500, eksitasyon maksimasi
400, emisyon siliti 10 nm ve eksitasyon siliti 5 nm’ye ayarlandi. Metanol-
de hazirlanmig ve mikrolitresinde 5 pg oksitetrasiklin ve tetrasiklin bu-
lunan standartlarin spektrofotometrenin hafizasma kaydedilmesinden
sonra, 3 ml hacmindeki numune ekstratlarina 0,5 ml fluorescence reaktifi
katilarak yogunluklar: okundu.

Numunelerin Hazirlanmast :

Plazma : 3 ml plazma, 10 ml'lik santrifiij tliipline konuldu ve iizerine
2 ml 1M triklorasetik asit ilave edildikten sonra 400 devirde 10 dakika
santrifiij edildi. Ustteki sivinin 3 ml’sine her birinden 2 ml olmak {izere
2M sodyum asetat ve 0.6 M kursun nitrat solusyonu katildi. 30 dakika
bekletildikten sonra santrifiij edilerek ustteki sividan 4 ml alindi ve {ize-
rine doymug potasyum iyodat solusyonundan 1.5 ml ilave edildi. 15 da-
kika bekletildikten sonra santrifiij edildi, iistteki sivi kisimdan 5 ml agz1
kapakh santrifiij tlipline alind1 ve bunun iizerine 50 pl 1M kalsiyum klo-
rit ilave edildi. pH yogun amonyak solusyonu ile 9.5%e ayarlandi ve 3 ml
etilasetat ilave edilerek 10 dakika calkalandiktan sonra iistteki etilasetat
ekstraktr otomatik pipet yardimiyla agzi kapakli cam tiipe konarak spek-
trofotometrede okumaya hazir hale getirildi.
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:Kas Dokusu :'10:gr et parcasi pH: 2.olan 0.1 M- glisin buffer'in 5 ml’si:: :
ile momojenize edilerek parcalandi. Bu homojenatin 6 grami-.ultra homo-
jenizatorde 4 ml glisin buffer ilave edilerek iyice homOJen hale getirildi.
3 gr dokuya tekabul eden 7.5 gr Thomojenat santnful tupune ahndl 2.5 ml
IM triklorasetik asit ilave ed11d1kten sonra “biiyiik prcslpltatlan daglt—" .
mak i¢in iyice galkalandl ve 4000 devirde 10 dak1ka santrifiij edildi. Ust- -~
teki sividan 5 mil alarak {izerine her birinden 1.5 ml olmak tizere 2M
sodyum asetat ve 0.06 M kursun nitrat ilave edilip kargtiridiktan sonra -
30 dakika bekletildi. Santrifiij igleminden sonra iistteki sividan 6 ml alr-"
narak igerisinde 1 ml doymus potasyum iyodat solusyonu ilave edildi ve ‘
15 dakika c¢okiintii tesekkil edene kadar bekletildi. Bu numune santrifiij
edilerek Ustteki sivinin 6 ml’sine 50 pl 1M kalslyum klorit ile karigtirilds
ve pH yogun amonyak ile 9.5% ayarlandl Ekstraks1yon 1§1em1 yu‘kamda-',
ki gibi yapildi ' ‘

Bobrek Dokusu : 10 gr bdbrek parcgas1 buffer kullanmaksizin homo- .

jenizatorde -iyice homojen hale getirildi.. Bu. homojenattan.2 gr-alinatak .-.
santrifiij tliptine kondu, tizerine pH 2 olan 0.1 M glisin bufferden :2 ml.. :

ilave edilerek iyice karigtirildi. 5 dakika sonra tizerine 3 ml 1M triklora-
setik ‘asit ilave edildi ve bundan sonrakl 1§1em kas dokusunda be111t11d1g1_
sekilde yapildi. S -

‘Karaciger Dokusw : 10 gr karacifer 10 ml glisin buffer (pH: 2) ile
homojenizatérde iyice homojen hale getirildi. "Bu homojenatin 2 glamlj"_'
santrifiij tiipline alind1 ve iizerine pH 2 olan 0.1 M glisinden 2'mil ilave e-
dilerek iyice karigtirildi. 5 dakika sonra iizerine 3 ml 1M triklorasetik
as1t ilave edildi ve 1§lem kas dokusunda behrtﬂd1g1 sekilde tamamland1 o

Oksitetrasiklin 1(;1n numunelerm hamrlanmasmda kullamlan potas-:‘.
yum iyodat solusyonu yerine kursun iyodat, kalsiyum klorit yerine sod-
yum klorit kullanildi. Ekstraksiyon iglemi yukaridaki izah edilen gekilde
yapildi.

Bulgular

(;a11§ma bulgularmm ozetlend1g1 tablo 1de goruldugu gibi. oksﬁetra-.;'
51k11n yogunlugu 51ra51y1a en fazla beyaz kas ve plazmada belirlendi.;Do-
kularda tesbit edilen oks1tetras1k11n yogunluklarlnln en du§uk 0 041 ppm :

rez1du1er1 1lacm hayvanlara Ven]mﬂsmden 25-8 saat sonra lkalac1ger

ve bobrekte, 3 giin sonra da beyaz kas ve k1rm1z1 kasta tesbit edlldl Bob-
rek numunesinde 168 saatten sonra ok51tetra51khn remdusune raslan-t 1
madi.
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Tablo '2'de:. oksitetrasiklin. ve: oksitetrasiklin + sitrik asit (1 + 8) ile
OTC + ssitrik- asit (1 + 8) geklinde: tertiplenen degisik preparatiarin hay-
vanlara verilmesinden sonra toplanan plazma orneklerinde oksitetrasik-
linin 4. saatte en yliksek diizeye ulagtigr goriildii. Oksitetrasiklin - sitrik
asit (14+5 ve 1+ 8) oranlarinda hazirlanan karigimlarin ve yalniz ok-
sitetrasiklin verilen hayvanlardan elde edilen plazmalardaki oksitetrasik-
lin yogunluklar: arasinda belirgin bir farkliligin olmadigi teshit edildi.
Oksitetrasiklin verilen hayvanlardan elde edilen plazmalarda en diisiik
ve en yiiksek yogunluk 0.023-0.039 ppm,. oksitetrasiklin + sitrik asit
(1 4+ 8) icin'ise 0.022-0.027 ppm arasinda oldugu belirlendi.

Tetrasiklinin piliclere agiz yoluyla 50 mg/kg dozunda verilmesinden
sonra, belirtilen saatlerde alinan plazma, beyaz kas, kirmizi kas karaci-
ger ve bobrek numunelerinde tablo 3’de gorilldigid gibi tetrasiklin rezi-
diileri sirasiyla en yiliksek beyaz kas, kirmiz1 kas, karaciger, bobrek ve
plazmada tesbit edildi. Tesbit edilen bu dégei“lerin en diigiik 0.0033 ppm
en yiiksek 0.116 ppm arasinda oldugu goriildi,

Tablo 1 - Oksitetrasiklin (OTC) Tavuklara Agiz Yoluyla 20 mg/kg
Dozunda verildikten sonra, doku (pg/kg) ve
Plazma (pg/kg) da Teshit edilen Yogunluklar

Siire Plazma . Beyaz Kés | Kirmizi Kas Karaciger Bobrek
Saat X)L (%) ® ™ (x)
S0 o 0023 0.340 0039  0.168 0.216
REY: 0.024 0.65 0.040 0.165 0.302
‘8 - 0:025 250 0.039 0.189 0.208
24 0022 0178 0.037 0.204 0.256
79 0021 0387 0039 0.180 0.289
1120 0025 - 0580 - 0.043 0.206 0.231
168 e 2386 0041 0217 0.186

(x) Aritmetik ortalama .
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Tablo 2 ~ Oksitetrasiklin ve Oksitetrasiklin 4 Sitrik asit Karigimi
Tavuklara Agiz Yoluyla Verildikten Sonra Elde Edilen
Yogunluklar (pg/ml)

Stre Saat A B C
1 0.039 0.025 0.027
2 0.030 0.023 0.024
3 0.024 0.027 0.023
4 0.037 0.048 0.027
5 0.023 0.023 0.024
6 0.025 0.027 0.023
7 0.023 0.029 0.024
8 0.025 0.028 0.023
9 0.030 0.028 0.022
10 0.027 0.026 0.022
11 0.024 0.023 0.027
12 0.023 0.022 0.026
13 0.023 0.023 0.023

A : Oksitetrasiklin (20 mg/kg)

B : Oksitetrasiklin 4 Sitrikasit (1 4 5)
C : Oksitetrasiklin + Sitrikasit (1 - 8)

Tablo 3 - Tetrasiklin (TC) Tavuklara Agiz Yoluyla 50 mg/kg
Dozunda Verildikten Sonra, Doku (pg/gr) ve Plazma
~ (pg/ml)’da Tesbit Edilen Yogunluklar

Siire Plazma Beyaz Kas Kirmizi Kas Karaciger Bobrek
Saat (%) (%) (%) (x) (%)

0 0.002 0.012 0.027 0.032 0.016

2.5 0.003 0.116 0.041 0.032 0.64

8 0.003 0.026 0.036 0.015 0.014
24 0.002 0.029 0.108 0.016 0.017
72 0.003 0.013 0.025 0.020 0.033
120 0.006 0.057 0.021 0.053 0.09
168 0.003 0.138 0.072 0.032 0.07

(x) : Aritmetik ortalama
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Tartigma ve Sonug

Glntimiizde gerek oksitetrasiklin gerekse tetrasiklin insan ve hay-
vanlarda bakteriyal hastaliklarin kontrolii ve tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica danalar ve kiimes hayvanlarinda afirhk artis
saglamak amaciyla yemlerin i¢ine katilirlar. Bu kadar genis kullamm a-
lanina sahip bu grup antibiyotiklerin hayvansal dokulardaki miktarlari-
nin bilinmesi gerekmektedir.

Yurdumuzda oksitetrasiklin ve tetrasiklin rezidiilerinin tayini ile il-
gili bir aragtirmaya raslanmamigtir. Biyolojik materyallerde ve hayvan-
sal gidalarda bu maddelerin rezidiilerini tayini icin degisik metotlar kul-
lanilmaktadir. Bu ¢aligmada Poiger ve ark. (11)’nin tamimladigi fluoro-
metrik metot kullanilmistir.

Tetrasiklinler insanlar tarafindan gida ile 1 ppm miktarinda alindi-
ginda herhangi bir toksik etki meydana getirmedikleri, ancak 5-7 ppm
dlizeyindeki miktarlarinin toksik etki gosterebilecekleri belirtilmigtir (1).
Tablo 1, 2 ve 3'de gorildiigi gibi analizleri yapilan dokulardan elde edi-
len diizeylerde oksitetrasiklin ve tetrasiklinin insanlar tarafindan alin-
masiyla toksik etkiler meydana getirmeyecegini dogrulamaktadir.

Pollet ve Glatz (12), tarafindan klortetrasiklin, mide - barsak kana-
Iindan emilimini artirmak igin, sitrik asit ile kombine edilerek verilmis-
tir. Aragtiricilar sitrik asidin klortetrasiklin emilimini artirdigini belirle-
miglerdir. Buna kargihik, tablo 2’de gorildugii lizere yukarida belirtilen
aragtiricilarin elde ettigi sonucun aksine, oksitetrasiklin tek bagina veya
sitrik asit ile karigtminin verilmesi sonucu elde edilen degerler arasinda
belirgin bir farklilifin olmadigs goriilmiistiir.

Ozet olarak, bu aragtirma ile fluorometrik metodun biyolojik mater-
yallerde bulunabilecek oksitetrasiklin ve tetrasiklin rezidiilerinin tayi-
ninde giivenle kullanilabilecegi goriildii. Ayrica bu grup antibiyotikler
tedavi edici dozlarda hayvanlara afiz yoluyla verildiginde rezidi prob-
lemi yaratmayacagi kanaatindeyiz.
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