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Oz

Bu galismanin amaci gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) enrofloksasinin tek artan dozlarda uygulanmasini takiben
biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri belirlemektir. Calismada toplam 80 adet saglikli gokkusagi alabahg kullanildi. Baliklara
enrofloksasin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg tek doz oral yolla uygulandi. Enrofloksasin uygulamasini takiben 24 ve 120. saatlerde kan
ve doku ornekleri alindi. Plazma 6rneklerinden albumin, alkalin fosfataz, alanin aminotransferaz, kolesterol, kreatinin, total protein ve
trigliserid duzeyleri olgtldi. Ayrica dalak, karaciger, solungag ve bobrek dokulari histopatolojik olarak degerlendirildi. Enrofloksasinin
tim doz uygulamalarini takiben biyokimyasal parametrelere 6nemli etkisi gézlenmedi. Enrofloksasin 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarda
dalak, karaciger, solungag ve bobrek dokularinda herhangi bir histopatolojik degisiklige neden olmadi. Fakat enrofloksasinin 40 mg/kg
dozu 120. saatte solungag¢ dokusunun sekonder lamellerinde epitel hiperplaziye yol agti. Sonug olarak gokkusagi alabaliklarinda
enrofloksasinin 10 mg/kg ve 20 mg/kg oral tek doz uygulamalarinin biyokimyasal ve histopatolojik parametrelere 6nemli etkisi
olmazken, 40 mg/kg dozda solunga¢ dokusunda histopatolojik degisikliklere neden olabilecegi belirlendi. Ancak gokkusagi
alabaliklarinda enrofloksasinin gilivenilirliginin belirlenmesi igin artan tekrarlayan doz ¢alismalarina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Biyokimyasal parametreler, enrofloksasin, gokkusagi alabaligi, histopatoloji

Effect of Enrofloxacin Following Single-Ascending Dose Administrations on Biochemical and Histopathological
Parameters in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

Abstract

The aim of the study was to determine the changes in biochemical and histopathological parameters in some tissues of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) following single-ascending enrofloxacin dose administrations. A total of eighty clinically healthy rainbow trout
were used in this investigation. Enrofloxacin was orally administered to fish as a single dose of 10, 20 and 40 mg/kg via oral gavage.
Blood and tissue samples were collected at 24 and 120 hours after enrofloxacin administration. Plasma levels of albumin, alkaline
phosphatase, alanine aminotransferase, cholesterol, creatinine, total protein and triglyceride were measured by autoanalyser. Spleen,
liver, gill and kidney tissues were evaluated histopathologically. No significant changes were observed in biochemical parameters
following the administration of enrofloxacin at all dose levels. Enrofloxacin at 10 mg/kg and 20 mg/kg doses did not cause any
histopathological changes in the spleen, liver, gill and kidney tissues. However, 40 mg/kg dose of enrofloxacin triggered epithelial
hyperplasia in the gill secondary lamellae at 120 hours. In conclusion, it was determined that oral single dose of enrofloxacin 10 mg/kg
and 20 mg/kg in rainbow trout had no significant effect on biochemical and histopathological parameters, but 40 mg/kg dose could
cause histopathological changes in gill tissue. However, multiple-ascending dose studies are needed to further support the safe use of
enrofloxacin in rainbow trout.

Key Words: Biochemical parameters, enrofloxacin, histopathology, rainbow trout

GiRiS ve kot su kalitesi) ve stres baliklarda bakteriyel hastalik
riskini artirmistir (2, 3). Bu nedenle balik giftliklerinde hem

insanlarin saglkli beslenmek icin diyet aliskanliklarini degis-
tirip balik tlketimlerini artirmalari kiiresel gida tretiminde
su Urtnleri sektérinia 6nemli bir noktaya getirmistir (1, 2).
Sektordeki bliyimeye paralel olarak artan balik ihtiyacini
karsilamak icin baliklarin giftliklerde Gretilmeye baslanma-
siyla birlikte ortaya gikan yetersiz bakim, kotii cevre sartlari
(fazla stok, yetersiz beslenme, su sicakligindaki degisimler

ekonomik hem de saglik agisindan ciddi riskler olusturabile-
cek bakteriyel patojenlerin profilaksi, metafilaksi ve tedavi-
sinde antibiyotikler yaygin olarak kullaniimaktadir (4).
Kaltur balikgiliginda en fazla kullanilan antibiyotikler-
den birisi enrofloksasindir. Enrofloksasin bakterilerin topoi-
zomeraz Il ve topoizomeraz IV enzimlerini etkileyerek bak-
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terisit etki gosteren florokinolon grubu antibiyotiktir (5).
Lipofilik yapidaki enrofloksasin genis dagilm hacmine sahip
olup bobrek, karaciger, safra, disi genital organlari ve kemik
gibi bircok doku ve organda yiiksek konsantrasyonda birikir.
Enrofloksasin birgok tiirde kendisinden daha etkili aktif
metaboliti olan siprofloksasine doénusir (6). Enrofloksasin
hayvanlarda solunum sistemi, sindirim sistemi, Griner sis-
tem enfeksiyonlari ile eklem, meme ve deri enfeksiyonla-
rinda kullanilir (5, 6, 7). Ayrica balklarda furunkilozis, vibri-
ozis ve yersiniozis gibi hastaliklarda da kullanimi onerilir-
mektedir (8).

Baliklarda antibiyotiklerin asiri ve yanhs kullanimina
bagh antibakteriyel direncin arttigi bildirilmistir (9). Boyle
durumlarda antibiyotigin degistirilmesi veya dozunun arti-
rilmasi gerekir. Diger florokinolon grubu antibiyotiklerde
oldugu gibi enrofloksasinin antibakteriyel etkisi de konsant-
rasyona baghdir ve doz artik¢a etkinligi artar. Fakat ilacin
dozu arttikca istenmeyen etkilere de artabilir. ilaglarin is-
tenmeyen etkilerini degerlendirmek icin biyokimyasal ve
histopatolojik parametreler kullanilir. Mevcut literatirler
incelendiginde gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) enrofloksasinin artan dozlarda kullanimi sonucu
givenilirligi hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunamamustir.
Bu arastirmanin amaci gokkusagi alabaliklarinda enroflok-
sasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg tek doz oral uygu-
lamasini takiben biyokimyasal ve histopatolojik etkilerini
arastirmaktir.

MATERYAL VE METOT

Hayvanlar

Arastirmada, genel klinik muayene ile saglkh olduklari belir-
lenmis, uygulama yapilmasindan 6nceki son iki aylik stirede
herhangi bir ilag uygulamasi yapilmamis, 6712 gram canli
agirhga sahip 80 adet gokkusagi alabaligi kullanildi. Balik-
lar calisma 6ncesi adaptasyon icin 10 giin laboratuvar
kosullarinda (Su sicakhgi;11+0.8, ¢oziinmis oksijen; 9.3
mg/L, pH; 7.8) bekletildi. Balklar ilag icermeyen pelet
alabalik yemi (Sibal Yem, Sinop, Tirkiye) ile giinde iki
defa beslenirken ilag uygulamasi dncesi ve sonrasinda 12
saat boyunca ag¢ birakildi. Arastirmadaki baliklar tGzerine
yapilan bitiin deneysel uygulamalar Kastamonu Univer-
sitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alinarak
yapildi (22/2019).

Deneysel Arastirma

Arastirmada toplam 80 adet gokkusagi alabaligi; kontrol
(n:20), 10 mg/kg (n:20), 20 mg/kg (n:20) ve 40 mg/kg (n:20)
olmak Uzere 4 esit gruba ayrildi. Enrofloksasinin 10 mg/kg,
20 mg/kg ve 40 mg/kg oral tek dozlar serum fizyolojikle
dilue edilerek her baliga 0.5 ml olacak sekilde uygulandi.
Kontrol grubuna ise 0.5 ml serum fizyolojik oral yolla uygu-
landi. Her 6rnekleme zamaninda 10’ar adet balik olacak
sekilde enrofloksasin ve serum fizyolojik uygulamasini taki-
ben 24. ve 120. saatlerde kan ve doku ornekleri MS-222
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(tricaine methane sulphonate, 300 mg/l) anestezisi altinda
alindi. Biyokimyasal analizleri gergeklestirmek icin kan 6r-
nekleri (1 ml) kaudal venden antikoagilan iceren tiiplere
toplandi. Kan 6rnekleri 4000 g’de 10 dakika santriflj edil-
dikten sonra plazma ornekleri elde edildi ve analiz zamani-
na kadar -80 °C’de saklandi. Histopatolojik degerlendirme
icin dalak, karaciger, solunga¢ ve bobrek doku &rnekleri
alindi.

Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Baliklardan elde edilen plazmalardan albumin, alkalin fosfa-
taz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT), kolesterol, kreati-
nin, total protein ve trigliserid parametrelerinin analizleri
diagnostik kitler kullanilarak otoanalizor cihazinda (ILab-300
plus, Instrumentation Laboratory, Milano, Italy) élgild.

Histopatolojik Degerlendirme

Calisma gruplarindaki baliklardan alinan dalak, karaciger,
solungag ve bdbrek dokusu 6rnekleri tespit icin % 10’luk
tamponlu formalin soliisyonu igerisinde 48 saat bekletildi.
Tespiti takiben dokular % 70’lik alkolde 24 saat, % 80’lik ve
%96’lik alkolde 1’er saat, absol alkolde ise 2 saat bekletildik-
ten sonra metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilip
paraplastta bloklandi. Her bir parafin blokdan mikrotom
(Leica RM 2155, Germany) yardimiyla 50 um araliklarla 5
pum kalinliginda 3’er adet kesitler alindi. Histopatolojik de-
gerlendirilme igin kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) bo-
yamasi yapildi. Kesitler 1sik mikroskobu (BX51, Olympus,
Tokyo, Japan) altinda degerlendirilip istenilen bolgelerden
mikroskoba entegre digital kamerayla (DP74, Olympus,
Tokyo, Japan) fotograflar ¢ekildi.

istatistiksel Analiz

Tum biyokimyasal parametreler ortalama + SD olarak su-
nuldu. istatistiksel analiz SPSS (19.0 software; IBM) progra-
mi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi istatistiksel degerlen-
dirmede tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve posthoc
Tukey testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel 6nem dere-
cesi kabul edildi.

BULGULAR

Biyokimyasal parametreler

Gokkusagi alabaliklarina enrofloksasinin 10 mg/kg, 20
mg/kg ve 40 mg/kg oral tek doz uygulamasini takiben biyo-
kimyasal parametreler tzerine etkisi Tablo 1’de sunuldu.
Enrofloksasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg oral tek
doz uygulamasini takiben albumin, ALP, ALT, kolesterol,
kreatinin, total protein ve trigliserid diizeylerinde gruplar
arasinda herhangi bir farkhliga neden olmadigi belirlendi (P
> 0.05).
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Tablo 1. Gokkusagi alabaliklarinda enrofloksasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg oral tek doz uygulamasini takiben biyokimyasal para-

metrelere etkisi (ortalama%SD).

24.saat 120.saat
Parametre Kontrol 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg Kontrol 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
ALB (g/dL) 1.92+0.32 1.6540.35 1.914+0.18 1.85%+0.37 2.061+0.18 1.7340.32 2.01+0.23 1.95+0.51
ALP (U/L) 19.00+11.83 17.90+7.17 19.80+6.76 17.90+5.69 23.00£11.93 19.20+6.66 17.50+6.49 18.90+7.48
ALT (U/L) 28.60+14.16 22.50+11.97 30.80+14.17 23.80+15.24 27.30+12.51 20.20+11.04 27.80+13.77 26.30+12.67
CHOL (mg/dL) 111.10+28.37 115.20+38.31 103.40£37.40 108.80+34.16 99.20+24.10 109.40+32.39 98.50+26.95 103.60+32.90
Kreatinin (mg/dL) 0.25+0.10 0.26+0.13 0.32+0.10 0.29+0.07 0.28+0.11 0.27+0.09 0.28+0.07 0.30+0.09
TP (g/dL) 1.95+0.56 2.0440.55 2.144+0.37 1.91+0.42 2.22+0.79 2.18+0.64 2.20+0.44 1.93+0.52
TRIG (mg/dL) 78.60+38.06 95.90+39.50 84.501+41.43 63.90+39.23 78.601+44.42 95.90+39.50 84.501+41.43 61.90+40.78

ALB; albumin, ALP; alkalin fosfataz, ALT; alanin aminotransferaz, CHOL; kolesterol, TP; total protein, TRIG; trigliserid.

Histopatolojik degerlendirme

Kontrol grubundan 24 ve 120. saatlerde alinan dokular
histopatolojik olarak incelendiginde dalak dokusunun beyaz
ve kirmizi pulpa alanlarinin, karaciger parensimi ve stroma-
sinin, bobrek tubuluslari, korpuskulum renalis ve melano-
makrofajlarinin ve solungag primer ve sekonder lameller
yapilarinin normal histolojik yapi gésterdigi belirlendi. En-
rofloksasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg oral tek doz
uygulamalarini takiben 24 ve 120. saatlerde dalak, karaciger
ve bobrek dokularinda herhangi bir histopatolojik degisiklik
gorulmedi. Enrofloksasinin 10 mg/kg ve 20 mg/kg uygula-
malari 24 ve 120. saatlerde solungag¢ dokularinda herhangi
bir degisiklige neden olmaz iken 40 mg/kg uygulamasi 120.
saatte solungag¢ dokusunun sekonder lamellerindeki epitel
hiicrelerinde hiperplaziye neden oldugu gozlemlendi (Sekil
1ve?2).

24. saat

Sekil 1. Baliklarda enrofloksasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40
mg/kg oral tek doz uygulamasini takiben 24. saatte dalak, karaci-
ger, solungag ve bobrek kesitlerinin histomorfolojik gorinimu.
H&E. WP: Beyaz pulpa, RP: Kirmizi pulpa, VC: Vena sentralis, Siyah
ok baslari: Sekonder lameller, Yesil oklar: Melanomakrofajlar,
Kirmizi oklar: Bobrek tubuluslari, Mavi oklar: Korpuskulum renalis.
Bar: 50 um.
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Sekil 2. Baliklara enrofloksasinin 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg
oral tek doz uygulamasini takiben 120. saatte dalak, karaciger,
solunga¢ ve bobrek kesitlerinin histomorfolojik gérinimi. H&E.
WP: Beyaz pulpa, RP: Kirmizi pulpa, VC: Vena sentralis, Siyah ok
baglari: Sekonder lameller, Kirmizi ok baslari: Sekonder lameller-
deki epitel hiicrelerinde hiperplazi, Yesil oklar: Melanomakrofajlar,
Kirmizi oklar: Bobrek tubuluslari, Mavi oklar: Korpuskulum renalis.
Bar: 50 um.

TARTISMA VE SONUG

Enrofloksasin baliklarda en yaygin kullanilan antibiyotikler-
den birisidir ve 5- 10 mg/kg dozlarda furunkdilozis, vibriozis
and yersiniozis gibi hastaliklarda kullanimi 6nerilir (8, 10).
Enrofloksasinin antibakteriyel etkisi konsantrasyona baghdir
ve doz artikga etkinligi artar. Ancak doz artisina bagl olarak
ilaglarin istenmeyen etkileri de artabilir. Bu arastirmada
gokkusagi alabaliklarinda enrofloksasinin 10 mg/kg, 20
mg/kg ve 40 mg/kg tek doz uygulamasini takiben biyokim-
yasal ve histopatolojik parametrelere etkisi degerlendirildi.
Gokkusagi alabaliklarinda enrofloksasinin 10 mg/kg ve 20
mg/kg dozlar oldukga iyi tolare edilirken 40 mg/kg dozda
solungaglarda histopatolojik degisikliklere neden oldugu
tespit edildi.

GoOkkusagi alabaliklarina enrofloksasinin 10 mg/kg ve
20 mg/kg dozlarda uygulamasini takiben dalak, karaciger,
bobrek ve solungag dokusunda her iki 6rnekleme zamanin-
da da herhangi bir histopatolojik degisiklige neden olmadigi
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belirlendi. Enrofloksasinin 40 mg/kg dozda dalak, karaciger
ve bobrekte herhangi bir degisiklige neden olmaz iken 120.
saatte solunga¢ dokusunun sekonder lamellerinde epitel
hiperplazisi tespit edilmistir. Enrofloksasin oral yolla 20
mg/kg dozda uygulandiginda sazan baliklarinin karaciger
dokusunda ve mersin baliklarinin (Acipenser baerii) karaci-
ger ve bobrek dokusunda histopatolojik degisiklige neden
olmamistir (11, 12). Mersin baliklarina enrofloksasin oral 3-
5 giin 40 mg/kg ve 80 mg/kg dozlarda uygulandiginda, doz
ve uygulama siiresine bagh olarak siddeti artan derecede
karacigerde yangisal hiicre infiltrasyonu, bébrek tubdlleri ve
glomerillerde dejenerasyon goérildigu bildirilmistir (12).
Florokinolonlar doz ve uygulama siiresine bagl olarak kara-
ciger ve bobrekte hasar yapabilecegi rapor edilmistir (13,
14). Florokinolonlarin neden oldugu doku hasarinin meka-
nizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen oksidatif stresi
indiklemesinden olabilecegi belirtilmistir (13, 15). Yapilan
calismalarda enrofloksasinin bazi balik tirlerinde lipit pe-
roksidasyonunu artirdigi ifade edilmistir (16, 17). Bu aras-
tirmada enrofloksasinin 40 mg/kg dozda karaciger ve bob-
rek dokusunda hasara neden olmamasinin nedeni tek doz
uygulamasi olabilir. Daha onceki c¢alismalarda solungag
hiperplazisinin nedeninin irritan maddeye bagl olarak balik
savunma sisteminden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (18,
19). Alabaliklarda enrofloksasinin 10 °C’de maksimum
plazma konsantrasyonuna ulasma zamaninin (T,.) 8 saat
oldugu ve 120. saate kadar tespit edilebildigi bildirilmistir
(20). Bu galismada enrofloksasinin 24. saatte solungacta
hasara neden olmaz iken 120. saatte hiperplaziye neden
olmasinin nedeni enrofloksasinin irritan etkisine bagh ola-
rak baligin savunma sistemindeki degisikliklerden dolayi
olabilir.

Gokkusagi alabaliklarina enrofloksasinin 10 mg/kg, 20
mg/kg ve 40 mg/kg oral tek doz uygulamasinin biyokimyasal
parametreler Gzerine dnemli etkisi goriilmedi. Daha once
enrofloksasinin biyokimyasal parametreler Gizerine etkisiyle
ilgili baliklarda herhangi bir ¢alisma olmamasina ragmen
diger tirlerde yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Enroflok-
sasinin tavuklarda 10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg oral tek
doz uygulamasinin kolesterol ve total protein diizeyinde
(21), kedilere 5 mg/kg, 15 mg/kg ve 25 mg/kg dozda kas ici
yolla 7 giin uygulandiginda ALT, kreatinin ve total protein
dizeyinde (22), ve kopeklere 5 mg/kg dozda kas igi yolla 14
gun uygulandiginda ALP, ALT, albumin ve total protein di-
zeyinde (23) herhangi bir degisiklige neden olmadig bildi-
rilmistir. Koyunlarda ise enrofloksasinin 10 mg/kg dozda
deri alti yolla 14 gin boyunca uygulandiginda ALP, ALT,
kreatinin ve total protein dizeylerinde referans degerler
icerisinde degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (24).
Florokinolon grubu bir antibiyotik olan marbofloksasinin
koyunlara artan tek doz uygulamalarinin albumin, ALP, ALT,
kolesterol, kreatinin, total protein ve trigliserid dizeylerin-
de herhangi bir farkhliga neden olmadig ifade edilmistir
(25).

Sonug olarak gokkusagi alabaliklarina enrofloksasinin
oral yolla 10 mg/kg ve 20 mg/kg tek doz uygulamasinin
biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklere neden olmadigi
belirlendi. Enrofloksasinin 40 mg/kg dozda ise biyokimyasal
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parametrelerde degisikliklere neden olmamasina ragmen
doku hasari yapabilecegi belirlendi. Ancak gokkusagi alaba-
liklarinda enrofloksasinin farkli dozlarda tekrarli uygulama-
sini takiben hematolojik, biyokimyasal ve histopatolojik
parametrelere etkisinin belirlenmesine ihtiyag vardir.
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