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Ozet

Aktif farmasotik bilesenlerin gevresel kalintilari, ¢evresel riskler ve saglik sorunlari ile iligkilidir. Bunlarin gevreye
olan etkileri toplumsal bir endise konusu haline gelmistir. Bu ¢alismada; flurbiprofen, naproksen Na, propranolol
HCI, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin ve klindamisin ilag etken maddelerinin toksisiteleri Aliivibrio fischeri
toksisite testi kullanilarak belirlenmistir. Aliivibrio fischeri toksisite testi deneyinde, ilag etken maddelerinin 5. ve
15. dakika sonunda okunan degerlerine gore ECsp (Mmg/L) ve toksik birim (TB) hesaplanmustir. 15. dk sonunda
elde edilen ECsy degerlerine bakildiginda, ECso degerleri en diisiik ¢ikan ilag aktif bilesenleri “doksisiklin,
azitromisin ve klindamisin” dir. Bu antibiyotik grubu ilag etken maddeleri “doksisiklin, azitromisin ve
klindamisin” i¢in ECsp degerleri sirasiyla; 0.10, 0.12 ve 0.76 mg/L olarak bulunmustur. Farmasétiklerin Aliivibrio
fischeri'ye akut toksisiteleri hakkinda elde edilen veriler, ortaya ¢ikan kirleticilerle iligkili gevresel risklerin
degerlendirilmesini kolaylagtirabilir.

Anahtar Kelimeler: Akut toksisite, farmasétikler, Aliivibrio fischeri, Microtox®, toksik birim, ekotoksikoloji.

Evaluation of the effects of seven active pharmaceutical ingredients on the aquatic

environment with the Aliivibrio fischeri toxicity test

Abstract

Environmental residues of active pharmaceutical ingredients are associated with environmental risks and health
issues. Their environmental impact has become a social concern. In this study; The toxicity of flurbiprofen,
naproxen Na, propranolol HCI, carbamazepine, azithromycin, doxycycline and clindamycin drug active
ingredients were determined using the Aliivibrio fischeri toxicity test. In the Aliivibrio fischeri toxicity test
experiment, ECso (mg/L) and toxic unit (TB) were calculated according to the values read at the end of the 5™ and
15" minutes of the pharmaceutical active ingredients. When the ECso (mg/L) values obtained at the end of the 15%"
minute are examined, the active drug components with the lowest ECso (mg/L) values are "doxycycline,
azithromycin and clindamycin®. ECso (mg/L) values for "doxycycline, azithromycin and clindamycin" are
respectively; It was found to be 0.10, 0.12 and 0.76 mg/L. The obtained data of the acute toxicities of
pharmaceuticals to Aliivibrio fischeri can facilitate the evaluation of the environmental risks associated with
emerging pollutants.

Keywords: Acute toxicity, pharmaceuticals, Aliivibrio fischeri, Microtox®, toxic unit, ecotoxicology.
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Giris

Kimya ve ilag endiistrisinin basarilari, sagligimiza ve yasam standardimiza O6nemli katkilar
saglamaktadir. Bunlarin kullanimlari genellikle cevre kirliligi ile iliskilidir (Kiimmerer, 2011).
Atiksularda pestisitler, biyositler, farmasotikler, endiistriyel kimyasallar ve tiiketici iiriinlerinden gelen
kimyasallar dahil olmak {izere binlerce kimyasal ve diger kaynaklardan gelen su bulunmaktadir (Escher
ve Fenner, 2011). flac ve kisisel bakim iiriinlerinin (PPCP'ler) artan tiiketimi ve iiretimi, bunlarin atiksu
ve ¢evrede sik sik bulunmalarina neden olmustur (Marugan ve ark., 2012). PPCP'lerin ¢evreye giriginin
ana yolu, arttilmis ve aritilmanus evsel veya hastane atiksularimin bertaraf edilmesidir. Ikinci cevresel
kaynak, veterinerlik faaliyetleri sonucunda hayvanlarda kullanilan ilaglarla baglantili olarak yiizey ve
yeralt1 sularina sizmasi seklindedir (Ellis, 2006). Yaygin olarak kullanilan aritim yontemleri PPCP'lerin
gideriminde yeterli degildir ve glinlimiizde yeni teknikler gelistirilmekte ve uygulamas test edilmektedir
(Giiltekin ve Ince, 2007). PPCP atiksularinin geleneksel aritmasinin diisiik etkinligi; (i) PPCP'lerin aktif
camur ig¢indeki organizmalarla minimal etkilesimi (ii) PPCP'lerin su organizmalari tizerindeki toksisitesi
ve (iii) geleneksel atiksu aritimi sirasinda PPCP'lerin diisiik biyobozunabilirligi gibi nedenlere baglidir
(Schnell ve ark., 2009). PPCP'lerin ¢evresel ortamlarda varhigi, yiizey ve yeralti sularinda ng/L ile pg/L
arasinda degisen seviyelerde kaydedilmistir (Qin ve ark., 2012). Cevresel ortamlarda bulunan bu
farmasatik bilesikler, suda ve karada yasayan organizmalar lizerinde 6zellikle uzun vadeli siirekli atiksu
¢ikisina maruz kaldiklarindan bazi etkiler yaratabilir. Bu mikrokirleticilerin ¢ogu, 6zellikle karmasik
karigimlarin bilesenleri olarak mevcut olduklarinda, nemli ekotoksikolojik endigelere sebep olmaktadir
(Schwarzenbach ve ark., 2006). Ekotoksikolojik aragtirmanin ana odagi, ¢evre igin yiiksek risk
potansiyeli olusturan maddelerin tanimlanmasidir. Atiksuyun toksisitesinin bilinmesi aritma tesislerinin
randimanli bir sekilde isletilebilmesi, alici ortamin korunmasi igin olduk¢a 6nemlidir. Cevresel risk
degerlendirmeleri ve su kalite kontrol uygulamalarinda ekotoksisitenin tespit edilebilmesi igin
biyoanalizlerin yapilmasi dnem tasimaktadir ve gereklidir (Tongur ve ark., 2019). Atiksu aritimi
sirasinda toksik bilesiklerin degerlendirilmesi i¢in ekotoksikolojik testler faydali bir arag¢ olarak
kullanilabilir (Fisher ve ark., 2010). Bu nedenle, ¢evresel risk degerlendirmesi i¢in giivenilir ve anlamli
veriler iireten hizl1 ve basit test yontemlerine fazlasiyla ihtiyag vardir. Biyotestler, yiizey ve yeralt1 sulari,
kentsel atiksular ve sedimentler gibi ¢ok gesitli cevresel ve endiistriyel numuneler i¢in gecerlidir (Parvez
ve ark., 2006). Aliivibrio fischeri toksisite testi bu baglamda siklikla uygulanan bir yontemdir ve basit
prosediir, yiiksek hassasiyet ve diisiik maliyetler nedeniyle 6n plana ¢ikmistir (Gellert, 2000). Isik veren
bir deniz bakterisi olan Aliivibrio fischeri, organik veya inorganik tekli ya da karigim olarak bilesiklerin
akut toksik etkilerinin aragtirilmasi i¢in uygulanan biyolojik test yontemlerinde kullanilmaktadir.
Biyoluminesans (1s1k yayan) bakteriler ile yapilan bu testlerde kullanilan mikroorganizmalar; Aliivibrio
fischeri, Vibrio harveyi ve Pseudomonas fluorecenttir. En yaygin olarak kullanilan1 gram-negatif bir
deniz bakterisi olan Aliivibrio fischeri test organizmasi ile yapilan toksisite testidir. Biyoluminesans
inhibisyonu, direkt olarak hiicrenin metabolik durumu ile orantilidir. Toksik durumlar, hiicresel
metabolik durumun degismesine sebep olur. Bu degisimler hizli bir sekilde biyoluminesansin azalmasini
saglar (Farre ve ark., 2001).

Bu ¢alismada; evsel atiksu, endiistriyel atiksu ve yiizeysel sularda en ¢ok tespit edilen farkli terapotik
smiflardan segilen; antibiyotik, analjezik-anti-inflamatuvar, betabloker ve anti-epileptik ilaglara ait yedi
ilag etken maddesinin Aliivibrio fischeri toksisite testi ile su ortamina olan akut toksisiteleri
degerlendirilmistir.
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Materyal ve Metot
Sentetik Atiksu Numunesinin Hazirlanmasi

Tiim ilaglarin stok ¢6zeltisi 2 g/L konsantrasyonunda hazirlanmustir. Bu hazirlanan ana stok ¢ozeltiler
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62.50 mg/L, 31.25
mg/L, 15.625 mg/L, 7.8125 mg/L, 3.91 mg/L) seyreltilen test ¢ozeltileri kullanilmistir. Sentetik ilag
atiksularinin hazirlanmasinda direkt olarak deiyonize su kullanilmistir. Suda ¢6ziiniirliigii diisiik olan
ila¢ etken maddeleri igin hidroalkolik (< % 1 etanol) ¢dzeltiden 1-2 damla eklenerek numuneler
hazirlanmistir. Etanol konsantrasyonu % 1’den fazla olmadig: igin, akut toksisite testinde kullanilan
mikroorganizmalar agisindan uluslararas1 prosediirlere gore toksik olmadigi belirtilmektedir (ISO
11348/1-2-3. 2007).

Aliivibrio fischeri Toksisite Test Prosediiri

Microtox® reaktifi, akut toksisiteyi belirlemek icin 6zel olarak formiile edilmistir. Bu nedenle toksik
maddelere genis konsantrasyon araliklarinda duyarlidir. Aliivibrio fischeri test prosediirii, temel test
olarak uygulanmaktadir (Azur, 1997), ve suda az ¢6ziiniir maddeler i¢in adapte olmustur. Calismalarda
sik¢a kullanilan ekotoksikolojik bir biyodeney olan Microtox® akut toksisite testi, Aliivibrio fischeri
bakterilerinin biyoluminesans isik 6l¢iimlerine dayalidir (Cotou ve ark., 2002).

Microtox® testi iiretici firma tarafindan belirtilen standart metotlara gore yapilmustir. Deneyde, derin
dondurucuda saklanan luminesent bakteri Aliivibrio fischeri test oncesinde 2 dakika siireyle su
banyosunda tutularak oda sicakligina ulagsmasi saglanmstir. Reaktivasyon soliisyonu bakteriler tizerine
dokiilerek 15 dakika siire ile 15°C’de bekletilerek, bakterilerin testte kullanilabilmesi igin aktive
edilmistir. Aliivibrio fischeri bir deniz mikroorganizmasi oldugu igin osmolaritesinin % 2 olmasi igin
analizi yapilacak ¢ozelti numunelerinin 2.5 mL’sine 250 pg OAA (okzaloasetik asit) eklenmistir. ilag
konsantrasyonlari ise (1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62.50 mg/L, 31.25 mg/L, 15.625
mg/L, 7.8125 mg/L, 3.91 mg/L) farkli konsantrasyonlarda, dogrudan orneklerin her biri igin bir
seyreltici yardimiyla baslangictaki konsantrasyonun test vialleri igerisinde seyrelme serileri seklinde
hazirlanmigtir. Hazirlanan bakterili soliisyon bir seri kiivete, toksisite testinin gergeklestirilecegi ilag
sollisyonlar1 bir bagka seri kiivete aktarilmistir. Bakterili soliisyon igeren her bir kiivet, ilag soliisyonu
igeren ¢ozelti lizerine aktarilmadan 6nce 1s1k yayma siddeti (Ip) Ol¢iilmiistiir. Daha sonra, bakterili
soliisyon, ilag sollisyonlarini igeren ¢ozelti kiivetlerine test prosediiriine gore aktarilmistir. Deney 15 °C
sicaklik ve liminesanst 490 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Aliivibrio fischeri bakteri
kiltiirlerinin, toksik maddelerin varhiginda 11k yayma Ozelliklerinin azalmasiyla toksisiteleri
Olglilmiistiir. Sonuglar, 5. (Is) ve 15. (l1s) dakikada 1s1k yayilimmin % 50’sinin kayboldugu (ECso)
konsantrasyon olarak ifade edilmektedir (Gottlieb, 1976).

Temel testten sonra galisilan ilaglarin, etki yiizdesinin hesaplanmasi i¢in bir matematiksel denklem
kullanilmistir. % deger, Io, Is, 115 kullanilarak bilgisayar tarafindan hesaplanir.

% Deger = 100- {100 * [(fk*Ic)- It]/Ic} Esitlik (1)

Ic; kontrol 151k emisyonu ve It; drneklerin (Is, l1s5) 151k emisyonudur. fk degeri (5 veya 15 dk) Ik/Io orani
ile hesaplanir. Iy ve Ik biyoluminesans degeri sirasiyla bakteri inkiibasyonundan once ve sonraki
degerlerdir.
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Veri Analizi

Belirli bir zaman periyodunda test popiilasyonunun % 50’sinin etkilendigi konsantrasyona ECso degeri
denilmektedir. Toksisite testinden hesaplanarak elde edilen ECso degerleri esas alinarak “Toksik Birim
(TB)” degerleri Egitlik (2)’de belirtilen formiile gore bulunur. Sonuglarin siniflandirilabilmesi igin
toksisite test sonuglari, “toksik birim ” olarak ifade edilmistir. Toksik birim sonuglar1 Persoonee ve ark.,
(1993), yapmis olduklar1 TB=0 ise “toksik degil”, 0<TB<I araliginda ise “hafif toksik”, 1<TB<10
araliginda “toksik” ve 11<TB<100 araliginda “cok toksik” seklindeki siniflandirmaya gore toksisite
seviyeleri belirlenmistir.
1

TB = [ECSO

1% 100 Esitlik (2)

Sonuclar

Caligmada; flurbiprofen, naproksen Na, propranolol HCI, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin ve
klindamisin ilag etken maddelerine sahip dort farkli ilag tiiriiniin farkli konsantrasyonlardaki numuneleri
icin Aliivibrio fischeri toksisite testi kullanilarak akut toksisiteleri belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda seyreltilmis ila¢ etken maddelerine maruz birakilan Aliivibrio fischeri
bakterilerinin Microtox® toksisite test siiresine gore 5. ve 15. dakika sonunda elde edilen ECso
degerlerine gore flurbiprofen, naproksen Na, propranolol HCI, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin
ve klindamisin ila¢ etken maddelerine ait numunelerin hepsi igin 15. dakika sonunda elde edilen ECsp
degerleri 5. dakika sonunda elde edilen ECso degerlerinden daha diistik ¢ikmigtir. ECso degerlerinin daha
diisiik ¢cikmasi toksisite ile ters orantilidir. Buna gore, ilag etken maddelerinin konsantrasyonlarinin sabit
kalmasina ragmen, mikroorganizmaya olan temas siiresinin artmasi toksisitenin artmasina da sebep
olmustur. Aliivibrio fischeri toksisite test sonucuna goére 5. ve 15. dakikada okunan ECso degerleri
(Tablo 1) ve toksik birimleri (Tablo 2) asagida verilmistir.

Tablo 1. Aliivibrio fischeri toksisite test sonuglarina gore ECso degerleri (mg/L).

ECso Azitromisin Doksisiklin Klindamisin Flurbiprofen ~ Naproksen Na Propranolol HClI Karbamazepin
5. dk sonunda alinan 0.24 0.16 1.06 3.97 9.61 51.7 62.5
degerler (mg/L)
15. dk sonunda alinan 0.12 0.1 0.76 1.90 8.13 33.9 36.1
degerler (mg/L)

Tablo 2. Aliivibrio fischeri toksisite testi ilag etken maddelerine ait toksik birim(TB) degerleri.

B Azitromisin  Doksisiklin Klindamisin Flurbiprofen Naproksen Na Propranolol HCI  Karbamazepin
5. dk sonundaki degerlere gore 417 625 94 25.1 104 1.9 15
15. dk sonundaki degerlere gore 833 1000 132 52.4 122 2.9 2.7
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Persoonee ve ark., (1993) yapmis oldugu toksik birim siniflandirmasina gére 5. ve 15. dakika test siiresi
sonunda elde edilen toksik birim sonuglarina gore, azitromisin ve doksisiklin etken maddeleri
(TBazitromisinsak): 417, TBazitromisin(15ak):833 V€  TBdoksisiklin(sak):625, T Bdoksisiklin(isdk):1000) smir degerlerin
tizerinde toksik birimlere sahip oldugu belirlenmistir. Klindamisin ilag etken maddesi ise
(T Biindamisin(sak):94) toksik birim smiflandirmasina gore “cok toksik” olarak tespit edilmistir. Diger ilag
etken maddeleri i¢in toksik birim siniflandirmasi yapildiginda 5. dakika igin test sonuglari, flurbiprofen
ve naproksen Na ila¢ etken maddeleri “cok toksik”; propranolol HCl ve karbamazepin ilag etken
maddeleri ise “toksik” ¢ikmistir. Ayni sekilde 15. dakika sonunda elde edilen degerlere gore toksik birim
siniflandirmasi yapildiginda 5.dakikada yapilan siiflandirma sonuglarinin aynist alinmistir. 5. ve 15.
dakika sonunda elde edilen degerlere gore yapilan toksik birim siralamast TBudoksisikiin > T Bazitromisin >
T Bxlindamisin > TBqurbiprofen > TBnaproksen Na > TBpropranoIoI HCI> TBkarbamazepin Seklindedir- Call$mada incelenen
yedi ilag etken maddesi arasinda antibiyotik grubu ila¢ etken maddeleri (azitromisin, doksisiklin ve
klindamisin) ve analjezik-anti-inflamatuvar gruptan flurbiprofenin diger ila¢ etken maddelerinden daha
toksik oldugu tespit edilmistir.

Tartisma

Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda, antibiyotik ila¢ etken maddelerinin Aliivibrio fischeri
bakterileri lizerinde “gok toksik™ etki gostermesinin ve bu bilesenlerin atiksu aritma tesisi ¢ikis sularinda
bulunmasinin, ¢evre igin olumsuz etkileri oldugunu gostermektedir. Bu sonuglara gore, antibiyotiklerin
gideriminin oldukg¢a 6nemli oldugu anlagilmaktadir. Antibiyotik kullanimmin giin gectik¢e artmasi ve
bu farmasoétiklerin insanlar ve hayvanlar tarafindan kullanildiktan sonra kismen metabolize (yaklagik
olarak %30 ) olabilmeleri (Hamscher ve ark., 2006) konvansiyonel atiksu aritma tesislerinin biyolojik
olarak bozunamayan antibiyotik tiirlerinin gideriminde yetersiz olmasi (Rickman ve Mezyk, 2010),
atiksu aritma tesisi ¢ikis sularinda antibiyotiklerin tespit edilmesinin ve bunlarin ¢esitli akuatik tiirler
tizerinde toksik etkilere neden oldugu ve dogal ortamda bulunan bakteri popiilasyonlari arasinda direng
artisina sebep olmasi (Le-Minh ve ark., 2012) ve yapilan ¢alismada sentetik atiksularin toksik etki
gostermesi, dogal cevrenin kullanilan antibiyotikler ve diger terapdtik ilag gruplan tarafindan tehdit
altinda oldugunun bir gostergesidir. Ayrica flurbiprofen ila¢ etken maddesinin “gok toksik” etki
gostermesi literatiirde yapilan c¢aligmalar incelendiginde, flurbiprofene hem kimyasal yapi olarak
benzeyen flurbiprofen gibi bir propiyonik asit tiirevi olan hem de ayni terapétik ilag grubu igerisinde yer
alan “Ibuprofen” ilag aktif bileseninin, (Farre ve ark., 2001) yiiksek bir antimikrobiyal aktivite
potansiyeline sahip olmasindan dolay: fungilerin ve Aliivibrio fischeri gibi gram-negatif bir bakterinin
bliylimesini inhibe etmesidir. Buna bagl olarak, “flurbiprofen” ila¢ etken maddesinin yiiksek bir
potansiyelde bakteri inhibisyonuna sebep olmasi Aliivibrio fischeri bakterisi ile yapilan toksisite testinde
daha toksik ¢ikmasinin nedeni olarak agiklanabilir.

Sonug olarak, ¢alismada ilag aktif bilesenlerinin Aliivibrio fischeri tizerinde akut toksik etkileri oldugu
tespit edilmistir. Bu yiizden, g¢evrede “iz seviyelerde” bulunan farmasotiklerin ekosistemlerdeki
olusumlariin insan, hayvan ve akuatik canlilar {izerinde meydana getirebilecekleri etkilerin
ekotoksikolojik testlerle arastirilmasi gerekmektedir. Aliivibrio fischeri gibi akut toksisite testleri ile
yapilan ¢alismalar, deneysel hizlilik, tekrarlanabilirlik ve etkili maliyet 6zellikleri nedeniyle 6nemlidir
(Conforti ve ark., 2008). Son olarak, mikrokirleticilerin gideriminde geleneksel atiksu aritim
yontemlerinin yetersiz oldugu géz onilinde bulundurulursa daha iyi giderim verimleri igin ileri aritim
teknolojilerinin uygulanmasi dnerilmektedir (Nas ve ark., 2017).
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