Y.Y.U.-Ver. Fak. Derg., 2000, 11 (1): 1-4

Alabaliklarda (Oncorhynchus mykiss) yemlerle verilen enrofloksasin’in
serum ve dokulardaki diizeylerinin incelenmesi
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OZET

Florokinolon grubu bir antibiyotik olan enrofloksasin 'in, baliklarda sagaitim modeline uygun kuil, ile ortaya ¢ikan doku ve serum
konsanirasyonlar: incelendi. Bu amacia enrofloksasin yemlerle 10 mg/kg dozda 10 giin siresince verildi. flacin verildigi dinem ve bunu izleyen
15 giin siiresince kan ve doku érnekleri alind: ve enrofloksasin diizeyleri HPLC ile beliriendi.,

Serum ve dokulardaki enrofloksasin konsantrasyonlan ilacin verildigi siire icinde zamana bagh olarak yikseime egilimi gosterdi ve
uygulama déneminin 6-11. giinlerinde en yiiksek diizeylere ulast. Bunu takiben serumdaki diizeyler dokulara oranla huzit bir sekilde azald: ve
enrofloksasin rezidiileri serumda 13. giin, karacigerde 15. ve bibreklerde 16. giinde saptanamayan diizeylere digtii. Buna kargin 25. giinde,
sadece kaslarda 0.2 1 0.01ppm rezidii bulundu, Elde edilen bulgular enrofloksasin rezidii diizeylerinin diger dokulara orania bobreklerde daha
VYitksek, kaslarda ise daha wzun siive kaldigin: belirledi.

Anahtar kelimeler: Enrofloksasin, alabalik, doku, serum.
Investigation of serum and tissue levels of enrofloxacin in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) from medicated feed
SUMMARY

Concentration of fluoroquinolone antimicrobial agent enrofloxacin in serum and tissue that was originated therapy model used in fish was
inspected. Enrofloxacin was administered in the feed at doses of 10 mg/ kg body weight for 10 days. Blood and tissue samples were taken
during 10 day dosing and subsequent 15 day post-dosing periods and enrofloxacin concentrations were determined by HPLC.

Serum and tissue drug concentrations increased with time during treatment and reached maximum values at 6-11 days afier termination of
enrofloxacin treatment. Subsequently, levels in serum decreased more rapidly than that in tissue and enrofloxacin residues decreased 10
undetectable levels at 13 day in serum, 15 day in liver and 16 day in kidney after dosing. In contrasi, ar 25 day residues were only desected

concentration of 0.2 £ 0.01 ppm in muscles. These findings established that enrofloxacin residues levels were higher in kidney and persisted for

longer in muscies than other tissue
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GIRis

Killtiir balik¢ilign 25 milyon ton iiretim kapasitesi ile en
hizh geligen bir sektdr olmasina ramen verimliligini simr-
landiran ana unsur, patojen mikroorganizmalardan kaynak-
lanan bakteriyel hastahiklardir, Stres kosullanna bagh olarak
ciddi ekonomik kaywplara yol agan bu hastaliklann kontrol
altina alinmas) amaciyla FDA tarafindan kullanimi onerilen
cok az sayida terapitik ajan (oksitetrasiklin, siilfamerazin ve
ormetoprim-siilfadimetoksin kombinasyonu) bulunmaktadir.
Bakteriyostatik Szellikteki bu bilesiklerin siirekli kullamildig
durumlarda ise bagta Aeromonas tiirleri olmak iizere birgok
mikroorganizmaya karg: direng gelistigi bildirilmektedir. Bu
durumda etkin bir sagalim gergeklestirmek igin bakterisit
aktiviteye sahip ilaglara gereksinim duyulmus ve ozellikle
Avrupa iilkelerinde kinolon ve florokinolon gibi genis etki
spektrumlu bilesiklerin kullamm giindeme gelmistir (2,13,
17). Florokinolonlardan enrofloksasin ve siprofloksasin ile
yapilan aragtrmalar sonucunda bu bilesiklerin  Vibrio,
Acromenas ve Yersinia tiirleri gibi nemli patojenlere kargt
gigli antibakteriyel etkilerinin yamsira sagaitim igin uygun
farmakokinetik ozelliklere sahip olduklan belirlenmistir
(3,4,5.7). Florokinolonlar ¢ok diigitk konsantrasyonlarda bile
DNAjiraz enzimini inhibe ederek DNA'nin sentezi ve
kalibinmn gikanlmasim dnlemesi ve hiicre hacminde anormal
bir genislemeye yol agmas: gibi iglevleri ile bakterisit etkiye
neden olur. Bunun yamsira bilegie karsi direng gelisiminin
kromozomal nitelikte olugundan dolayr direngin yavas
sekillendii ve diger antibiyotiklere direngli olan bakterilerde

de aktivite sagladign bildirilmektedir (10,12,16). Terapotik
ozelliklerine ragmen konakgi hiicresinde DNA hasanndan
kaynaklanan mutasyon ve hiicresel Slilmlere yol agabile-
cekleri ve bunun sonucu olarak insan ve hayvan hiicrelerinde
genetik degigim, mutajenik ve Karsinojenik etki yaratabile-
cekleri ileri siiriilmektedir. Ayrica florokinolon tiirevierinin
kikirdak dokunun gelisiminin bozulmas artropatilerin gekil-
lenmesi gibi ortak toksik 6zelliklere sahip olduklar: bilinmek-
tedir. Bundan dolay: bilyiime déneminde olan insan ve hay-
vanlar ile damizhiklarda kullanimi sakincalidir. Yiiksek dozlar-
da ise anemi, antiandrojenik aktivite, kataraktogenez, hepato-
toksisite ve nefrotoksisiteye neden oldugu saptanmgtir (1,
8,16).

Bahklarda herhangi bir ksenobiyotifin eliminasyon
kapasitesinin memelilere oranla daha diisiik oldugu (15) ve
ortaya ¢ikan rezidilerin saghk sorunlarina yol agabilecegi goz
Sniine ahnarak enrofloksasinin terapdtik amagla kullammla-
rindan kaynaklanabilecek doku rezidii diizeyleri incelendi.

MATERYAL VE METOT

Arastirmamzda 6 aylik ve ortalama 250 g agirhginda 95
adet alabalik kullamld. Baliklar, su 1s1st 12°C dolayinda olan
ve sirekli sirkillasyon halinde bulunan 150 litre kapasiteli 4
adet tankta tutuldu. Bir haftahik adaptasyon siiresini takiben
tartimlar yap:ldi. Baliklann viicut agichgmn % 1'i oraninda
yem yedigi (13) goz oniine ahnarak bulunan enrofloksasin
miktarlann yemlere ilave edildi ve yemler pelet haline
getirildi. Baliklar, 10 mg/kg/viicut agirli@n dozda enroflok-
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sasin igeren yemler ile 10 gun siiresince beslendi. Yemlerin
verilmesinden sonraki 4. ve 8.saatlerile 1.,2.,3.,4.,5.,6., 7.,
8.,9., 10, 11, 12, 13, 14,, 15,, 20. ve 25. giinlerde 5'er adet
balik, benzokain igeren dilue soliisyonda tutularak anestezi
edildi ve caudal venden kan alindi. Bu iglemi takiben Stanazi
yapilarak doku dmekleri elde edildi. Serum ve dokular analiz
yapilana kadar -20°C’de saklandi.

Serum ve doku 8meklerinin enrofloksasin konsantras-
yonlan yitksek performansh likit kromatografi (HPLC) ile
saptand1 (10). Ekstraksiyon igin 200 pl serum ve 1| g
homojenize ediimis doku Gmegi alindi. Omeklerin iizerine 25
ul internal standart (10 pg enrofloksasin/ml) ve 5 ml metanol
ilave edilerek 15 dk vorteks ile kanstinldi ve yiiksek devirde
10 dk stresince santrifuj edildi. Ust fazdan 1 ml alinarak bir
tiipe aktanld: ve {izerine 6 ml diklorometan kondu. Vortekste
1 dk kangtinidiktan sonra 1000 devirde 10 dk siiresince tekrar
santrifij edildi. Elde edilen organik faz 40°C de azot gazi
altinda uguruldu. Olugan rezidit 5 ml mobil fazda ¢dziindiiril-
lerek 20 pl'si HPLC'ye uyguland..

HPLC’nin galigma kogullar::

Dedektse: UV, 279 nm

Kolon :C 8 Inctersil (4 mm x 1.25 cm)

Mobil faz : % 86 fosforik asit

Akis izt : 2 mUdk

Enrofloksasinin tutunma zamam 3.6 dk, saptanma limiti §
ng/ml, geri kazanma oram ise %90 olarak bulundu.

BULGULAR

Enrofloksasinin 10 mg/kg dozda 10 glin siresince
yemlerle verilmesi ve bu uygulamay: izleyen 15 giinlik
donemde alabaliklann serum ve dokulanndaki ilag
konsantrasyonlar1 Tablo! de, konsantrasyon-zaman dagihmi
ise Sekil 1'de gosterilmigtir.

Bireysel analiz sonuglan incelendiginde enrofloksasin
igeren yemlerin verilmesinden 4 saat sonra ilag serum, kara-
ciger, bobrek ve kas dokusunda saptandi. Enrofloksasinin
uygulama periyodu siresince serum ve dokulardaki konsan-
trasyonlan zamana bagh olarak yiikselme egilimi gosterdi ve

3 —o— Serum

1 —&— Karaciger
i —a— Bbrek
- Kas

Konsantrasyon (ppm)
012345678 9101112

uygulamaya son verilmesiyle serumdaki diizeylerin dokulara
oranla hizh bir gekilde azaldifs belirlendi.

Enrofloksasinin verilmesini izleyen 4.saatte serumdaki
ilag konsantrasyonlart 0.95 + 0.07 ppm, karacigerde 1.2 +
0.04 ppm, btbrekte 0.9+ 0,07 ppm ve kas dokusunda 0.47 =
0.02 ppm bulunmasma karsin 10.gtinde elde edilen degerler
sirasiyla 4.82 + 0.24, 6.22 = 0.18, 9.6 £ 0.2 ve 4.9 203
ppm’dir. Enrofloksasin konsantrasyoniannin incelendigi siire
iginde en yliksek ilag duzeyleri; serumda 10.giinde (4.82 =
0.24 ppm), karaciger (6.48 + 0.21 ppm) ve kas dokusunda
(4.95 + 0.27 ppm) 11.gunlerde, bdbrekte ise [2.giinde (9.85
+ 0.32 ppm) bulundu ve tiim dokular arasinda en yiiksek ilag
konsantrasyonuna bébreklerde rastlandi. Enrofloksasin igeren
yemlerin verilmesinden sonra serumda 12.glinden (0.2 + 0.01
ppm), karacigerde 14, giinden (0.6 + 0,02 ppm) ve bisbrekte
15.ginden (0.7 + 0.1 ppm) sonra rezidii saptanamadi.
Kaslarda ise 25. giinde 0.2 = 0.01 ppm rezidil bulundu.

Tablo 1. Baliklarin serum ve dokularindaki enrofioksasin dii-

zeyleri ( ppm)

Zaman Serum Karaciger Bobrek Kas
4, saat 0.9520.07 122004 091007 047 £0.02
8.saat 1.2520.17  1.552021 1.42+0.12 0.95+0.06
L.glin 2172008 295x0.13 3.6740.14 1.62+0.19
2.giin 3.17£0.12 495+0.13 537103 22101
3.gun 3122009 522013 62204 3.1713.35
4.gtn 407£009 5.65:025 66205 3.67+023
5.gln 4022012 457029 66302 39203
6.gun 472£02 5752033 84202 42+0.18
7.gtn 467+023 645203 9310.17 44+0.19
8.gin 4.57 0.3 6x0.15 93 £026 47+0.17
9.glin 425+0.18 64+018 92202 47502
10.gtn 4822024 622+ 0.18 96202 49203
11.gin 3.02¢03 648+021 9.8:04 4954027
12.gtin 02x001 424x02 9852032 4 2017
13.gun 242007 46024 3.1x034
14.giin 06002 1.7+035 2710.13
15.gtin 07201 1.6x021
20.gtn 0.8+0.04
_25.gtn 0.2+0.01
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8.g0n 4

9.gin -
10.giin 4
11.g0n 4
12.gun -
13.gln
14.gln 4
15.gUn 4
20.giin -
25.g0n

$ekil 1. Alabalikiarda enrofloksasin’in serum ve doku konsantrasyonlarinin zamana bagh degisimi
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TARTISMA VE SONUC

Kiiltir bahkgiliginda yeni antibiyotiklerin kullammm ile
ilgili arastirmalar sirasinda enrofloksasin birgok antibiyotik
ile kargilagtintimali olarak incelenmis ve en gicli antibak-
teriyel aktiviteye sahip bilesik oldugu belirlenmigtir (6,11).
Cesitli mikroorganizma tiirleri ile gerceklestirilen deneysel
infeksiyonlar ve saha cahgmalanndan elde edilen bulgulara
dayanarak enrofloksasinin 10 mg/kg dozda 7-10 giin sireyle
uygulanmasinin en iyi sagaltim modeli oldugu kabul edil-
mektedir. Vibrio anguillarum infeksiyonlanna kars1 S, 10 ve
100 mg/kg dozlarda 7 giin siiresince yemlerle verilmesi
infekte edilen kontrol grubuna gtire mortalite oraninda 6nemli
diizeyde azalmaya neden olmug ve dozlar arasinda istatistik
yonden belirgin bir fark gonilmemesine karsm en yuksek etki
10 mg/kg ile saptanmistir (6). Benzer sekilde Aeromonas
salmonicida ile infekie edilen kontrol grubundaki kiimiiatif
6lim oram % 18.3 iken 10 mg/kg dozun 10 glin silreyle
uygulanmasiyla bu oranin % 4.3’e dusgtiga bildirilmistir (2).
Arastirmamizda bu safaltim modeli esas alinarak dokulardaki
rezidilerin zamana gdre dagilimi incelendiginde ilag uygu-
lanmasinin kesilmesinden 1-2 giin sonra karacifer, bébrek ve
kasiarda ila¢ konsantrasyonlanimin en ylksek degerlere
ulagtifn gozlendi. Ayrica kas dokusundaki ilag rezidilerinin
diger dokulara gbre daha uzun siire varlifim siirdiirdiigi,
bobreklerde ise daha yiliksek konsantrasyoniarda bulundugu
saptandi. Téim bu bulgular, ilacin bag dokuya ve yag dokudan
zengin yapilara yeniden dagiliminin gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Yapilan bir aragtirmada enrofloksasin 5
mg/kg dozda verilmesinden 6-8 saat sonra elde edilen serum
konsantrasyonlannin 24-36 saat sonraki duzeylere gore
onemli farkhhik goéstermemesinin nedeni ilacin yeniden
entero-hepatik dolamma gegmesi geklinde agiklanmigtir (10).
Somon baliklart ile yapilan bir araghrmada enrofloksasin 10
mg/kg dozda 10 giin siiresince yemlerle verilmig ve ilacin
kesilmesinden 30 giin sonra rezidli dizeyleri kas ve bdbrek
igin sirasiyla 110 ve 6 ppb, karaciferde ise 1 ppb'den daha
diigik bulunmugtur. [nsan gidasi olarak tiketilen kas
dokusunda 90 glin sonra bile rezidtlerin 3 ppb oldugu sap-
tanmigtir (13). Alabahklarda enrofloksasin uygulamasini izle-
yen dénemin sonunda (15.gin) rezidii dagilimini incele-
digimizde karacier ve bobreklerdeki enrofloksasin dilzey-
lerinin  saptama limitlerinin  altina distifii ve yapilan
aragtirmalara (3,13) paralel olarak eliminasyonun diger doku-
lara oranla karacigerden daha hizli gergeklestiii bulundu.
Buna kargin 15.glinde kasiarda 0.2 ppm diizeyinde rezidi
saptand). Araghrmamizda alabaliklarda enrofloksasin rezi-
diilerinin saptanma siiresinin somon baliklanndan elde edilen
deperlere gére daha kisa oldugu ve bu siire igindeki ortalama
rezidii diizeylerinin ise daha diisik bulundugu belirlendi,
Buna kargi bulgulanimiz, aiabaliklar ile yapilan diger
aragtirmalara benzerlikler gosterdi. Bu durum analiz ydntemi-
nin yamsira balik tirlerindeki metabolizma farkhhgmna bagl
olabilir. Somon ve alabaliklarda enrofioksasin farmakokine-
tiinin kargilasuntmali bulgulan somon bahklanndaki elimi-
nasyon mzimn alabahklara gore 10-28 kez daha yavag
oldugunu gostermistir (13).

Aragtrmamizda enrofioksasinin 10 mg/kg dozda veril-
mesiyle saptanabilen konsantrasyonlann timi birgok bakteri
tird igin kabu! edilen minimum inhibitdr konsantrasyon
(MIK) degerlerinin (14) oldukea Ustiindedir. Bir ilacin etkin-

ligi igin, infekte dokudaki konsantrasyonunun patojen
bakterileri ldiiren veya gelismelerini inhibe eden degerleri
gegmesi kosulu goz Oniine alindiginda bu dozun gereginden
daha yilksek oldugu gorilmektedir,

Elde edilen buigulara dayanarak, kiiltir balikgihginda
yaygin olarak kullamimaya baglanan enrofloksasinin, sagal-
tim amaciyla uygulanmas: sonucu sakincali sayilabilecek
boyutlarda dokulara gegtigi sdylenebilir. Etinden yararlanilan
tiim tiirler igin tolerans diizeyinin 30 ppb kadar diigiik bir
degere sahip olmasi (9), kaslardaki rezidtlerin ise uzun stire
ve yitksek konsantrasyonlarda varhgim siirdlirmesi gibi
faktorler bu bilesigin bilingli kullanimuni gerektirir. Herhangi
bir saghk sakincas: yaratmaksizin kullanilabilmesi igin etkin
Onlemlerin almmasimin zorunlu olacadt diigiincesindeyiz.
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