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1. OZET

Enrofloksasin ¢esitli bakteriyel hastaliklarin  sagalttminda kullanilan
florokinolon grubu bir antibiyotiktir. Bu ¢alismada, alabaliklarin yenilebilir
dokularindaki (deri, kas ve Kkaraciger) enrofloksasin kalinti miktarlari
arastirilmistir. Elaz1g ilindeki bes farkli ticari alabalik isletmesinden 25 adet hasat
oncesi ve 25 adet hasat dénemi olmak tizere toplam 50 adet alabalik toplanmustir.
Numunelerdeki enrofloksasin  diizeylerinin  tespiti  yiiksek basingli  sivi
kromotografisi (HPLC) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Analizler sonucunda hasat oncesi donemi alabaliklarinin tim dokularinda
enrofloksasin  3-10935 ng/g doku diizeylerinde tespit edilmistir. Hasat
donemindeki alabaliklarda ise 4 isletmede 0-8171 ng/g doku tespit edilmis, bir
isletmede ise tespit edilememistir. Isletmelerdeki kalint1 miktarlarmin ortalamalari
karsilastirildiginda, tiim dokularda hasat 6ncesi donem hasat donemine gore daha
yiikksek bulunmasina karsin istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05). Yenilebilir dokular kendi arasinda karsilastirildiginda derinin en fazla
kalint1 igerdigi, kas ile karacigerin ise birbirine yakin diizeylerde oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Hasat dénemi alabaliklarinda analiz edilen 25 adet numunenin
17 adedinde deritkas dokusu dogal oranlarinda kalinti limiti {izerinde
enrofloksasin tespit edilmistir.

Sonug olarak, oOzellikle hasat Oncesi donemlerde olmak iizere tiim
isletmelerde farkli zaman dilimlerinde enrofloksasin kullanildig1 ve hasat donemi
alabaliklarinda %68 oraninda maksimum kalintt limitlerinin (MKL) iizerinde

oldugu tespit edilmistir.



Anahtar Kelimeler: Enrofloksasin, alabalik, kalinti, HPLC.



2. ABSTRACT

Investigation of the remains of fluoroquinolone antibiotic enrofloxacin
during pre-harvest and harvest period in edible tissue samples of trout
(Oncorhynchus mykiss).

Enrofloxacin is a fluoroquinolone antibiotic used in treatments of various
bacterial diseases. In this study, residue levels of enrofloxacin were investigated
in edible tissues (skin, muscle and liver) of trout. During the preharvest period 25
samples and harvest period 25 samples of trout, total of 50 samples were collected
in the province of Elazig from five different trout facilites. Levels of enrofloxacin
in samples were analyzed by high pressure liquid chromatography (HPLC).

As a result of analyzes, remain of enrofloxacin of preharvest period in all
tissues range 3-10935 ng/g tissue were determined. During harvest period of trout,
residue levels were determined in four trout facilities range of 0-8171 ng/g tissue
but one trout facility was not determined. When compared the means of residue
levels in facilities, preharvest period residue levels were higher than harvest
period but no statistical significance differences between groups (p>0.05). When
edible tissues compared among them, it was determined highest residues in skin
tissue; muscle and liver tissue close to each other (p<0.05). It was determined that
natural residue levels in skin+muscle tissues were above the limit of 17 out of 25
trout samples during harvest period.

Consequently, we concluded that all facilities use enrofloxacin at different
time intervals especially in the preharvest period. During harvest period it was

determined 68% of residues were above the maximum residue limits.

Key Words: Enrofloxacin, trout, residue, HPLC



3. GIRIS

Antibiyotik terimi bakteri, mantar ve aktinomisetler gibi mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen veya sentetik olarak da hazirlanan, son derece diisiik
konsantrasyonlarda bile bakterilerin gelismesini engelleyen veya onlar1 6ldiiren
madde olarak tanimlanir (1, 2). Balik ciftliklerinde yetistirilen balik tiirlerinin
artmasit ve yetistiriciliginin yogunlasmasi, hastaliklarin ve dolayisiyla ilag
kullaniminin artmasina neden olmustur (3). Florokinolon grubu antibiyotikler
bircok sistemik bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkili olmasi nedeniyle balik
hastaliklarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (4-7). Florokinolonlar ailesine
ait bir antibiyotik olan enrofloksasin balik hastaliklarinda etkili bir antibiyotik
olmasi nedeniyle son yillarda kullanimi dikkat ¢ekici bigimde artmustir (3).

Kalint1 iceren baliklar1 tiiketen insanlarda dogrudan toksik etki veya
bakteriyel diren¢ nedeniyle ¢ok onemli riskler ortaya ¢ikabilir. Gida degeri olan
hayvanlarda antibiyotiklerin kullanilmasi sonucu nihai hedef olan insanlarin
bagirsaklarinda direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve oOzellikle bu direngli
bakterilerin toplumda yayilmasi sonucu tedavisi gii¢ hastaliklar ortaya
cikabilmektedir. Ayni zamanda, kalint1 igeren gidalarin tiiketilmesine bagli olarak
bagirsaklarda yasayan ancak, patojen olmayan bakterilerin patojen hale gegmesine
neden olarak toplum sagligini ¢ok daha ciddi tehdit eden sorunlari beraberinde
getirebilmektedir. Oyle ki direngli mikroorganizmalarin hayvanlardan insanlara
dogru yayilmasinin ana kaynagi gida zinciri ile olmaktadir (8).

Diinyada ve iilkemizde gida degeri olan hayvansal dokularda belirli
antibakteriyel ajanlarin MKL diizeyleri belirlenmistir (8). Ulkemizde Gida, Tarim

ve Hayvancilik Bakanliginca enrofloksasinin baliklarda bulunmasina izin verilen



MKL diizeyleri 29.04.2011 tarihli resmi gazetede yayimlanarak 100 pg/kg olarak

belirlenmistir (9).
3.1. Florokinolonlarin Kimyasal Yapisi

Florokinolonlar, siilfonamidler ve nitrofuranlar gibi tamamen sentetik
bilesiklerdir. Klinik olarak kullanimina izin verilmis 4-kinolon yapisindaki ilk
bilesik 1965 yilinda piyasaya ¢ikmis olan nalidiksik asittir. Nalidiksik asidin
kesfinden sonra bisiklik 4-kinolon yapisinda 10.000’den fazla bilesik
tasarlanmistir. Klinik olarak nalidiksik asidin kullanimini sinirlayan pek ¢ok
faktor vardir. Bunlar; dar spektrum, zayif farmakokinetik 6zellikler, toksik etki ve
direncli mikroorganizmalar ile ilgili sorunlardir. Kimyasal yapida 6
pozisyonundaki hidrojen atomu yerine flor atomunun getirilmesi hem Gram
negatif hem de Gram pozitif bakterileri de kapsayacak sekilde etki spektrumunun
genislemesine neden olmustur. Bu etki ilacin hiicre duvarindan gegisinin artmast
ile agiklanmistir. Ayrica 7 pozisyonundaki metil grubuna piperazin halkasinin
ilavesi Gram negatif aktivitenin antipsodomonal aktiviteyi de igerecek sekilde
genislemesine yol agtig1 bilinmektedir. Bu modifikasyonlar ilk genis spektrumlu
antibiyotik olan norfloksasin’in 1986’da piyasaya siiriilmesine yol agmustir.
Bunlara ilaveten yapilan N-1 ve C-7 pozisyonundaki degisikliklerde etki giiciinde
temel degisikliklere neden olmuslardir (2).

Ornegin; siprofloksasinin yapisi norfloksasine benzer olmakla birlikte N-
1’de etil grubunun yerine siklopropilin olmasi Gram pozitif ve Gram negatif
aktiviteyi artirmistir. N-1 pozisyonunda fenil halkasina sahip difloksasin’in Gram
pozitif bakterilere kars1 aktivitesi enrofloksasine gore daha yiiksektir. Difloksasin

iki flor atomuna sahip olmasina karsin orbifloksasinin ii¢ flor atomuna sahip



olmasi bu bilesiklerin antibakteriyel etkilerinde bir farkliliga neden olmamaktadir.
Sonug¢ olarak, 4-kinolon molekiiliinlin 8 pozisyonunda bir¢ok kimyasal
modifikasyon yapilmistir. Bu degisim antibakteriyel etkinlikte ve zehirlilikte
artislara neden olmustur. Ornegin, enrofloksasin piperazin halkasindaki etil
gruplar1 haricinde siprofloksasinle benzer molekiil yapisina sahiptir. Bu grup
enrofloksasinin  absorbsiyonunu  siprofloksasine  gore artirirken ilacin
antipsédomonal aktivitesini azaltmaktadir. Veteriner hekimliginde florokinolon
grubu antibiyotiklerden enrofloksasine ilave olarak sarafloksasin, orbifloksasin,

difloksasin, danofloksasin ve marbofloksasin genis bir sekilde kullanilmaktadir

(2).

Sekil 1. Enrofloksasinin kimyasal yapis1 (10).

3.2. Florokinolonlarin Etki Mekanizmasi

Florokinolonlar, bakterilerde stoplazmaya girerek DNA’y1 negatif
stipersarmal durumuna getiren DNA jiraz enzimini ve topoizomeraz IV’ inhibe

ederler. Boylece bakterinin DNA ¢ift sarmalindaki ipliklerin birbirinden



ayrilmasini, DNA replikasyonu ile DNA transkripsiyonunu bozarlar ve DNA’y1
zedelerler. Bakterilerin ¢ogunda asil etki yerleri topoizomeraz IV’tiir. Gram
negatif bakterilerde ise florokinolonlarin primer etki yerleri DNA jiraz’dir.
Florokinolonlar tarafindan yukarida belirtilen iki bakteriyel enzimin inhibisyonu
bakteri DNA’smin replikasyonu ve transkripsiyonu i¢in zorunlu olan pozitif
siipersarmalin gevseyip negatif siipersarmala geri doniisiinii yani agilip kapanma
olayimni onlerler, boylece replikasyon ve transkripsiyon yapilmasi miimkiin olmaz.
Sonugta florokinolonlarin etkisine maruz kalan bakteriler boliinemezler, anormal

sekilde uzayarak veya biiyliyerek oliirler (11, 12).

3.3. Florokinolonlarin Etki Spektrumu

Florokinolonlar aerobik Gram negatiflerden olan Enterobacteriaceae
ailesindeki bakterilere karsi yiiksek diizeyde etki gosterirler. Bu bakteriler;
Actinobacillus  pleuropneumoniae,  Haemophilus  somnus, = Mannheimia
(pasteurella) haemolytica ve Pasteurella multocida’dir. Enterobacteriaceae ailesi
disinda ayrica Bordetella bronchiseptica, Brucella spp, Chlamydia spp,
Mycoplasma spp, ve Ureaplasma’lara etkilidirler. Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 antibakteriyel etki siprofloksasine baglidir (2). Enrofloksasin Gram negatif
ve Gram pozitif bakteriler ile hiicre i¢i yerlesim gosteren Riketsiya, Klamidya ve

Mikoplazma’lara kars1 yiiksek antibakteriyel etki gostermektedir (13, 14).

3.4. Florokinolonlarin Farmakokinetigi

Florokinolonlar tek mideli hayvanlara oral yolla uygulandiginda hizlica
emilir ve uygulamay1 takip eden iki saat igerisinde serumda pik yogunluga (Crax)

ulasir. Florokinolonlarin biyoyararlanimi hayvan tiirlerine ve florokinolona gore



%30 ile 90 arasinda degisir. Gidalarla birlikte alindiginda florokinolonlarin total
serum konsantrasyonu etkilenmez, ancak serumda en yiiksek konsantrasyona
erisim zamani gecikebilmektedir. Oral yolla uygulamalarda doza bagimli bir
sekilde serum konsantrasyonunda da artiglar lineer olarak artabilmektedir.
Florokinolonlar emilimi takiben hidrofilik yapilar1 ve proteinlere diisiik oranda
baglanmalar1 (<%50) nedeniyle iyi bir sekilde dokulara dagilirlar. Dagilim
hacimleri viicut stvilar1 toplamindan yiiksektir. Genellikle interstisyel sivi, deri ve
kemik dokudaki yogunluk serumdaki yogunlugun %35-100’i kadar olmasina
karsin, brons ve prostat sivilarindaki yogunluk ise serumdaki yogunlugun 2-3 kati
olabilmektedir. Beyin omurilik sivisina gecis orani ilaca gore degismekle birlikte
serum yogunlugunun %?25’1 kadardir. Safra ve atilim organlarinda (karaciger,
bagirsaklar ve idrar yolu) yliksek yogunlukta bulunurlar. Karacigerde kismen
metabolize olur ve metabolitlerin ¢ogu aktif formda safra ve idrar ile atilirlar.
Enrofloksasinin ana metaboliti siprofloksasindir. Siprofloksasin birgok farkl tiirde
olusabilmekte ve olusan miktarlari bazi patojenler igin minimal inhibitor
konsantrasyon (MIiK) degerinin iistiindedir. Florokinolonlarin eliminasyon yari
omrii ilaca, hayvan tiiriine ve doza bagl olarak degisir. Ornegin enrofloksasinin
eliminasyon yar1 Omrii buzagilarda 3.6 saat iken atlarda 6.1 saate kadar
cikabilmektedir. Marbofloksasinin kopeklerde eliminasyon yar1 omrii 14 saat
kadardir. Bu uzun eliminasyon yar1 dmiir florokinolonlarda ideal doz rejiminin 12
yada 24 saatte bir uygulanmasini gerektirmektedir. Florokinolonlar ruminantlara
oral yolla uygulandiginda ilag rumende inaktif olmaktadir (2).

Baliklarda enrofloksasinin  farmakokinetigi tizerine uygulama yolu

(parenteral, oral, banyo), balik tiirii, su sicaklii, uygulanan doz ve uygulama



stiresi gibi faktorler etki etmektedirler (15). Gokkusagi alabaliklarina 5 ve 10
mg/kg dozlarinda enrofloksasin’in damar i¢i uygulanmasinda kararli durum
dagilim hacmi (Vgss) sirasiyla 3.2 ve 2.6 L/kg diizeylerinde oldugu ve yiiksek
doku penetrasyonu gosterdigi belirtilmistir. Her iki dozda da dagilim hizli olup
ilacin dagilim yar1 6mrii 10 dakikadan daha az iken; eliminasyon yavas olarak
gerceklesmekte ve eliminasyon yari 6mrii 5 mg/kg dozda 24.4 saat, 10 mg/kg
dozda ise 30.4 saat olarak bildirilmistir. Klirens (Cl;) 5 mg/kg dozda 92 ml/saat,
10 mg/kg dozda ise 58 ml/saat olarak bildirilmistir. Oral yolla uygulanan
enrofloksasinin  biyoyararlanimi hem su sicakligindan hem de dozdan
etkilenmektedir. Eliminasyon yar1 émrii (t128) 10° C’de oral uygulamay: takiben
yiiksek dozlarda (10 ve 50 mg/kg) 29.5 saat iken; 5 mg/kg dozunda bu degerin 44

saat oldugu bildirilmistir (16).

3.5. Florokinolonlarda Farmakodinamik

Farmakodinamik parametreler ilag yogunlugunun etkilesimi olarak
tanimlanir ve bu parametreler ilacin dozuna, farmakokinetik parametrelere ve
bakterileri Oldiirebilme yetene8ine baglidir. Bakterileri Oldiirebilme yetenegi
florokinolonlarda MIK degeri ile iliskilidir. Ciinkii MIK degeri minimal
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerinin genellikle yaris1 kadardir (2).
Tedavide bakteriyel patojenlere karsi maksimum etki saglamak ve direncli
bakterilerin ortaya ¢ikis riskini minimuma indirgemek i¢in doz rejiminin énemi
bliyliktiir. Bakteriyel patojenlere karsi basar1 elde edebilmek icin egri altindaki
alan (EAA)/MIK oran1 en az 100, Cpax/MIK orani en az 8 olmalidir (16).

Florokinolonlar, aminoglikozidler gibi post antibiyotik etki (PAE)

gosterirler. Antibakteriyel etkinlikleri yogunluga ve MIK degerinin iistiinde



olmasma baglidir. Siprofloksasin ve ofloksasin bakterilerin sabit fazinda hem
viicut i¢inde hem de viicut disinda antibakteriyel etki gosterirken norfloksasin bu
fazda etki gostermez. Siprofloksasin ve fleroksasin tiim florokinolonlarda oldugu
gibi DNA jiraz’1 inhibe ederken ayrica bakterinin i¢ ve dis membranlarina da etki
gosterir. Siprofloksasinin bakteriyel membranlar {izerindeki etkisi yogunluga
baghidir. Siprofloksasin 1 mg/L dozunda bakterilerin dis membranina karsi yiiksek
etki gosterir ve bu miktar genellikle MIK degerinin 10 kat1 kadardr.
Siprofloksasin 10 mg/L dozda sitoplazmik membranlar1 pargalayici etki
gostermektedir. Bu etki ayni1 zamanda sabit fazdaki bakterilere kars1 antibakteriyel
etkinlik olusturur. Florokinolonlarin doza bagimli etkisi ayni zamanda bir
paradoksu da gosterir. Yukaridaki yiiksek dozlarda uygulandiginda etkinligi
azalir. Bu paradoksun mekanizmasi ise bakterileri 6ldiirmek ya da inhibe etmek

icin gerekli olan RNA ve protein sentezinin bozulmasidir (17).

3.6. Enrofloksasinin Metabolitleri

Hem memeliler hem de memeli olmayan tiirlerde enrofloksasin’in ana
metaboliti  siprofloksasin  olup, enrofloksasinin  dealkilasyonu  sonucu
olugsmaktadir. Siprofloksasin de enrofloksasinden bagimsiz olarak antimikrobiyal
ajan olarak gorev yapar (3, 18).

Enrofloksasinin metabolizma sonucu siprofloksasine doniisme oranlart ile
ilgili olarak Weihai ve ark. (2006) hayvan tiirlerine gore farkliliklarin oldugunu
bildirmislerdir. Cogunlugu metabolize olmadan enrofloksasin olarak kalmakla
birlikte memelilerde %23-45 arasinda siprofloksasine dondistiikleri bildirilmistir
(10). Baliklarda ise enrofloksasinin siprofloksasine doniisiimii olduk¢a farklilik

gostermektedir. Yayin baliklarinda doniisiim %5°den daha az olmaktadir. Oral
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yolla enrofloksasin verilen levreklerde siprofloksasin karacigerde tespit

edilebilmis ancak deri ve kas dokusunda tespit edilememistir (4, 19).

3.7. Florokinolonlarla Diger Ila¢ Etkilesimleri

Ilaglarm birbirleri ile olan etkilesimleri ila¢ giivenligi icin oldukca
onemlidir. Florokinolonlar aliiminyum, magnezyum, kalsiyum, demir ve ¢inko
gibi ¢ok degerlikli katyonlar ile oral yolla kullanildiginda mide ve bagirsaklarda
emilimi daima azalir. Bu etkilesimin mekanizmasi florokinolonlarla ¢cok degerlikli
katyonlarin kararli selat bilesikleri olusturmalaridir (20-24).

Florokinolonlar, histamin (H;) reseptor antagonistleri ve proton pompasi
inhibitorleri ile birlikte uygulandiginda florokinolonlarin absorbsiyonuna klinik
olarak etkisi olmamasina karsin florokinolonlarin en 6nemli atilim yolu olan
bobreklerdeki tubuler sekresyonlarini azalttiklar: bildirilmistir (20-23).

Florokinolonlar teofilin ve kafein gibi ksantin tiirevlerinin klirensini inhibe
edebilirler. Bu inhibe etme kapasitesi bilesigin sitokrom P450 enzimlerinden
CYP1A2 iizerine olan afinitesine baglidir. Genellikle teofilin metabolizmasini
artirma seklinde etkilerini gosterirler (20-23).

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglardan fenbufen ile florokinolonlar birlikte
kullanildiginda yarismali olarak gamma aminobiitirik asit (GABA) reseptorlerine
baglanmalar1 nedeniyle sinerjik inhibitor etki gostererek ratlarda konviilziyonlarin
olugsmasina yol a¢tig1 bildirilmistir (20- 23).

Florokinolonlar antibakteriyel ilaglardan aminoglikozidler, beta laktamlar,

novobiosin ve siilfonamidlerle sinerjik etkilesim gosterirken; eritromisin,
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kloramfenikol, rifampin, polimiksin ve nitrofuranlarla antagonist etkilesim

gostermektedir (25).

3.8. Kullanim Sekli ve Dozu

Enrofloksasin ¢esitli balik tiirlerinde yapilan farmakokinetik ¢alismalarda
tedavi dozu oral ya da parenteral uygulamalar igin 5-50 mg/kg’dir (3).
Antibakteriyel ajanlar baliklara peritonal bosluktan veya kas i¢i enjeksiyon yolu
ile verilebilir. Bu yontem baliklarda tedavi i¢in ¢ok etkili ve dogru bir yoldur.
Ancak enjeksiyon yontemi baliklarda strese neden olmasi, pahali olmasi, isgiicii
ve zaman gerektirmesi nedeni ile rutin uygulamalar i¢in elverigli degildir. Bu
nedenle giiniimiizde sadece degerli anaglarda uygulanmaktadir. Baliklarda
ilaglarin oral yolla uygulanmasi ilacin yem ile birlikte peletlenmesiyle miimkiin
olur. Bu yolla ¢ok miktarda baligin daha az is giicii ile tedavisi yapilabilmektedir.
Ancak, hasta baliklarin istah1 azalmakta ve hiyerarsik davramiglarin sonunda
antibakteriyel ilag baliklar arasinda dengesiz dagilmaktadir. Bu durumda sadece
saglikli baliklar yem tiiketmekte ve antibakteriyel ilaglar saglikli olanlar
etkilemektedir. Banyo tarzinda ilag uygulamalar1 saglikli ve hastalikli baliklara
ilacin esit dozda ulagmasimi saglar. Banyo uygulamalarinda kiigiik baliklarda

kullanilabilir banyo tankinin bityiikligii sinirlayici bir faktordiir (26).

3.9. Florokinolonlarin Kullanildi: Yerler

Enrofloksasin sistemik bakteriyel balik hastaliklarina kars1 etkili bir ilagtir.
Ozellikle ~sistemik  enfeksiyonlardan sorumlu  Aeromonas salmonicida

(Furunkulozis), Vibrio anguillarum (Vibriozis), Yersinia ruckeri (Kizilagiz) ve
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Renibacterium salmoninarum (Bakteriyel bobrek hastaligi) etkenlerine karsi
kullanilmaktadir (27, 28).

Aeromonas salmonicida tarafindan olusturulan Frunkulozis tiim akuatik
ortamlarda %90 mortaliteye sahip akut (ani 6liim, ylizge¢ tabani ve derialti
dokularinda kanama odaklar1) subakut ve kronik formlar1 (kan c¢ibanlari,
iilserasyon ve skatriks alanlar1) yaninda asemptomatik (portdr) seyir gosterebilen
bir hastaliktir. V. anguillarum’um neden oldugu Vibriozis %50’yi agan mortalite,
letarji, istah kayb1, ylizeysel yiizme, deride matlik, kirmiz1 ve 6li nekrotik alanlar
ile ylizgec ve agiz ¢evresinde eritemlerin sekillendigi, sistemik seyrettiginde ise
ekzoftalmus, s1v1 (kanl) dolu bagirsak, hemorajik ve siskin karacigerin gozlendigi
bir hastaliktir. Y.ruckeri tarafindan olusturulan Yersinioziste septisemi, baliklarda
durgunluk, deride kararma, yiizge¢ tabani ve aniiste kanamalar, ekzoftalmus ve
basin¢li kan damarlar1 dikkati ¢eker. Gokkusagi alabaliklarinda yukarida belirtilen
bakteriyel hastalik etkenlerine karsi yapilan antibiyogram testi sonuglarina gore
enrofloksasin yiiksek derece duyarli bulunmus olup, bu hastaliklarin sagaltiminda
kullanilmaktadir (29, 33). Bakteriyel bobrek hastaligi etkeni Rebacterium
salmoninarum'dur. Hastalik viicut yilizeyinde irinli kabarciklar ile tilserlerin
olusmasi, bobreklerin dejenerasyonu ile karakterize kronik ve bulasict bir
hastaliktir. Hastalik etkeni antibiyotiklere karsi yliksek oranda duyarli degildir.
Tedavi uzun zaman ve masraf gerektirmektedir. Bu nedenle hastalikta korunma

tedbirleri 6n plandadir (30).

3.10. Florokinolonlarin Ustiinliikleri
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Bu ilaglarin 6nemli sayilabilecek birgok iistiinliigii vardir. Bunlarin bazilari

sunlardir;

e Gram negatif bakterilere son derece etkilidirler; Gram-pozitif bakterilerin
¢oguna ve Mikoplazma tiirlerine etkileri iyidir.

e Bakterileri oldiirticii etkileri hizli gelisir.

o Bakterilerin gelismesini, iiremesini engelleyen MIK ile bakterileri 6ldiiren
MBK arasindaki fark kiictiktiir.

e Fagositlerdeki bakteriler i¢in etkileri 1iyidir; 2-4 saat siireli PAE
olustururlar.

e Plazmidlerle aracilik edilen diren¢ gelismez, direngli bakterilerin ortaya
¢ikis hiz1 yavas, sikligi ve orani diigiiktiir.

e Diger antibiyotiklerle aralarinda ¢apraz direng olusmaz.

e Vd biiyiiktiir.

e Onemli doku ve organlardaki diizeyleri plazmadakinden yiiksektir.

e Eliminasyon yar1 6miirleri uzundur.

e Plazma proteinlerine diisiik oranda baglanirlar.

e Hayvanlarin tahammiilii genellikle iyidir.

e Uygulama yerlerinden iyi emilir (1).

3.11. Gidalarda Kalinti

Avrupa Tibbi Uriinler Degerlendirme Ajanst (EMEA) tarafindan
enrofloksasin’in hayvansal gidalarda bulunmasina miisaade edilen MKL Haziran
2002’de EMEA/MRL/820/02 sayil1 6zet raporu ile yayimlanmustir. Tiirkiye’de ise

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nca enrofloksasinin hayvansal gidalarda
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bulunmasina izin verilen MKL belirlenerek 29.04.2011 tarih ve 27919 sayili resmi
gazetede yayimlanmistir. Her iki kurulusta da baliklarda bulunmasina izin verilen
limit enrofloksasin i¢in; kas ve derinin dogal oranlartyla ve metaboliti olan
siprofloksasin ile birlikte 100 pug/kg olarak belirlenmistir (9, 31). Enrofloksasinin
hayvan tiirlerine ve dokularina gore belirlenen MKL degerleri Tablo 1’de
gosterilmistir.

Bu ¢alismada, veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilan florokinolon
grubu antibiyotiklerden enrofloksasinin  alabaliklardaki kalintt  durumu
aragtirtlmistir. Gida giivenligi ve toplum sagligi agisindan yapilan caligmalara
katkida bulunmak amaciyla Elazig ilinde {iretim yapan 5 farkli isletmeden temin
edilen alabaliklarin hasat Oncesi ve hasat donemi deri, kas ve karaciger

dokularindaki enrofloksasin diizeylerinin belirlenmesi amaglanmaistir.
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Tablo 1. Tirk gida kodeksine gore enrofloksasinin hayvan tiirlerine ve dokularina

gore bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 miktarlari.

Farmakolojik  Belirleyici Hayvan Hedef ..
Aktif Madde ~ Kalntr Tiirii MKL Doku Diger Kosullar
100 ng/kg Kas
Sigir 100 pg/kg Yag Kas i¢in verilen MKL,
koyun 300 ug/kg  Karaciger baliklarda kas ve derinin
kegi 200 pg/kg Bébrek dogal oranlari i¢indir.
100 pg/kg Siit
b 100 ug/kg Ka? Yag, karaciger ve
Tos 100ugkg - Yag bébrek icin verilen MKL
Enrofloksasin ' V%41 200 pg/kg Karaciger balikta uygulanmaz.
Enrofloksasin ve 300 ng/kg Bobrek
siprofloksasin
toplami 100 ug/kg Kas Yag igin verilen MKL,
Kanatl 100 pg/kg Deri ve Yag domuzlarda yag ve
hayvanlar  5qq ng/kg Karaciger derinin dogal oranlari
300 ug/kg  Bobrek igindir.
Diger 100 uglkg  Kas
gac.lla elde 100 pghkg  Yag . Yumurtasi insan
te" en 200 pg/kg  Karaciger  tiiketimine sunulan
t%.mll . hayvanlarda
urier 200 Hg/kg Bobrek kullanilmaz.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gereg

4.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril, enrofloksasin, metanol, (Sigma-Aldrich, Fransa), hidroklorik
asit, ortofosforik asit, potasyum dihidrojen fosfat (Merck, Almanya), sodyum

hidroksit (Kimetsan, Tiirkiye).
4.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi LC-20 AT (Schimadzu, Japonya)
Kolon ODS-3 5um 4.6x250mm (inertsil, Japonya)

Manyetik Karistirict (Magnetomix Colora, USA)

Bidistile su cihazi (GFL 2104, Almanya)

Hassas terazi (Denver Instrument Apx-153 Almanya)

Homojenizator (Ika Ultra-Turrax T25, Almanya)

Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 320 AR, Almanya)

Sogutucu -20°C (Argelik 2553 D, Tiirkiye)

Diger rutin laboratuvar malzemeleri

4.1.3. Hayvan Materyali

Elaz1g’daki 5 farkli alabalik isletmesinden 5’er adet olmak tizere toplam 25
adet hasat Oncesi (ortalama 50+10g agirhiginda), 25 adet hasat donemi olmak
tizere (ortalama 250440 g agirh@inda) toplam 50 adet alabalik toplandi.

Alabaliklar 2011 yili kasim ayinda Keban ile Karakaya Baraji arasindaki mevki
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ile Keban baraj golinde faaliyet gosteren isletmelerden alindi. Toplanan bu

numuneler analiz edilinceye kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

4.2. Yontem

4.2.1. Standart Hazirlama

Enrofloksasin standardindan 5 mg tartildi. 50 ml 0.7 M HCI soliisyonu ile
manyetik karistiricida tamamen ¢oziiliinceye kadar karistirtlarak 100 pg/ml’lik
ana stok standart hazirlandi.

Ana stok standart soliisyonundan 0.7 M HCI ile seyreltmeler yapilarak 5, 1,
0.1 ve 0.01 pg/ml’lik ¢aligma standart soliisyonlar hazirlandi ve +4 °C’de

muhafaza edildi.

4.2.2. Ekstraksiyon Islemi

Dokularda enrofloksasinin ekstraksiyon islemi Ko¢ (2002) tarafindan
kullanilan metot modifiye edilerek yapildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda
yontemin geri kazaniminin %80 oldugu bulunmustur.

Her alabaliktan 1 g deri, 1 g kas ve 0.2 g karaciger dokusu alindi. Deri ve
kas dokular1 2 ml, karaciger ise 1 ml 0.7 M HCI ile homojenize edildi. Homojenat
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra Cig kartustan 2 ml metanol
vakum yardimiyla gegirilip, metanol uzaklastirildi. Kartustan sirasiyla, deri ve kas
icin 1 ml siipernatant 1 ml metanol ve 0.8 ml eliisyon seyreltme ¢ozeltisi (0.01 M
potasyum dihidrojen fosfat ile metanol 1/1 oraninda ve pH 2.5), karaciger i¢in 0,5
ml siipernatant, 0,5 ml metanol ve 0.4 ml eliisyon seyreltme ¢ozeltisi gegirilerek
tiipte toplandi. Toplanan ekstrakt 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve elde edilen

siipernatant 0.45 um’lik filtreden gegirilerek 20 ul’si HPLC’ye enjekte edildi.
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4.2.3. HPLC Sistem

Mobil faz igin asetonitril (%16.25) ile 0.1 M ortofosforik asit (%83.75)
karisimi hazirlandi. Sodyum hidroksit ile pH 3.6 ya ayarlandi. Mobil fazin akis
hiz1 1 ml/dk, firin sicaklig: ise 40 °C olarak ayarlandi. Dedektdr olarak floresan
dedektor kullanildi. Dalga boylari, eksitasyon 280 nm ve emisyon 450 nm olarak
ayarlandi. Ayarlanan sisteme standart ve numuneler 20 pl enjekte edildi. Standart
ve numunelerdeki pikler ile gelis zamanmna ait kromotogram goriintiileri
kaydedildi. Standart soliisyon ile kalibrasyonlar1 yapilarak numunelerdeki

enrofloksasin miktarlar1 belirlendi.

4.2 4. istatistiksel Analizler

[statistiksel degerlendirmeler SPSS i¢in Windows 17.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Verilerin normallik analizleri yapildi. Veriler parametrik test
kosullarini karsilayamadigindan nonparametrik testler yapildi. Alabaliklarin hasat
oncesi ve hasat donemi doku enrofloksasin farkliliklari i¢in Mann Witney U testi
yapildi. Her dénem kendi igerisinde dokular arasi fark i¢in Kruskal Wallis testi
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (X + Sd) olarak ifade edildi ve

p<0.05 olanlar istatistisel agidan anlamli kabul edildi.

19



5. BULGULAR

Calismada analizleri yapilan alabaliklarda deri, kas ve karaciger
numunelerine ait enrofloksasin miktarlar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Hasat 6ncesi
doneme ait numunelerde tim isletmelerde ve biitiin dokularda enrofloksasin
varligi saptanmistir. Hasat doneminde ise sadece 1 isletmede enrofloksasin

saptanmamis, diger 4 isletmede ise enrofloksasin tespit edilmistir.
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Tablo 2. Hasat oncesi ve hasat donemi alabaliklarda tespit edilen enrofloksasin

miktarlart (ng/g).

Hasat Oncesi Hasat Donemi

Isletme Numune Deri Kas Karaciger Numune Deri Kas Karaciger

No No No
1 2413 631 345 1 1052 47 126
2 10935 2205 2258 2 770 61 167
1 3 1491 296 272 3 421 26 33
4 8972 1422 1106 4 2289 68 147
5 4244 639 863 5 1694 121 108
6 29 3 27 6 353 87 222
7 22 3 18 7 13 0 1
2 8 14 4 17 8 175 111 181
9 18 3 7 9 232 134 336
10 22 4 18 10 63 34 72
11 9764 654 960 11 5036 191 74
12 8355 160 475 12 5455 207 116
3 13 8325 377 364 13 8171 234 120
14 9336 497 1065 14 2090 138 83
15 6989 431 433 15 5791 339 262
16 154 17 19 16 1010 67 08
17 11 5 18 17 948 68 168
4 18 77 10 26 18 1839 107 160
19 76 9 23 19 1591 74 56
20 73 13 14 20 716 41 84
21 45 8 76 21 0 0 0
. 22 61 11 84 22 0 0 0
23 76 11 59 23 0 0 0
24 149 17 122 24 0 0 0
25 45 12 71 25 0 0 0
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Hasat oncesi ve hasat donemi analizlerde deri dokusu enrofloksasin diizeyi
kas ve karaciger dokularma gore oOnemli diizeylerde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Hasat Oncesi ve hasat donemi deri, kas ve karaciger dokularmndaki

ortalama enrofloksasin miktarlar: Sekil 2 ve Tablo 3’de gosterilmistir.

3500

3000

2500

2000

B Hasat Oncesi

1500 4 Hasat Donemi

1000 -
500 -

0 = =

Deri Kas Karaciger

Sekil 2. Hasat dncesi ve hasat donemi tiim isletmelerdeki alabaliklarda deri, kas

ve karaciger dokularindaki ortalama enrofloksasin miktarlari (ng/g).

Tablo 3. Hasat Oncesi ve hasat donemi tiim isletmelerdeki alabaliklarda deri, kas

ve karaciger dokularindaki enrofloksasin miktarlarinin karsilagtiriimasi (ng/g)

Deri Kas Karaciger
Hasat dncesi 2868 + 4036° 298 + 524" 350 + 534°
Hasat dénemi 1654 + 2212° 90 + 85° 109 + 87°

% Aymi satirda yer alan a ve b harfleri ile gosterilen gruplar arasindaki fark
onemlidir (p<0.05).
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Hasat donemi alabaliklarda kas ve derinin dogal oranlarindaki enrofloksasin

miktarlart MKL’ne gore gruplandirilarak Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Hasat donemi alabaliklarda MKL {izerindeki miktarlar (adet).

l.isletme 2.isletme 3.isletme 4.sletme S.sletme  Toplam

4 3 5 5 0 17

Isletmelerde hasat oOncesi ve hasat doneminde bulunan ortalama
enrofloksasin  miktarlar1 ve minimum-maksimum degerleri Tablo 5°te

gosterilmistir.
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Tablo 5. isletmelerde tespit edilen ortalama enrofloksasin miktarlari ile minimum

ve maksimum degerleri ng/g (X +Sd).

5.
Isletme

Dénem Doku L 2
Isletme Isletme
5611+4144 21+6
Deri
1491-10935 14-29
Hasat 1038+772 3+0.5
K
Oncesi % 296-2205 3-4
ncesli
. 968+801 177
Rareiger  orp2088 727
1245+747 167+135
Deri
421-2289 13-353
Hasat 64+51 73+£55
Kas
Dénemi 26-121 0-134
116+35 162+130
Karaciger

33-167 1-336

8553+1074

5038+2172

75443
45-149

1243
8-17

82+24
71-122
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6. TARTISMA

Alabalik yetistiriciliginde hastalik etkenlerinin enrofloksasine karsi
duyarhiliklarinin yiiksek olmasi birgok hastaligin sagaltiminda enrofloksasini
olduk¢a oOnemli kilmaktadir (33, 34). Bu calismada Elazig ilindeki alabalik
isletmelerinde enrofloksasinin baliklardaki kalinti diizeyleri degerlendirilmistir.
Bu amagla 5 farkli alabalik isletmesinden 25 adet hasat oncesi ve 25 adet hasat
donemi olmak iizere toplam 50 adet alabalik numunesi toplanmistir. Alabaliklarin
deri, kas ve karaciger doku 6rneklerinde enrofloksasin kalintilart HPLC’de analiz
edilmistir.

Enrofloksasinin biyolojik numunelerdeki miktarinin tespiti ile ilgili birgok
metot bulunmaktadir. Bu metotlar HPLC, LC-MS, LC-MS/MS, ELISA testi ve
elektroforezis’dir (35, 36). Baliklarda enrofloksasin miktarlarinin tespitinde
birgok arastirmada oldugu gibi (3-5, 8, 15) bu calismada da enrofloksasin
miktarlar1 floresan dedektor kullanarak HPLC’de gergeklestirilmistir. Yapilan
caligmalarda tespit limitlerinin 0,2-10 ng/g doku araliginda oldugu, geri
kazanimlarint ise Dario ve ark. (2004) % 90-102, Intorre ve ark. (2000) % 65-80
olarak belirtmislerdir. Bu calismada ise geri kazanim %80 olarak tespit edilmis
olup yukaridaki arastiricilarin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginca baliklarda kullanima onayli 2 adet
ruhsatli enrofloksasin preparati bulunmaktadir. Baliklarda enrofloksasinin
kullanimina ilk olarak 05.04.2011 tarihinde izin verilmistir. Baliklar icin
enrofloksasinin  onayli ticari miistahzarlar1 yokken kanathh preparatlarinin
kullanildig1 yetistiriciler tarafindan bildirilmistir (33, 37). Yapilan analizlerde

hasat Oncesi tiim isletmelerde enrofloksasin varligmma rastlanilmistir. Hasat
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doneminde ise 4 isletmede tespit edilip 1 isletmede tespit edilememistir. Tim
isletmelerin ortalamasi alindiginda hasat oncesi enrofloksasin miktarlarinin, hasat
donemine gore daha yiiksek oldugu goriilmistir (Sekil 2). Bu bulgu balik
yetistiriciliginde hastaliklarin  genellikle erken donemde goriilmesi, hasat
doneminde ila¢ kullaniminin olmamasi veya az olmasi ile agiklanabilir. Elde
edilen bulgular hasat 6ncesi donemde goriilmesi muhtemel hastaliklar ve tedavi
durumlar1 goz ontine alindiginda normal sonuglar olarak kabul edilebilir.

Atlantik salmonlarinda (10 °C su sicakliginda) enrofloksasinin eliminasyon
yart omrii 34.2 saat oldugu, oksolinik asit, flumekuin ve sarafloksasinin ise
eliminasyon yari Omriiniin 24 saatten daha az oldugu bildirilmistir (5).
Enrofloksasinin 10 mg/kg doz’da (12 °C su sicakliginda ve 5 giin boyunca)
Gokkusagr alabaliklarina oral yolla uygulanmasi sonucunda kas ve derinin dogal
oranlarmda MKL olan 100 pg/kg miktarma ancak 59. giinde distigi
bildirilmigtir. Metaboliti olan siprofloksasin ise 20. giinden sonra tespit
edilememistir (3). Her iki arastiricinin bulgularina gore enrofloksasinin
baliklardan eliminasyonu uzun siirmektedir. Yapilan bu calismada da rastgele bir
zaman diliminde isletmelerden temin edilen numunelerde enrofloksasin varligina
rastlanilmas1 bu antibiyotigin siklikla kullanilabildigi ihtimalini gostermektedir.

Enrofloksasinin oral uygulamalarinda Atlantik salmonlarinda enrofloksasin
miktar1 120. saate kadar deride artarken, kas dokusunda ise azalmakta oldugu
bildirilmistir (13). Kral somon baliklarina (oncorhynchus ishawytscha) oral yolla
75 mg/kg dozda oksitetrasiklin uygulanmistir. Uygulamadan sonraki 1, 22 ve 43.
giinlerde deri dokusundaki oksitetrasiklin miktar1 kas dokusundan daha yiiksek

bulunmustur (38). Hayvansal gidalarda deri insanlar tarafindan tiiketilmemesine
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karsin baliklarda deri genellikle tiikketilmektedir. Banyo tarzi ilag uygulamalarinda
derinin ilaca ilk maruz kalinan boélge olmasi, deri dokusunda enrofloksasinin
eliminasyonunun yavas olmasi nedeniyle kalinti miktarmin yiiksek olmasi
ka¢inilmazdir. Bu c¢alismada hasat Oncesi ve hasat doneminde derideki
enrofloksasin miktarinin kas ve karaciger dokusundan daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu calismanin bulgular1 yukaridaki arastiricilarin sonuglari ile
paralellik gostermektedir.

Oral yolla enrofloksasin verilen Nile tilapia (Oreochromis niloticus)’larda
karacigerdeki enrofloksasin miktar1 kas dokusundan yiiksek bulunmustur (10).
Yine oral yolla enrofloksasin uygulanmis Moskova 6rdeklerinde de karacigerdeki
enrofloksasin yogunlugu kas dokusundan yiiksek bulunmustur (39). Bu ¢alismada
da alabaliklarda hasat Oncesi ve hasat donemi karacigerdeki ortalama
enrofloksasin miktar1 kas dokusuna gore yiiksek bulunmus ancak istatistiksel bir
fark gorilmemektedir (p>0.05). Karacigerdeki enrofloksasin miktarinin yiiksek
olmast atihminin  bir kismimin safra ile olmasi, ilacin karacigerde
biyotransformasyona ugramas1 ve oral yolla alinan ilacin karacigerden gectikten
sonra diger organlara dagilmasi gibi nedenlere bagl olabilir.

Enrofloksasinin karacigerde siprofloksasine dontisimii kdpeklerde %40,
piliglerde %30, ineklerde %29.9 ve kegilerde ise %?28.8 oranlarinda oldugu
bildirilmektedir (40, 41). Yaymn baliklarinda enrofloksasinin siprofloksasine
%S5’den daha az doniistiigiini bildirilmistir (19).

Oral yolla enrofloksasin verilen levreklerde siprofloksasin karacigerde
tespit edilmis ancak deri ve kas dokusunda tespit edilememistir (4). Dere

alabaliklarinda (Salmo trutta fario) enrofloksasinin oral ve intra vendz yolla 10
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mg/kg dozda uygulanmasinda 120 saate kadar yapilan plazma analizlerinde
siprofloksasin  tespit  edilememistir  (28).  GoOkkusagi  alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) oral yolla 10 mg/kg dozunda enrofloksasin uygulanmis
deri ve kas dokusunun dogal oranlarindaki enrofloksasin ve siprofloksasin orani
en yiiksek 4. giinde %6.7 (sirasiyla 8.41+2.83 ve 0.57+0.24 mg/kg) olarak
bulunmustur (3). Bu ¢alismada deri ve kas dokusu analizleri ayr1 ayr1 yapilmustir.
Alabaliklarda deri dokusu kas dokusunun yaklasik %10°u kadardir (42). Hasat
donemi alabaliklarda %10’luk oran dikkate alindiginda 25 adet numuneden 17
adedi MKL fiistiinde tespit edilmistir. Bu calismada siprofloksasin analizleri
yapilmamistir. Ancak sonuglara %5 siprofloksasin eklendiginde bile MKL
tizerindeki numune sayisinda herhangi bir degisiklik olmamaktadir.

Sonug olarak, analiz edilen alabaliklardan hasat 6ncesi donemin tamaminda,
hasat doneminde ise 5 isletmenin 4’iinde enrofloksasin varlig1 tespit edilmistir.
Hasat donemi alabaliklar1 incelendiginde yenilebilir deri ve kas dokusu
enrofloksasin diizeylerinin 25 numuneden 17’sinde MKL diizeylerinin iizerinde
oldugu belirlenmistir. Oldukca yliksek diizeylerde iiretimi ve tliketimi yapilan

alabaliklarda bu kalintilar insan saglig1 agisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir.
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