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ONSOZz

Tedavide basariya ulagsmak igin ilaglarin dogru doz ve siirede kullanilmasi
gerekmektedir. Diinyada 6zellikle son donemde antibiyotiklere karst gelisen
antimikrobiyal diren¢ konusu géz oniine alindiginda, ilaglarm uygun doz ve siirede
kullanilmas1 gerekliliginin ne kadar Onemli oldugu anlasilmaktadir. Veteriner
hekimliginde farmakokinetik caligmalar saglikli hayvanlarda yapilmakta, ancak
Ozellikle antibiyotikler enfekte hayvanlarn tedavisinde kullanilmaktadir.
Enfeksiyonlarda organlarda meydana gelen degisiklikler dikkate alindiginda,
ilaclarin  emilimi, dagilimi, biyotransformasyonu ve atilminda degisiklikler
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu calisma ile 6zellikle alabaliklarda ciddi kayiplara
sebep olan Lactococcus garvieae ile deneysel enfeksiyon olusturularak, bu
enfeksiyonun tedavisinde son yillarda yaygin olarak kullanilan florfenikoliin

farmakokinetigi saglikli alabaliklar ile karsilastirilmistir.
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Dr. Emine BAYDAN’a, Tez Izleme Komitesi Uyeleri Saymn Prof. Dr. Ender
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Dali elemanlarina, farmakokinetik hesaplamalarda yardimlari i¢in Saymn Prof. Dr.
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1. GIRIS

Diinya Tarmm Orgiitii verilerine gore hayvansal kokenli gidalar arasinda su
tirliinleri sektorii en hizli biiyiiyen sektorler arasindadir (Romero ve ark., 2012). Son
yillarda niifusun hizla artmasi paralelinde beyaz et ihtiyacini ortaya g¢ikarmustur.
Dogal kaynaklarin yeterli olmamasi ise tretimi kiltiir balik¢iligima dogru
kaydirmistir. Ulkemizin yiiksek potansiyeli ise kiiltiir balik¢iliginda iiretim artigmi
beraberinde getirmistir. Uretim ise i¢ sular ve deniz suyunda geceklestirilmektedir

(Aksit, 2016).

Uretim miktar1 olarak Tiirkiye’deki denizler igerisinde Dogu Karadeniz
Bolgesi ilk siralarda gelmektedir (Kirda, 2016). Bu bolgede ise kiiltiir balik¢iliginda,
gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligi tercih edilmektedir.
Gokkusagi alabaliklar1 i¢ sularda yetistirilmesinin yanmisira kasim aymin ilk
yarisindan, haziran aymin basma kadar denizlerde mevcut kafeslerde de

yetistirilmektedir (Kurtoglu ve Cakmak, 2007).

Yogun yetistiriciligin hizla artmasi, ekonomik avantaj saglamig olmakla
birlikte hastalik salgmlarmin da artisina neden olmustur. Balik yetistiriciliginde
bakteriyel hastaliklarin kontrolii, iyi yonetim ve uygun ¢evre kosullarinin saglanmasi
ile miimkiin olmakla birlikte, cogu kez yogun antibiyotik kullanilmasi da ka¢inilmaz
olmaktadir. Kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunun insan ve evcil hayvanlarda
kullanilanlarla ayni1 veya benzer olmasi, uygulamalarin gelisigiizel yapilmasi
bakterilerde kolayca direng gelismesine, direngli bakterilerin gida ya da gevresel
faktorlerle insan ve evcil hayvanlara aktarilmasmna ve mevcut antibiyotiklerle
tedavisi imkansiz hastaliklarin yaygmlagsmasina neden olmaktadir (De La Pena ve
ark., 2009; Serdoz ve ark., 2011) . Ozellikle balik yetistiriciliginde pelet seklinde
kullanilan  antibiyotikli ~ yemler = Onemli  oranda  baliklar  tarafindan
degerlendirilemeyerek su ve sedimente, buradan da dogal baliklara ve su

kolonundaki bakterilere gegerek bakterilerde direng gelisimine Onemli katkida



bulunmaktadir (Cabello, 2006; Rigos ve ark., 2004; Tekinay ve ark., 2005; Yildirim
ve Korkut, 2004)

Enfeksiyonlarda basarili bir antibakteriyel tedavi, dogru teshis, uygun doz
rejimi ve klinik takiple miimkiin olur. Tedavide kullanilacak uygun ila¢ ve doz
rejimi, ilag, hasta ve hastalik etkenine ait parametrelerin birlikte degerlendirilmesi ile
saglanabilir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyogram sonucunun yani
sira, uygun farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikteki antibiyotigin se¢imi ve
kullanilmasi da oldukg¢a 6nemlidir (Baydan ve ark., 2012). Uygun bir dozaj rejiminin
diizenlenmesi i¢in, hastada emilme dagilma ve atilmayla ilgili farmakokinetik
parametreler belirlenerek, hastada ilacin farmakokinetigini degistirebilen organ

bozukluklar1 degerlendirilmelidir (Riviere ve Papich, 2009).

Kritik hastaliklarda daima ila¢ kullanimi1 s6z konusu oldugu halde, ilaglarin
kinetiklerine ait bilgiler yeterli degildir (Smith ve ark., 2012). Bu tip hastaliklarda
ilacin emilme, dagilma, metabolizma ve atilmasina kadar giden asamalarda ciddi
degisiklikler olabilmektedir. Bu degisiklikler genel anlamda ilacin hastalik bélgesine
yeterince ulasamamasi ya da asir1 dozdan toksikasyon ile sonuglanabilir (Boucher ve
ark., 2006). Teorik olarak enfeksiyon ve enflamasyon olaylarmin karaciger enzim
fonksiyonlarinda azalmaya ve ilacin kinetiginde degisiklere neden oldugu kabul
edilmektedir (Morgan, 2009). Hastaliklarda, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda
bozulma, bagirsak hareketleri ve emilim yiizeyinde degisiklikler, dokularin kanla
beslenmesinde bozulmalar vb goriilebilmektedir (Boucher ve ark., 2006). Insanlarda
enfeksiyonlarda ilaglarin kinetik profillerine iliskin bilgiler bulunmakla birlikte,
hayvanlarda bu bilgiler olduk¢a smirlidir. Baliklarda bu konu daha 6nemli bir
sorundur ve enfekte balklarda ise ilaglarin kinetigine iliskin bilgiler yok denecek

dizeydedir.



1.1 Farmakokinetik

Farmakokinetik, kisaca bir canliya uygulanan ilacin uygulama noktasindan
emilmesi, viicutta dagilmasi, biyotransformasyonu ve atilmasima kadar giden olaylar

zinciri olarak tanimlanir (Boucher ve ark., 2006).

Baliklar sucul poikiloterm canlilar olmalar1 nedeniyle anatomik ve fizyolojik
olarak insanlar ve memelilerden farklidirlar. Bu yiizden memelilerde
antimikrobiyallerin farmakokinetigi hakkindaki bilgiler baliklar icin yeterli
olmamaktadir. Su friinleri yetistiriciliginde kullanilan antibiyotiklerin biiyiik
cogunlugu insan saghiginda kullanilmaktadir. Halk sagligi agisindan, antibiyotik
diren¢ gelisiminin engellenmesi ve etkili bir tedavi igin optimal doz rejiminin
belirlenmesi gerekmektedir. Optimal doz rejimi icin ise farmakokinetik parametreler
bilinmelidir (Ocenda ve ark., 2016).

1.1.1 Ilaglarin Emilmesi

Ilaglarm istenilen etkiyi gosterebilmeleri icin organ ve dokularda belirli bir
yogunlukta bulunmalar1 gerekmektedir. Ilk asamada ila¢ uygulama yerinden emilir,
ikinci asamada kan dolasimi ile bu kesimlere dagilir. Emilme hiz1 ilacin uygulama
yolu, emilme ylzeyi genisligi, damarlasma gibi faktorlerden etkilenir (Riviere ve
Papich, 2009).

Biyoyararlanim verilen ilacin dolagim sistemine degisiklige ugramadan gecen
kism1 olarak ifade edilir (Howland ve ark., 2009). Biyoyararlanimi ilacin kimyasal
yapisi, uygulama sekli, canlinin yasi, hastalik ve presistemik eliminasyon
etkileyebilmektedir (Tras ve Elmas, 2005).



1.1.2. ilaclarin Dagilmasi

Cesitli yollarla verildikten sonra emilerek dolagima giren ilaglar viicuttaki doku
ve sivi kesimlerine dagilirlar. Kan dolasimina giren ila¢ molekiillerinin 6nemli bir
kismi plazma proteinlerine baglanarak tasinir. Ilaglar plazma proteinlerine yiiksek,
orta ve diisiik olmak {izere ii¢ grupta baglanirlar. Plazma proteinlerine baglanan
ilaglarin biyotransformasyonu ve atilma hizi genellikle yavastir (Riviere ve Papich.,
2009). Albumin asidik ilaglari, a-1 asit glikoprotein bazik ilaglar1 baglamaktadir
(Brunton ve ark., 2009).

1.1.3. ilaclarin Metabolizmasi

Karaciger ilaclarin detoksifikasyonu i¢in baliklarda Oncelikli organdir ve
ilaglarin metabolizmas1 memelilere benzerlik gostermektedir. Balik yetistiriciliinde
antibakteriyel ilaglarin; etkisi, metabolizmasi, dokularda yayilimi, yarilanma 6mrii ve
insan tiiketimine sunulacak baliklarda ila¢g kalint1 arinma siiresi, sitokrom P450

sistemi tarafindan degistirilebilmektedir (Sekkin ve Kum, 2011).

1.1.4. Tlaclarin Atilmasi

[laglarm farmakokinetiginin bilinmesi hastaliklarm sagaltimmda dogru doz
rejimi ve zaman araligmin belirlenmesi yoniinden oldukg¢a dnemlidir (Brunton ve
ark., 2009). Gerek insanlarda ve gerekse evcil hayvanlarda kullanilan ilaglarin
farmakokinetik profillerine yonelik yeterli bilgiler bulunmakla birlikte, baliklarda
yapilan ¢aligmalar oldukca sinirhidir. Oysa poikiloterm olan bu canlilarda ilaclarin
Kinetikleri su 1sis1, tiir, ilag, hastalik etkeni ve saglik durumu gibi ¢esitli faktorlere

bagli olarak onemli 6lgiide degismektedir (Dagoglu ve ark., 2004).



1.2. Florfenikol

Kloramfenikole kimyasala yap1i yoniiyle benzerlik gostermektedir, ancak p-
metilsulfonil ve florun bulunmasiyla ondan ayrilmaktadir. Yapisinda flor bulunmasi
bakteriyel asetilazlara direngli kilmaktadir (Riviere ve Papich, 2009). Florfenikol
gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 bakteriostatik etki gdstermektedir. Bu
etkisini duyarli patojenlerin, protein sentezini gergeklestiren 50 S ribozomal alt
birimine baglanarak gerceklestirmektedir (Yang ve ark., 2013). Florfenikol pH 3-9
arasinda iyonlagsmamakta ve sulu ¢Ozeltilerde az ¢Ozunmektedir. Lipofilik

ozelliginden dolay1 dokulara gecisi iyi olmaktadir (Anadon, 2008).

1.2.1. Farmakokinetigi

Florfenikoliin metabolizmas1 ile ilgili olarak yapilan in vivo ¢alismalar
kisithdr. Buzagilarda 20 mg/kg dozunda kas ici olarak verilen florfenikol % 64°U
idrarla atilmistrr. Idrardaki metabolitler florfenikol amin, florfenikol alkol,
florfenikol oksamik asit ve monokloro florfenikoldiir. Florfenikol amin sigir
karacigerinde bulunan en uzun 6miirlii metabolittir ve bu ylizden ila¢ kalint1 armma

stireleri hesaplamasinda kullanilmaktadirlar (Anadon, 2008).

Agiz ve kas i¢i uygulamalarinda yavas ancak iyi emilmektedir. Yagda gii¢
¢Ozlindiigli i¢in kas i¢i uygulamalarda emilimi diisiiktiir. Atlantik salmonlarinda
agizdan verildiginde >%95 emilir. Plazma proteinlerine ilgisi diistiktiir. Sigirlarda
kas i¢i ve derialt1 uygulamada en yiiksek yogunluga 3-3.5 saatte ulasir (Riviere ve
Papich, 2009).

1.2.2. Kullanimi

Florfenikol, baliklarda goriilen bakteriyel enfeksiyonlarmm kontroliinde

kullanilan sentetik ve genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Giiclii etkisi ve gilivenli



olmasi insan tiiketimine sunulacak hayvanlarin tedavisinde degerli bir se¢enek olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Vue ve ark., 2002).

1.3. Lactococcus garvieae

Lactococcosis, streptokoklar smifinda 1950 yillarin sonlarinda Japonya’da
tanimlanmistir.. Taksonomideki degisiklikler ve genotipik smiflandirmalar ile cinsi
Lactococcosis olarak belirlenmistir. Etken, 1974 senesinde Japonya’da sarikuyruk
baliklarinda salgmlar olusturarak yiiksek mortaliteye sebep olmustur. L. garvieae
gokkusag1 alabaliklarinda Ispanya, Italya, Portekiz, Ingiltere, Fransa, Avustralya,
Guney Afrika ve Asya llkelerinde de rapor edilmistir (Kubilay ve ark., 2005).
Lactococcosis etkeni olan L. garvieae, yaz aylarinda su sicakligmin 16°C
ulagmasiyla deniz ve tath su baliklarinda ciddi ekonomik kayiplara sebep olan bir
mikroorganizmadir (Vendrell ve ark., 2006). Gram pozitif fakiltatif anaerobik,
hareketsiz, sporsuz, oksidaz ve katalaz negatif, kanli agarda alfa hemolitik, uygun

besi ortaminda 4°C ila 45°C arasinda tirer (Tiire ve ark., 2012).

1.4. Patoloji

Baliklarin hiperakut ve hemorajik septisemisi olarak kabul edilen bu hastaligin
gelisimi cevresel ortamdaki su sicakliglr ve suyun mikrobiyal kalitesi ile yakindan
ilgilidir. Hastalik baliklarda % 50°den fazla mortaliteye neden olarak, ciddi
eckonomik kayiplara yol acar. Deneysel enfeksiyonlarda etkenin inklbasyon
periyodunun ¢ok kisa ve mikroorganizmanin viriilensinin yiiksek oldugu
bildirilmistir. Intraperitoneal yolla deneysel olarak enfekte edilen sar1 kuyruk
baliklarinda 2-3 giin sonra semptomlarin goriildiigii, gokkusag: alabaliklarinda ise 3
giin sonra ilk semptomlarm ve Oliimlerin goriildiigli kaydedilmistir. Hastalikta
semptom olarak istahsizlik, melanozis, letarji, yiiziis bozukluklar1 goriilmektedir

(Vendrell ve ark., 2006).



Deneysel olusturulan enfeksiyonlar da damarlarda O6dem, hiperemi ve
kanamalar gibi mikroskobik bulgular elde edilmistir. Lezyonlar genelde kalp,
bobrek ve dalakta gozlenmistir. Histopatalojik olarak ise karaciger adenoid yapisinda
bozulma ve hepatositlerde dejenerasyonlar goriilmiistiir (Aver ve ark., 2013). Dogal
enfeksiyonda ise karaciger remark kordonlar1 diizensiz ve epitel hiicreler
¢cOziinmiistiir. Parensimal veya vakuoler dejenerasyon ve hepatositlerin genis nekrozu

gozlenmistir (Didinen ve ark., 2014).

Bobrek renal tubullerinde hyalin dejenerasyonu ve tubul bosluklarinda hyalin
yapilar1 bulunmaktadir (Didinen ve ark., 2014 ; Vendrell ve ark., 2006). Baliklarda
siddetli peritonitis ve yag nekrozisi goriilmektedir. Bagirsaklarda ise genis ylizeysel
erozyon ve pseudomembran benzeri yapilar olusmustur (Vendrell ve ark., 2006).
Mide bezleri epitelinde dejenerasyon ve nekrozis tespit edilmistir (Avci ve ark.,

2013).

1.5. Enfeksiyonlarda farmakokinetik

[laglarm farmakokinetigi akut ve kronik yangilar basta olmak iizere bobrek,
karaciger hastaliklar1 gibi hastaliklarin meydana getirdigi fizyopatolojik olaylar ile
degismektedir. Bu olaylar ise ortak bir kavram olan akut faz cevabi olarak
tanimlanmaktadir. Enfeksiyonlarda salgilanan pirojenik sitokinler (interldykinler,
Interferonlar, Tiimdr Nekrozis Faktdr ve kasektin) akut faz cevabma neden olan
temel etkenler arasindadirlar, aynit zamanda metabolik degisikliklerde

farmakokinetik parametreleri etkilemektedir (Tras ve Elmas, 2005).

Plazma proteinlerine baglanma orani hastaliklarla degisebilmektedir. Agir
karaciger hastaliklar1 ya da nefrotik sendrom, hipoalbiiminemiye ve sonug¢ olarak
serbest fraksiyon armasimna neden olur. Akut faz reaksiyonu artis1 a-1 glikoprotein

seviyelerini artirarak bazik ilag baglanmasini arttirir (Brunton ve ark., 2009).



1.6. Cahlsmanin Amaci

Bakteriyel = enfeksiyonlarin  tedavisinde  kullanilan  antibiyotiklerin,
farmakokinetik calismalar1 saglikli hayvanlarda yapilmaktadir. Antibiyotikler ise
klinik belirtilerin ortaya c¢iktigi enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. Calisma, L.
garvieae enfeksiyonlarinda kullanilan florfenikol’iin farmakokinetiginin enfekte
alabaliklarda belirlenmesi ve saglikli alabaliklardaki farmakokinetik parametrelerle

karsilastirilmasi amaciyla yapildi.



2. GEREC VE YONTEM

2.1 GEREC

2.1.1. Biyolojik Materyal

Etik kurul izni alinarak (Etik no: 42208298-040-04-02), Trabzon /Caykara’daki
bir igsletmeden temin edilen 232 adet gokkusagi alabaligi, denemeden 6nce 1 ay kadar
ortamda aligmaya birakildi. Deneyde Karadeniz suyunun deneme boyunca sicakligi
17-19°C, tuzluluk oran1 % 0.18, suyun debisi 1 litre/dakika ve giinlik su degisimi
15 kez olacak sekilde gerceklesti. Oksijen miktar1 8.2 mg/ml’nin altina diismedi.
Calismada kullanilan havuzlar Sekil 2.1°de gorulmektedir.

Sekil 2.1. Calismada kullamlan havuzlar



2.1.2. Kimyasal Maddeler, Bakteri Susu ve CoOzeltiler

2.1.2.1. Kimyasal Maddeler, Bakteri susu

- Asetonitril (Merck, 100030)

- Bactident oxydase (Merck, 1.13300.0001)

- Deiyonize su

- Dimetil formamide (Merck, 100397)

- Etil asetat (Merck, 100868)

- Fizyolojik tuzlu su (FTS)

- Florfenikol standard1 (Fluka, Lot # 08 1K1680)

- Florfenikol teknik standarti1 (Zhejang Pharmeceutical)
- Fosfat tampon ¢ozeltisi (0.1 M- pH 7,0)

- Glasiyel asetik asit (Merck, K19581956)

- Lactococcus garvieae susu (ATCC 43921)

- Metanol (Merck, 106007)

- MS-222 (Trikain Methanosulfonate, Sigma, E10521)
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2.1.2.2. Cozeltiler

Analitik Cozeltiler

Florfenikolin kas i¢i ve gavaj uygulama ¢Ozeltisi (10 mg/ml): 1008 mg FF
etkin maddesi 2ml dimetil formamide ¢6zdiiriildii FTS ile 10 ml’ye tamamlandi.

Florfenikol stok standardi (100 pg/ml): 1 mg FF etken maddesi tartildi, 3 ml
metanolde ¢Ozdurildi ve 7 ml saf su ile 10 ml’ye tamamlandi. Ara stoklar %0.1
asetik asitle seyreltildi.

0.1 M Fosfat Tampon: 7.1 NaH2POg g tartildi, saf suyla ¢ozdiiriildiikten sonra
hacmi 500 mI’ye tamamlandi.

%10’luk Asetik Asit Cozeltisi: 100 ml glasiyel asetik asite, 900 mlt ultra saf su
eklenerek hacim 1 L’ye tamamlanmustir.

%0.1°lik Asetik Asit Cozeltisi: %10’luk asetik asit ¢ozeltisinden alinan 1 ml

almarak ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

11



2.1.3. Arag ve Cihazlar

- Ylksek basingli sivi kromatografi (YBSK) ekipmani (PDA-Detector, LC
Pump, C18 Kolon (250mm X 4,6 mm X 5 pm), Otomatik 6rnekleyici, Marka
Shimadzu, Model 20-AT prominence, Japonya)

- Sogutmal1 santrifiij (Hettich marka) (Plazma ekstraksiyonu, Ankara)

- Sogutmal1 santrifiij (Sigma marka) (Kan plazmasi eldesi, Trabzon)

- Deiyonize Su Cihazi (Tip 3 su, Millipore marka)

- Ultra Saf Su Cihaz1 (Tip 1 su, Millipore marka)

- Azot evaporatoru (VLM Evra marka)

- Hassas terazi (Sartorius marka) (FF standartlarmn tartimi, Ankara)

- Hassas terazi (Monobloc marka) (Alabaliklarin tartimi, Trabzon)

- Hassas terazi (Denver marka) (FF teknik standardi tartimi, Trabzon )

- Vortex (Velp marka)

- Calkalamali inkubat6r ( Edmun Biihler T-15 marka)

2.1.4. Laboratuvar Malzemeleri

Agz1 vidali cam tiip (10 ml), Li- heparinli vakumlu tip (10 ml), balon joje
(250-1000 ml), cam pipet (1-10 ml), Otomatik pipet (10-100, 100-1000 pl), petri,
0ze, beher, mezir, huni, ependorf tip (1.5 ml), insiilin enjektorii, balik sondasi, rutin

laboratuvar arag ve gerecleri ile cam malzemeler.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Metot Validasyonu

Metot validasyonunda segicilik, dogruluk ve kesinlik, tekrar Uretilebilirlik,

dogrusallik, duyarlilik parametrelerine bakild.
Secicilik
Yontemin seciciligi ve 3 farkli (0.75, 1.5, 3 pg/ml) konsantrasyonda farkli

giinlerde analitin 5 farkli kor plazmaya eklenmesiyle bakildi. Kromatogramlarda

herhangi bir kirlilik gozlenmedi.

Dogruluk ve Kesinlik
Dogruluk, Kesinlik ve Tekrar Uretilebilirlik c¢alismalar1 3 farkli

konsantrasyonda (0.75, 1.5 ve 3 pg/ml) standardin plazmaya katilmasiyla farkli
giinlerde ¢alisild1.

Tekrar tretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik ¢alismalar1 3 farkli konsantrasyonda (0.75, 1.5 ve 3
pg/ml) standardin plazmaya katilmasiyla ¢ tekrar olarak ¢aligildi.

Dogrusalhk

Plazmada FF standardinin farkli konsantrasyonda (0.75, 1.5 ve 3 pg/ml)

yiiklenmesiyle regresyon egrisi ¢izildi.
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Duyarhhk

Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ), alabalik plazmasinda, 3 farkli
konsantrasyonda (0.75, 1.5 ve 3 ug/ml) egrileri ¢izdirilerek belirlendi.

Florfenikol standartinin YBSK cihazinda okutulmasi

Kalibrasyon egrisi ¢izmek amaciyla, FF, standartlar1 (Van de Riet ve ark 2003)
yontemi esas alinarak 3:7 oraninda metanol ve ultra saf suda c¢ozdirilerek 100
ug/ml’lik ana stok standardi olacak sekilde hazirlandi. Ana stoktan %0.1 asetik asit
ile 0.375, 0.75, 1.5, 3 ve 6 ug/ml yogunlukta ara standartlar hazirlandi. Hazirlanan
standartlar 20 ul hacimde YBSK cihazinda okutuldu (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. YBSK cihazt
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Geriye Kazamim Cahsmasi

Geri kazanim caligmalari i¢in ila¢g verilmemis alabaliklardan kan almarak
plazmalar1 ¢ikartildi ve iclerine bilinen miktar (0.75, 1.5 ve 3 pg/ml) standart (FF)
katildi. FF’li plazmalar, plazma ekstraksiyon metoduna gore hazirlanarak YBSK
cihazinda okutuldu. Belirtilen miktarlardaki geri kazanim calismasi 3 tekrar

yapilarak ortalama geri kazanim standart sonuglara gore % olarak hesaplandi.

2.2.2. Alabahklarda deney protokoli

Tartimla ortalama canli agirliklar1 belirlenen 232 adet alabalik 30 ginlik sure
sonunda; 1-saglikli kas i¢i FF uygulama grubu, 2-saglikli gavaj FF uygulama grubu,
3-enfekte kas ici FF uygulama grubu, 4-enfekte gavaj FF uygulama grubu, 5-negatif
kontrol (hicbir islem yapilmayan) grubu ve 6-enfekte pozitif kontrol grubu olmak

iizere toplam 6 gruba ayrild1 (Cizelge 2.1.)

Baliklara FF uygulama (enjeksiyon ve gavaj), enfekte etme ve baliklardan kan
alma islemlerinden once anestezik olarak Tricaine Methanosulfonate (MS 222)

kullanildi. Uygulamadan 48 saat 6nce baliklara yem verilmesi kesildi.
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Deney Gruplarina;

Grup 1 deki alabaliklara 10 mg/kg c.a dozunda FF sirt bolgesinden kas ici
enjekte edildi.(n:5)

Grup 2 deki alabaliklara 10 mg/kg c.a dozunda FF gavajla verildi.(n:5)

Grup 3 deki alabaliklara intraperitoneal olarak 1x10° cfu/0.1 ml Lactococcus
garvieae ile enfekte edildi ve 48 saat inkubasyona birakildiktan sonra, 10 mg/kg c.a
dozunda FF kas ici enjekte edildi.(n:5)

Grup 4 deki alabaliklara intraperitoneal olarak 1x10° cfu/0.1 ml Lactococcus
garvieae ile enfekte edildi ve 48 saat inkubasyona birakildiktan sonra, 10 mg/kg c.a
dozunda FF gavajla verildi.(n:5)

Grup 5 (Negatif kontrol), enfekte edilmemis grup deneme boyunca izlendi.

Grup 6 (Pozitif kontrol), intraperitoneal olarak 1x10® cfu/0.1 ml Lactococcus
garvieae ile enfekte edildi ve 48 saat inkubasyona birakilarak deney boyunca
izlendi.(n:10)

Cizelge 2. 1. Alabalik farmalokinetik ¢aligma gruplari ve FF dozlari

Gruplar FF dozu Uygulama Yolu
1. saglikli 10 mg/kg .M.

2. saglikli 10 mg/kg Gavaj

3. enfekte ( Intraperitoneal 10 mg/kg* .M.

L.garvieae ile)

4. enfekte ( Intraperitoneal 10 mg/kg* Gavaj
L.garvieae ile)

5. Negatif kontrol (enfekte

edilmemis)

6. Pozitif Kontrol (enfekte

edilmis)

*flag uygulamalar L.garvieae ile 48 saatlik inkubasyon sonrasi
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Alabalik farmakokinetik ¢alisgmasinda Grup 1, 2, 3, 4’ teki alabaliklardan (n:5,
her zaman dilimi igin) 1., 3., 6., 12., 24., ve 48. saatlerde kuyruk venasindan lityum
heparinli tlplere 1-2 ml civarinda kan alind1 (Sekil 2.5) ve zaman gecgirmeden 3000
g/dk’da 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazmalar -18°C’de saklandi.
Metoda uygun sekilde plazmalardan 500 pl kullanildi.

2.2.2.1. Lactococcus garvieae’nin LD50 dozunun hesaplanmasi, alabahklarin

enfekte edilmesi ve bakterinin geri izole edilmesi

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiltesi Su Uriinleri Hastaliklar1
Anabilim Dalindan temin edilen L. garvieae ATCC 43921 susu Nutrient Broot
icerisinde 30°C’de 18 saat g¢alkalamali inkubatorde ¢ogaltildi ve steril Tuzlu Fosfat
Tamponu (PBS) soliisyonuyla besi yerinden ayrildi. PBS’le sulandirilmis bakterinin
farkli diliisyonlarda, Triptik Soy Agarda (TSA) saymmi yapilarak koloni olusturan
birim (cfu) hesaplandi (Tire, 2015). LD50 degerini belirlemek igin; 3x10°, 1,1x10°,
9,5x10° cfu dozlarmda L. garvieae ile 10’ar balikta enfeksiyon yapilarak Behrens
Karber metoduna gore belirlenen LD50 dozu ile (1x10° cfu/0.1 ml) alabaliklar
intraperitoneal enfekte edildi. Baliklarda 48 saatlik inkubasyonu takiben 10 mg/kg
dozunda Kkas ici (Sekil 2.3) ve gavaj (Sekil 2.4) florfenikol uygulamalarma gegildi.

Bakterinin geri izole edilmesi amaciyla enfekte gruplarda inkubasyon periyodu
esnasinda Glen baliklardan bobrek ve karacigerlerinden, TSA’ya ekimleri yapilmis
aerobik sartlarda 25-30°C’de 24-48 saat inkube edilmistir. Oksidaz testi icin TSA’da
iireyen bakterilerden steril 6ze yardimi ile saf koloni alinarak serum fizyolojik ile
islatilmis test kagitlarina yayilmis kagit yiizeyinde renk degisimine bakilmistir.
Katalaz testi i¢in TSA’da iiremis taze koloniden bakteri temiz bir lam iizerine
damlatilmis bir damla %3’liik hidrojen peroksit iizerine yayilarak gergeklestirilmistir

(Tiire, 2015).
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Sekil 2.3. Kas i¢i FF uygulamast

Sekil 2.4. Gavajla FF uygulamasi
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Sekil 2.5. Alabaliktan kan alimi

2.2.3. Plazmadan FF ekstraksiyonu

Plazma ekstraksiyonu ve mobil faz icin Anadon ve ark. (2008) ile Van de Riet
ve ark (2003)’nin metodu ¢esitli modifikasyonlarla kullanildi. FF analizi i¢in 0.5 ml
kan plazmasi almarak %0.1 asetik asitle hacim, cam tipte 1 ml’ye tamamland:.
Uzerine 1 ml 0.1 M fosfatli tampon ¢ozeltisi (pH:7) eklendi. Bunu da tizerine 4 ml
etil asetat eklendi. 10 dakika boyunca yiiksek hizda calkalayicida karistirildi. Daha
sonra Ustteki 3 ml hacimdeki sipernatant bagka bir cam tiipe ayrildi. Geri kalan
kismin tizerine 2 ml daha etil asetat eklenerek islemler tekrarlandi. 2 ml hacimdeki
stipernatant almarak daha onceden ayrilmig olan siipernantanta eklendi. Cam tlpteki
5 ml etil asetat 40°C azot evaporatorde uguruldu (Sekil 2.6). Uzerine 1 ml mobil faz
(725 ml ultra saf su, 265 ml asetonitril, 4 ml %10’luk asetik asit) eklenerek
¢ozdiraldu. Viyallere konuldu ve YBSK cihazinda 20 pl hacimde, 0.8 ml/dakika akis
hizinda, 25°C’de okutuldu.
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Sekil 2.6. Azot evaporator

2.2.4. Patolojik Incelemeler

Saglikli ve enfekte olmus alabaliklardan alinan Ornekler %10°luk nétral
formalin solisyonunda tespit edildi. Dokular 3-4 mm kalinliginda kiigiiltiildii. Doku
takip cihazinda alkol, ksilol ve parafin serilerinden gegirilerek parafinde bloklandu.
Bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak Hematoxilen-Eosin (HE) ile
boyandi. Hazirlanan preperatlar 151k mikroskobunda incelendi (Yicel ve Ozkul,
2016).

2.2.5. Farmakokinetik Hesaplamalar ve Istatistik

Farmakokinetik hesaplamalar kompartimansiz metoda gore, win-nonlin
programi  (Version 5.2, Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA)
kullanilarak hesaplandi. Istatistiksel hesaplamalarda SPSS 15 for Windows paket
programi kullanildi. Normal dagilim gosteren parametrelerde gruplar arasi

kargilagtrmada student t testi, normal dagilmayanlarda Mann Whitney U non
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parametrik testi kullanildi. Buna gore hem gavaj i¢i hemde kas i¢i uygulamalarin 12.
saati normal dagilim gostermediginden bu gruplarda Mann Whitney U non
parametrik testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Veriler ortalama + standart hata seklinde verildi.

21



3. BULGULAR

3.1. Validasyon Caliyma Bulgulan

3.1.1. Standart FF kalibrasyon egrisi bulgusu

Ana FF stok standardindan 0.375, 0.75, 1.5, 3 ve 6 pg/ml yogunlukta %0.1
asetik asit ile ara standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar 20 pl hacimde YBSK
cihazinda okutuldu. Farkli dozlarda cihazda elde edilen alanlar dogrultusunda
kalibrasyon egrisi ¢izdirildi (Sekil 3.1). Regresyon formiilii ve katsayisi hesaplanarak

Cizelge 3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. FF standart regresyon formiilii ve katsayisi

Regresyon formiili r2

FF standart y = 73334x + 921,89 1

500000
450000 .
y = 73334x + 921.89 =
400000 R2=1 =
350000
300000
250000
200000
150000
100000 el
50000 e
..
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.1. FF Standart kalibrasyon egrisi
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3.2.1. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogruluk ve kesinligi ii¢ farkli yogunlukta (0.75, 1.5 ve 3 ug/ml) FF

standardinin plazmaya katilarak hesaplanan geri kazanim sonuglar1 ve yiizdeleri

Cizelge 3.2°de gosterildi.

Cizelge 3.2. Plazma FF validasyon ¢aligmasi dogruluk ve kesinlik sonuglari

Geri kazanim Goreceli
Florfenikol Konsantrasyon ortalama (ug/ml) | Geri kazanim (%) | standart sapma
(ng/ml) (n:3) RSD (%)
0.75 0.65+0.09 87.32 14.05
Alabalik plazma 1.5 1.23+0.31 81.76 25.55
3 2.52+0.42 84.00 16.84

3.2.2. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar tretilebilirlik calismalar1 farkl: giinlerde ii¢ farkli yogunlukta (0.75, 1.5
ve 3 pug/ml) belirlendi sonuclar Cizelge 3.3’de gosterildi.

Cizelge 3.3. Plazma FF validasyon ¢aligmasi tekrar iiretilebilirlik sonuglari

Goreceli standart sapma
Florfenikol Konsantrasyon (ug/ml) RSD (%)
0.75 5.99
Alabalik plazma 15 1.39
3 4.97
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3.2.3. Duyarhhk

Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ), alabalik plazmasinda (0.75, 1.5 ve 3
ug/ml) 3 farkli dozda egrileri ¢izdirilerek belirlenen LOD ve LOQ degerleri Cizelge
3.4’de verilmistir. Kor plazma Ornegi kromatogrami Sekil 3.2°de, kor plazma

ornegine 3 pg/ml'lik FF eklenmis kromatogram Sekil 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Plazma validasyon ¢alismasi FF tespit ve tayin limitleri

Alabalik plazma
Florfenikol LOD (pg/ml) 0.0040
LOQ (ug/ml) 0.0123

mA
fZ=3nm, anm (1.00)

ALTATN3TAL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
o.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 3.2. FF eklenmemis kor alabalik plazma Grnegine ait kromatogram
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134

124
114

10

6/7.184/47253

354/16011212.016/16064

7123126123666

31,

Sekil 3.3. FF (3 pg/ml) eklenmis alabalik plazma 6rnegine ait kromatogram

3.2.4. Dogrusallik

Lineer regresyon metoduna gore kalibrasyon egrisi ve regresyon dogrusu
formiilii, alabalik plazmasinda FF ii¢ farkli yogunlugunda yiiklenmesiyle (0.75, 1.5
ve 3 pg/ml) hesaplandi. Cizelge 3.5’de regresyon formiilii ve regresyon katsayisi,

geri kazanim egrisi ise Sekil 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Plazma validasyon ¢aligmasi regresyon formiilii ve katsayisi

Regresyon formili r?

Alabalik plazma y = 61508x + 552.72 0.9995
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Sekil 3.4. Plazma FF geri kazanim egrisi
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3.3. Florfenikol plazma yogunluk bulgulari

FF uygulanan alabalik deney gruplarma ait zaman-yogunluk degerleri Cizelge

3.6., 3.7., 3.8., 3.9°da, zamana bagl degisim egrileri ise Sekil 3.5., 3.6., 3.7, 3.8’de

verilmistir.

Cizelge 3.6 Saglikli alabaliklarda kas i¢i 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi farkli zaman dilimlerinde alinan

plazma orneklerinde belirlenen FF yogunluklari (pug/ml)

Zaman Plazma 6rnekleri FF yogunluklart (n:5)
(Saat) Ortalama Standart
1 2 3 4 5 Sapma
1 1.448 1.806 1.503 1.546 1.937 1.648 0.212
3 2471 4.947 2.495 1.169 1.319 2.480 1.512
6 2.898 2.380 1.101 1.707 1.102 1.838 0.793
12 0.587 0.390 0.618 1.293 0.346 0.647 0.380
24 0.177 0.069 <LOD <LOD <LOD 0.123 0.076
48 0.013 0.015 <LOD <LOD <LOD 0.014 0.001
3
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Sekil 3.5. Saglikli alabaliklarda kas i¢i 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi alinan 6rneklerde ortalama
plazma yogunlugu-zaman egrisi
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Cizelge 3.7. Enfekte alabaliklarda kas i¢i 10 mg/kg dozunda FF uygulanmasi sonrast farkli zaman dilimlerinde
alinan plazma 6rneklerinde belirlenen FF yogunluklari (pg/ml)

Zaman Plazma 6rnekleri FF yogunluklar (n:5)
(Saat) 1 5 3 7 5 Ortalama | Standart
Sapma
1 0.716 2.161 2.304 0.980 1.735 1.579 0.705
3 3.599 2.709 2.384 2.286 3.0658 2.809 0.537
6 2.243 3.328 2.282 1.904 3.471 2.646 0.705
12 1.616 1.476 1.492 1.555 2.085 1.645 0.252
24*
48*
*24 ve 48. saatlerde <LOD
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Sekil 3.6. Enfekte alabaliklarda kas i¢i 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi alinan orneklerde ortalama
plazma yogunlugu-zaman egrisi
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Cizelge 3.8. Saglikli alabaliklarda gavaj 10 mg/kg dozunda FF uygulanmasi sonrasi farkli zaman dilimlerinde
alinan plazma 6rneklerinde belirlenen FF yogunluklari (pg/ml)

Zaman Plazma 6rnekleri FF yogunluklar (n:5)
(Saat) 1 2 3 4 5 Ortalama | Standart
Sapma
1 0.113 0.1792 0.612 <LOD <LOD 0.301 0.270
3 1.304 1.900 1.432 1.738 1.686 1.612 0.240
6 0.633 0.872 0.357 1.154 1.649 0.933 0.496
12 0.502 0.394 0.391 0.335 0.634 0.451 0.118
24 0.024 0.032 0.063 0.031 0.071 0.044 0.021
48 <LOD <LOD 0.019 <LOD <LOD 0.019
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Sekil 3.7. Saglikli alabaliklarda gavaj 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi alinan 6rneklerde ortalama plazma
yogunlugu-zaman egrisi (pg/ml)
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Cizelge 3.9. Enfekte alabaliklarda gavaj 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi farkli zaman dilimlerinde alinan
plazma 6rneklerinde belirlenen FF yogunluklar (pg/ml)

Ortalama | Standart
Zaman Plazma 6rnekleri FF yogunluklar (n:5) Sapma
(Saat) 77 2 3 4 5
1 1.043 2.193 0.595 1.363 0.184 1.076 0.767
3 1.054 2.201 1.623 1.521 1.410 1.562 0.416
6 3.371 2.626 1.384 2.271 0.747 2.080 1.032
12 0.527 0.581 1.485 1.189 1.139 0.984 0.414
24*
48*
*24 ve 48. saatlerde <LOD
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Sekil 3.8. Enfekte alabaliklarda gavaj 10 mg/kg dozunda FF uygulama sonrasi alinan 6rneklerde ortalama plazma

yogunlugu-zaman egrisi (pg/ml)
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Kas ici ve gavajla 10 mg/kg dozunda FF uygulanan saglikli ve enfekte alabalik
gruplarinin plazma yogunlugu-zaman degerlerinin (ug/ml) istatistiki karsilagtirilma
sonuglar1 Cizelge 3.10 ve Cizelge 3.11°de verilmistir. Her iki grupta 24. ve

48.saatlerde yeterli veri olmadign i¢in istatistiki degerlendirme yapilamadi.

Cizelge 3.10. Kas i¢i 10 mg/kg dozunda FF uygulama yapilan saglikli ve enfekte alabalik plazma yogunlugu-
zaman degerleri (ug/ml) istatistik karsilagtirmasi

1.saat 3.saat 6.saat 12.saat
Saglikli alabalik FF
degerleri 1.65+0.95 2.48+0.68 1.84+0.36 0.65+0.17
Enfekte alabalik FF
degerleri 1.58+0.31 2.81+0.24 2.64+0.32 1.65+0.11**

** P<0.01. Ayni siitundaki gruplar arasindaki fark énemlidir.
Saglikli ve enfekte kas i¢i FF alabalik plazma yogunluk-zaman degerleri 1., 3.,

6. saatler arasinda (P<0.05) benzer, 12. saatte ise 6nemli (P<0.01) fark gosterdi.

Cizelge 3.11. Gavaj yoluyla 10 mg/kg dozunda FF uygulama yapilan saglikli ve enfekte alabalik plazma
yogunlugu-zaman degerleri (pg/ml) istatistik karsilastirmasi

1.saat 3.saat 6.saat 12.saat
Saglikli alabalik FF degeri 0.30+0.16 1.61+0.11 0.93+0,22 0,45+0,05
Enfekte alabalik FF degeri 1.08+0.34 1.56+0.19 2.08+0.46 0.99+0.19*

* P<0.05. Ayni siitundaki gruplar arasindaki fark énemlidir.
Saglikli ve enfekte gavaj FF alabalik plazma yogunluk-zaman degerleri 1., 3.,

saatlerde (P<0.05) benzer, 6. saatte P=0.055, 12. saatteki fark ise dnemli (P<0.05)

bulundu.
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3.4. Farmakokinetik bulgular

Saglikli ve enfekte alabalik plazma orneklerinin win-nonlin (Version 5.2,

Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA) programi kullanilarak hesaplanan

FF’ye ait farmakokinetik parametre sonuglar1 Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. Saglikli ve enfekte alabaliklarda kas igi ve gavaj 10 mg/kg dozda uygulanan FF’ye ait
farmakokinetik parametreler (n:5)

Saghkh (IM) | Enfekte (IM) |Saghikh (Gavaj) | Enfekte(Gavaj)

Tmax (5) 3 3 3 6
Crmax (Mg/L) 2.480 2.809 1.612 2.080
Thast (S) 48 12 48 12
Ciast (Mmg/L) 0.014 1.645 0.019 0.984
AUCiast (Mg.S/L)) 25.170 26.235 13.792 17.836
AUCai (mg.s/L) 25.170 26.235 13.792 17.836
Vz_F_ons(L) 3.433 3.049 7.1842 3.117
CI_F_ons (L/saat) 0.395 0.189 0.7146 0.388
CI_F_pred (L/saat) 0.395 0.187 0.7186 0.388
MRTlast(s) 8.041 5.874 8.5062 5.884
F (%) 55 (%) 68 (%)

AUCy : Dozlama zamanindan gozlenen son konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan

AUC st : Dozlama zamanindan son odl¢iilebilir konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan

Cl_F_ons : Ekstravaskiler uygulama icin gézlenen toplam vicut Klirensi (F=emilen doz kismi)

CL_F_pred : Ekstravaskiler uygulama icin tahmin edilen toplam viicut klirensi (F=emilen doz

kismi)

Clast : Son dl¢llebilen konsantrasyon

Crnax : Maksimum konsantrasyon

F : Nispi biyoyararlamim

MRT jast :Dozlama zamanindan dlg¢iilebilir son konsantrasyona kadar olan ortalama kalis siiresi.

Tiast :Son ol¢iilebilen konsantrasyon zamani

Tmax :Maksimum konsantrasyona ulasma siiresi

Vz F obs :Terminal fazda belirlenen dagilim hacmi (F= emilen doz kismi)
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Saglikli ve enfekte alabaliklarda kas i¢i 10 mg/kg dozda uygulanan FF’Un,
maksimum konsantrasyona ulagma siresi (Tmax) 3. Saat olarak bulundu. Maksimum
yogunluk (Cmax) saglikli alabaliklarda 2.480 pg/ml, enfekte alabaliklarda 2.809 pg/ml
bulundu. Saglikli alabaliklarda son konsantrasyon (Tlast) 48.saatte, enfekte
alabaliklarda ise 12. saatte Olgilildii. Saglkli alabaliklarda 06lgllebilen son
konsantrasyon (Ciast) 0.014 pg/ml, enfekte alabaliklarda 1.645 pg/ml olarak bulundu.
Saglik alabaliklarda, dozlama zamanindan son 6lgiilebilir konsantrasyona kadar egri
altinda kalan alan AUCjst mg.s/L ve dozlama zamanindan goézlenen son
konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan AUCa 25.170 mg.s/L, enfekte grupta
ise 26.235 mg.s/L olarak bulundu. Saglik alabaliklarda, terminal fazda gd6zlenen
dagilim hacmi (Vz_F_obs) 3.433 L, enfekte alabaliklarda ise 3.049 L olarak bulundu.
Saglikli alabaliklarda, ekstravaskiler uygulama igin gozlenen toplam viicut klirensi
(CLF ops) 0.395 L/saat, enfekte alabaliklarda ise 0.189 L/saat olarak bulundu.
Saglikli alabaliklarda, ekstravaskiler uygulama igin tahmin edilen toplam viicut
Klirensi (Cl_F _preq) 0.395 L/saat, enfekte alabaliklarda ise 0.187 L/saat olarak
bulundu. Saglikli alabaliklarda, dozlama zamanindan 6lgiilebilir son konsantrasyona
kadar olan ortalama kalis stiresi (MRTiast) 8.041 saat, enfekte alabaliklarda ise 5.874

saat olarak bulundu.

Saglikli ve enfekte alabaliklarda gavaj ile 10 mg/kg dozda uygulanan FF’n,
maksimum konsantrasyona ulasma suresi (Tmax) sirasiyla 3. saat ve 6. saat olarak
bulundu. Saglikli alabaliklarda, maksimum yogunluk (Cmax) 1.6124 pg/ml, enfekte
alabaliklarda 2.0805 pg/ml, bulundu. Saglikli alabaliklarda son konsantrasyon (T)ast)
48.saatte, enfekte alabaliklarda ise 12. saatte Olgiildii. Saglhkli alabaliklarda
Olculebilen son konsantrasyon (Ciast) 0.0199 pg/ml, enfekte alabaliklarda 0.984 pg/ml
olarak bulundu. Saghkli alabaliklarda, dozlama zamanmdan son 6lgiilebilir
konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan (AUCpst) mg.s/L ve dozlama
zamanindan gozlenen son konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan (AUCa)
13.792 mg.s/L, enfekte alabaliklarda ise 17.836 mg.s/L olarak bulundu. Saglikli
alabaliklarda, terminal fazda gozlenen dagilim hacmi (Vz_F _obs) 7.1842 L, enfekte
alabaliklarda ise 3.117 L olarak bulundu. Saglk alabaliklarda, ekstravaskiler

uygulama icin gozlenen toplam vicut klirensi (Cl_F_obs ) 0.7146 L/saat, enfekte
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alabaliklarda ise 0.388 L/saat olarak bulundu. Saglikli alabaliklarda, ekstravaskuler
uygulama i¢in tahmin edilen toplam vicut klirensi (CI_F_preq) 0.7186 L/saat, enfekte
alabaliklarda ise 0.388 L/saat olarak bulundu. Saglikli alabaliklarda, dozlama
zamanindan Olgiilebilir son konsantrasyona kadar olan ortalama kalis siiresi
(MRTlast) 8.5062 saat, enfekte alabaliklarda ise 5.884 saat olarak bulundu. Nispi
biyoyararlanim (F) saglikli ve enfekte gruplarda sirasiyla %55 ve %068 olarak

bulundu.

3.5. Patolojik ve mikrobiyolojik bulgular

3.5.1. Patolojik Bulgular

Enfekte gruplarda inkubasyon periyodunda ve uygulamalar esnasinda,
durgunluk, duzensiz yiizme, periorbital hemoraji, ekzoftalmus, renk degisikligi,
ascites, kornea ulseri gibi klinik semptomlar gézlendi (Sekil 3.9., 3.10). Yapilan
nekropsilerde karacigerde lokal kanamalar ve asites gézlemlenmistir (Sekil 3.11.,
3.12.). Histopatolojik incelemeler amaciyla saglikli ve enfekte gruplardan alinan
karaciger, bobrek, bagirsak ve solungag numuneleri %10’luk formaldehit ile tespit
edilerek Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali’na
getirilerek incelendi. Yapilan incelemelerde saglikli ve enfekte grubun solungac,
karaciger, dalak, bobrek, bagirsaklarinda histopatolojik olarak herhangi bir fark
g6zlemlenmedi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.9. Gozlerde ekzoftalmus

Sekil 3.10. Gozlerde periorbital kanama
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Sekil 3.11. Karacigerde kanamalar

Sekil 3.12. Karm boslugunda sivi
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Sekil 3.13. Histolojik bulgular (Enfekte edilmeyen baliga ait solungag (a), karaciger (c), dalak (e), bobrek (g),
bagirsak (i) histolojik gériiniimii; Enfekte edilen baliga ait solunga¢ (b), karaciger (d), dalak (f), bobrek (h),
bagirsak (j) histolojik goriiniimii)
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3.5.2. Mikrobiyolojik Bulgular

Triptik Soy Agar’da Ureyen kolonilerin toplu igne bas1 biiylikligiinde diizgin
kenarli oldugu gorilmistiir (Sekil 3.14). Kolonilerle yapilan biyokimyasal testlerde
Oksidaz ve Katalaz negatif olarak bulundu. Klinik belirtiler ve biyokimyasal test

sonuglar1 izole edilen bakterinin L.garvieae oldugunu dogruladi.

Sekil 3.14. TSA’da iireyen koloniler
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4. TARTISMA

Enfeksiyonlarin sagaltiminda ilaglarin uygun doz ve siirede kullanilmasi,
ilagctan beklenen tam etkinin goriilmesi i¢in onemlidir. Sagaltim antibakteriyellerin
uygun doz ve siirede kullanim, hem tedavi bagarisi hem de antibakteriyel direng
gelisiminin onlenmesi yoniinden &nemlidir. Ilaglar i¢in uygun doz ve uygulama
strelerinin belirlenmesi farmakokinetik ¢aligmalarla miimkiin olabilmektedir.
[laglarin farmakokinetik ¢alismalar1 ¢ogunlukla saghkl bireylerde yapilmakta, ancak

uygulamalar hastalarda gerceklestirilmektedir (Riviere ve Papich, 2009).

[lacin viicuttaki kinetigi cok sayidaki organin normal fonksiyonuna bagli,
emilme, dagilma, metabolize edilme ve atilmadan olusan biitiinsel bir olaydir. Bu
organlarin herhangi birindeki patolojik degisiklik sadece o organla ilgili ilag
kinetigini degil, diger organlardakini de etkiler. Organlarda islev bozukluguna neden
olabilecek nitelikteki enfeksiyonlarin (kardiyovaskiler sistem, gastrointestinal
sistem, karaciger ve bobrek vb) ilaglarin farmakokinetigine etkisini belirlemeye
yonelik yapilan caligmalarda, organlardaki patolojik bozukluklarm ilacin emilme
dizeyi, goriiniir dagilim hacmi, plazma proteinlerine baglanma orani, plazma yar1
omrd, plazma ve karaciger Klirensi gibi faktorlerde degisikliklere neden olabildigi
kaydedilmistir (Wilson ve Bromberg, 1981).

Agizdan uygulanan ilaglarda sindirim sisteminden, 6zellikle de bagirsaklardan
emilme, ilacin ilk farmakokinetik asamasini olusturur. Sindirim sisteminden ilacin
emilim diizeyini ilacin partikiil biiyiikligii, ¢coziiniirligl, lipofilisitesi, iyonizasyon
durumu ve dissosiasyon hiz sabiti gibi ilagla ilgili faktorler etkileyebilecegi gibi,
sindirim sistemi pH’si, bolgesel kan akis miktari, emilme yiizey alani, bagirsak
motilitesi, bosluk/doluluk gibi canlnin sindirim sistemine iliskin faktorler de dnemli

Olclde etkiler (Smith ve ark., 2012).
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Evcil hayvanlarda enfeksiyonlarin sagaltiminda dogru doz ve siirede ilag
kullanim1 sadece sagaltimin etkinligi acgisindan degil, halk sagligi yoniinden,
olusabilecek ilag kalintilarin O6nlenmesi ve viicuttan ilacin atilmasi i¢in gereken
siirenin (ilag Kalint1 Armma Siiresi-iKAS) dogru sekilde tespit edilmesi agisindan da
onemidir. Oysa hayvanlarda da ila¢ kullanim doz ve siireleri, ilag prospektiislerinde
verilen ve saglikli hayvanlarda yapilan c¢alismalardan elde edilen veriler
uzerindendir. Enfeksiyonlarda degisen ilag farmakokinetik profilinin belirlenmesi,
dogru doz, uygulama siiresi ve sikligmin tespiti yaninda, dogru IKAS degerinin
belirlenmesi i¢in de ©Onemlidir. Bu durum, ila¢g farmakokinetiginin yasadiklar1
ortamin 1sisina bagl olarak degisim gosterdigi poikiloterm canlilarda (balik gibi)
daha da Onemlidir (Ocenda ve ark., 2016). Belirtilen nedenle balik gibi su
hayvanlarinda hem yasadiklar1 su ortamina ve hem de enfeksiyona gore ilaglarin
farmakokinetiginin belirlenmesi, dogru bir tedavi i¢in elzemdir. Bu kapsamda,
alabaliklarda ciddi kayiplara neden olan basta Lactococcus garvieae enfeksiyonlari
olmak (zere, balik enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
florfenikoliin farmakokinetik profilinin hastalik durumlarinda ortaya konulmasi,
Minimal Inhibitsr Konsantrasyonun (MIK) iizerinde plazma ila¢ yogunluguna
ulagsma ve zamana bagli olarak bu konsantrasyonu siirdiirmesinin saglanmasi tedavi

basaris1 ve direng gelisiminin engellenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Zhao ve

ark., 2011).

L. garvieae ile enfekte alabaliklarda FF’Un farmakokinetik profilini belirlemek
amaciyla yapilan bu c¢alismada, plazmadan FF analizi i¢in yararlanilan Anadon ve
ark. (2008) ile Van De Riet ve ark. (2003)’na ait metotlar valide edilerek
kullanilmistir. Alabalik plazmasindan FF analizinin metot validasyonu i¢in yapilan
calismasinda dogruluk ve kesinlik, tekrar iretilebilirlik, duyarlilik ve dogrusallik
yoniinden caligma sonuglart metodun spesifik, gegerli ve geri kazanim bakimindan
calisilan ti¢ konsantrasyonda (0.75, 1.5 ve 3 pug/ml) yiksek olarak (sirasiyla %87.32,
81.76 ve 84) bulunmustur (Cizelge 3.2). Alabalik plazmasindan lineer regresyon
metoduna gore kalibrasyon egrisi ve regresyon dogrusu formiiliiniin hazirlanmasi
icin alabalik plazmasmna katilan FF’in ¢ farkli (0.75, 1.5 ve 3 pg/ml)

konsantrasyonunun verdigi egrinin 12 degeri 0.9995 olarak bulundu ( Cizelge 3.5).
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Metodun laboratuvar kosullarinda plazmadan FF analizi i¢in tespit (LOD) ve
tayin limiti (LOQ) sirasiyla 0.0040 ve 0.0123 pg/ml olarak bulundu. Benzer diger
caligmalarda LOQ degeri 0.03ug/ml (Feng ve ark., 2008); 0,05 pg/ml (Lim ve ark.,
2010); 0.02 pg/ml (Anadon ve ark., 2008); 0.39 ug/ml (Lewbart ve ark., 2005); 0.03
pug/ml (Pourmolaie ve ark., 2015) ve 0.015 pg/ml (Yang ve ark., 2013) olarak
bulunmustur. Bu ¢aligmada belirlenen FF i¢in LOQ degeri (0.0123 pg/ml) yoniinden
metodun benzer ¢aligmalardan elde edilenlere gore daha hassas oldugu goriilmiistiir.
Geriye kazanim degerlerinin ise Feng ve ark. (2008) (%89.16-96.13); Pourmolaie ve
ark. (2015) (%92.3-98.1); Yang ve ark. (2013) (%81.4-89.0) tarafindan yapilan
calismalardan elde edilenlere benzerlik (%81.76-87.32) gosterdigi gdzlenmistir.

Deneysel calismada, ilag uygulamadan once deney grubunda bulunan ve
intraperitoneal yolla L. garvieae ile enfekte edilen baliklar ile pozitif kontrol
grubunda 48 saatlik bekleme siiresinin sonunda yapilan gézlemde, enfekte baliklarda
tek veya iki tarafli ekzoftalmus, diizensiz yiizme, deride renk degisikligi, karin
boslugunda sivi toplanmasi, karacigerde petesiyel kanamalar makroskopik bulgular
ve baliklardan alman Orneklerde yapilan bakteriyolojik analizlerde etkenin
izolasyonu ile enfeksiyon gelistigi tespit edilmistir (Sekil 3.9., Sekil 3.10., Sekil
3.11., Sekil 3.12., Sekil 3.13). Makroskopik bulgular Avci ve ark. (2013)’nin yaptigi

arastirmanin bulgularma benzerlik gostermistir.

Calismada farmakokinetik hesaplamalar kompartimansiz metoda gore
yapilmigtir. Arastirmanin ilag plazma yogunlugu-zaman degerleri ile farmakokinetik
analiz sonuglar1 L.garvieae ile enfekte alabaliklarda FF’{in farmakokinetik profilinin
enfeksiyona bagli olarak degisebilecegini gostermistir (Cizelge 3.12). Saglikh
alabalik kas i¢ci 10 mg/kg uygulanan FF’iin bazi plazma degerlerine bakildiginda
(Cizelge 3.6) ortalama degerler bakimindan en yiiksek diizeyin 3. saatte goriildigi,
bu saatten sonra diizeyin diistiigii, diisiisiin 6zellikle 12. saatten itibaren daha belirgin
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6). Bireysel degerlere gore, 24. ve 48. saatte 3 balikta,
plazma FF degeri < LOD bulunmustur. Bu durum agirlikli olarak saglikli baliklarda
FF’in 12. saatte 6nemli dlgiide atildigini gdstermektedir. Kas ici 10 mg/kg FF
uygulanan enfekte alabalik degerlerine bakildiginda ise (Cizelge 3.7) ortalama
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degerler bakimindan yine en ylksek konsantrasyonun 3. saatte oldugu, fakat 6. saate
kadar hemen hemen bu diizeyin korundugu (platoya yakin) (Sekil 3.7), 12. saatte ise
yaklasik yari yariya distiigii goriilmektedir. Enfekte grupta saglikli gruptan farkli
olarak 12. saatten sonra >LOD deger alinamamistir. Fakat genel anlamda gerek
saglikli ve gerekse enfekte kas i¢i grubunda ilacin (>LOD) atilimi 12. saatte

gerceklesmektedir.

Saglikli alabaliklara gavaj yoluyla 10 mg/kg uygulanan FF’in plazma
degerlerine bakildiginda (Cizelge 3.8) ortalama degerler bakimindan en yiiksek ilag
dizeyine saglikli ve enfekte kas i¢i grubunda oldugu sekilde 3. saatte ulasildigi, bu
saatten itibaren ilacin plazmada azaldigi, en belirgin diisiisiin yine 12. saatte oldugu
gorilmiistiir. Ancak, ilacin < LOD degerlere ulagsmasi 48. saatte olmus, yani atilma
stiresi uzamistir (Sekil 3.8). Bu durum gavaj ile uygulanan ilacin, kas i¢ine gore
sindirim sisteminde parcalanma, ¢0ziilme, emilme gibi asamalara ugramasindan

kaynaklanmistir (Riviere ve Papich, 2009).

Enfekte alabaliklara gavaj yoluyla 10 mg/kg uygulanan FF’iin plazma
degerlerine bakildiginda ortalama degerler bakimindan ilacin 1 ve 3. saatler arasinda
yakin konsantrasyon gosterdigi (platoya yakim), en yiksek ila¢ dizeyine 6. saatte
ulagildigi, 12. saatten sonra da degerlerin < LOD oldugu goézlenmistir (Sekil 3.9).
Sonug olarak kas i¢i ve gavaj yoluyla 10 mg/kg dozda uygulanan FF’iin plazma
yogunlugu-zaman egrisi genel anlamda enfekte alabalik gruplarinda sagliklilara gore
bir artig géstermis, ancak bu artis 6zellikle 12. saatte anlamli (P<0.01) (Cizelge 3.10)

bulunmustur.

Balik farmakokinetik caligsmalarinda, 6zellikle kiiciik baliklarda, gelismis
deney hayvanlarinda oldugu sekilde tiim zaman dilimleri i¢in ayn1 hayvandan tekrarl
kan alma sanst olamadigindan istatistik analizler gerceklestirilememektedir.
Belirtilen nedenle istatistik  degerlendirme yapilamayan bu ¢aligmanmn
farmakokinetik analiz sonuglarma gore (Cizelge 3.12) kas ici FF uygulanan saglikli
ve enfekte alabalik gruplarmin Tmax (S), Cmax (MQ/L), Tiast (S), Ciast (Mg/L), AUCast
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(mg.s/L), Vz_F obs (L), CI_F_obs (L/saat) ve MRTiast (S) farmakokinetik parametre
degerleri swrastyla 3, 3; 2.480, 2.809; 48, 12; 0.014, 1.645; 25.170, 26.235; 3.433,
3.049; 0.395, 0.189 ve 8.041, 5.874 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda Cmax Ve Tmax degerleri her iki grupta birbirine yakin ¢ikmistir. Bu
durum FF’iin kas i¢i emilmesi yoniinden saglikli ve enfekte gruplar arasinda belirgin
bir farkin olmadigini, bunun muhtemel nedeninin ise ilacin kas i¢i uygulamasiyla ilk
gecis etkisine ugramamasindan ileri geldigi diisiintilmektedir. Buna karsilik Tiast Ve
Clast degerlerine bakildiginda saglikli grupta ilacin 48. saate kadar atildigi, enfeksiyon
grubunda ise bu siirenin neredeyse yar1 yariya olacak sekilde kisaldig1 goriilmektedir.
Bu durum (Smith ve ark., 2012)’ninde bildirildigi sekilde muhtemelen enfeksiyona
bagl olarak ilacin kanda baglandig1 plazma proteinlerinin miktarmndaki azalmadan
ve/veya baglanma ilgisindeki azalmadan ileri gelmektedir. Kas i¢i saglkli ve enfekte
FF grubunun CI_F_ops Ve VZ_F_obs degerlerine bakildiginda enfekte grupta klirensin
ve dagilim hacminin diistiigii, diistisiin 6zellikle klirens bakimindan saglikli grubun
degerinin yaris1 diizeyinde ve daha belirgin sekilde oldugu goriilmektedir. Enfekte
gruptaki klirenste azalma, organ patolojik degerlendirmelerinde gérindr bulgular
elde edilemese de enfeksiyona bagli bobrekteki herhangi bir etkilenmeden ve buna

bagli ilacin bobrekler yoluyla atilmasindaki yavaslamadan kaynaklanmis olabilir.

Literatiir taramalarda FF’in farmakokinetigine yonelik olarak tuzlu suda
yetistirilen saglikli ve enfekte alabaliklarda Pinault ve ark. (1997)nin yaptigi
biyoyararlanim ve kalnti ¢alismasmnin disinda, alabaliklarda, 6zelliklede enfekte
alabaliklarda FF’iin  farmakokinetigine iliskin = yapilmis bir calismaya
rastlanamamistir. Ancak, FF’Un diger tiir saghkli baliklarda farmakokinetigine

yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir (Feng ve ark., 2008; Yang ve ark.,2013).

Enfekte alabaliklarda bobrek klirens degeri diisiiktiir. Nitekim yapilan pek ¢ok
calismada, bobreklerde L. garvieae ile enfeksiyona bagli, vaskiiler degisiklikler,
epitelyal dejenerasyon (Eldar ve Ghittino 1999; Algbdet ve ark., 2009),
melanomakrofaj merkezde artis seklinde bobreklerde hasar olustugu bildirilmistir
(Avci ve ark., 2013). Bu c¢alismada hasarin daha belirgin sekilde gOzlenememesi

muhtemelen enfeksiyon gozlenir gozlenmez ilag uygulamasma baslanmisg
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olmasindan ve kullanilan metotlarindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Zira bu
caligmada oliimciil etki degil, saha galismasina uygun sekilde enfeksiyonlarda klinik
bulgular baglar baglamaz ilag uygulamasi yapilmasina yonelik kinetik c¢alisma
hedeflenmistir. Sonug olarak enfekte kas i¢i FF uygulama grubunda gerek klirens ve
gerekse dagilim hacmindeki azalma ilacin AUCjast degerinin yiikselmesine neden

olmustur.

Aragtirmada gavaj yoluyla FF uygulanan saglikli ve enfekte grubunun Tmax (),
Cmax (M@/L), Tiast (S), Ciast (Mg/L), AUCast (Mg.S/L), VZ_F ops (L), CI_F_ons (L/saat),
MRTist (S) ve F (%) farmakokinetik degerlerine bakildiginda (Cizelge 3.12)
swrasiyla, 3, 6; 1.6124, 2.080; 48, 12; 0.0199, 0.984; 13.792, 17.836; 7.1842, 3.117,;
0.7146, 0.388; 8.5062, 5.884 ve %55, %68 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar
Tmax V& Cmax degerleriyle ilacin sindirim sisteminden emilmesi bakimindan saglikli
ve enfekte grup arasinda belirgin bir fark oldugunu gostermistir. Enfekte grubunda
ilacin emilme siiresi uzamis, fakat mukozalardan/biyolojik membranlardan gegen ilag
miktarinda artis s6z konusu olmustur. Emilmedeki uzama muhtemelen enfeksiyona
bagl sindirim sistemi florasi, pH’s1 ve/veya enzimatik etkinliklerdeki degismeye
bagli olarak ilacin dagilmasi ve c¢Ozinmesindeki gecikmeden ve/veya bagirsak
hareketlerindeki yavaslamadan kaynaklanmis olabilir. Buna karsilik bagirsak
patolojik sonuglarinda goriiniir bulgu olmasa da muhtemelen mukozalardaki
dejenerasyon ise emilen miktar1 artirmistir. Nitekim, enfekte edilen gruptaki ilacin
nispi biyoyararlanimindaki artis da bunu dogrulamaktadir (Cizelge 3.12). Smith ve
ark. (2012)’nin yaptig1 ¢alismaya gore bagirsak motilitesindeki azalmanm ilacin
Cmax € ulagma siiresini kisalttigt ve AUC degerini azalttig1 bildirilmektedir. Bu
calismada enfekte gavaj grubunda AUC degerindeki artis, muhtemelen kas igi
grubunda oldugu sekilde klirensdeki azalma, plazma proteinlerine baglanma ilgisinde
artis ve buna bagl dagilim hacmindeki azalmadan ileri gelmektedir. Smith ve ark
(2012)’nin ¢aligsmasinda da plazma proteinlerine baglanmanin dagilim hacmini ve
serbest ila¢ miktarini diisiirdiigii vurgulanmustir. Enfekte gavaj grubunda, enfekte kas
ici grubunda oldugu gibi ilacin Tiast degerinin 12 saat olmasi, ilag hangi yoldan
verilirse verilsin muhtemelen plazma protein diizeyindeki bozulma ve baglanma

ilgisindeki degisiklikten dolayi ilacin benzer sekilde atildigini gostermektedir.

44



Tatli suda 25°C de 10 mg/kg dozunda kirmizi pacu baligina kas i¢i olarak tek
doz florfenikol uygulanmasiyla, aliman kan numunelerinde 3. saat plazma
konsantrasyonu 1.09 pg/ml, atilma yar1 dmrii ty, 4.25 saat olarak ol¢iilmiistiir. Tmax Ve
Cmax degeri salmonoid baliklarin deney protokoliinii temel almasi nedeniyle
saptanamamistir. Calismada florfenikolin - Aeromanas ve Vibrio tiirlerinin MIK
konsantrasyonunun iistiinde plazma yogunlugunun saglayabilmesi i¢in 30 mg/kg
dozunda 24 satte bir kas i¢i uygulama yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Lewbart ve
ark., 2005).

25°C’de florfenikolin gavajla 10 mg/kg tek doz sar1 kedi baliklarinda
kulanildiginda V_dss degeri 2.52 L/kg, Tmax degeri plazma 7.25 saat, ti»p21.66 saat,
FF ve FFA nin deri ve kaslarda toplam miktarinin sirasiyla 1., 3. ve 5. gunlerde 3.39,
0.5, ve 0.062 ng/g olarak belirlenmistir. Calismada florfenikoliin hizli emildigi genis
emilim hacmine sahip oldugu ve yavasca atildigi tespit edilmistir (Yang ve ark.,
2013).

Kore kedi baligina 23.5 £ 1.7°C de florfenikol 20 mg/kg dozunda damar ici ve
oral verilmis, oral olarak ti/2, Cmax, Tmax ve oral biyoyararlanim (F) sirasiyla, 15.69
+2.59 saat, 9.59 + 0.36 pg/ml, 8 saat ve %92.61 £+ 10.1 bulunmustur. Cogu balik
patojeni icin MiK degeri 0.5-2.0 ng/ml olarak diisiiniildiigiinde, ¢alisma ile tek doz
20 mg/kg dozunda florfenikollin uygulanmas: ile istenilen plazma, 0.5 pg/ml’lik
MIK degerinin 3.5 giin kadar iistiinde seyrettigi belirlenmistir. Bu calisma ile kore
kedi baliginda florfenikoliin 1iyi emildigi ve yavas atildig1 anlagilmistir.
Florfenikolaminin ise florfenikole nazaran daha yavas atildig: bildirilmistir (Park ve
ark., 2006). Yapilan bu arastirmada Tmax tiim ilag gruplarinda oldukg¢a kisa, Cmax’da
daha diisiik bulunmustur. Yine bu durum c¢alisilan balik ve ortam farkliliklarina

baglanmaktadir.

Tath suda 25.4°C de tek doz damar ici ve yemle kanal kedi baligina uygulanan
10 mg/kg dozunda FF’UNn Tmax V& Cmax’1 sirasiyla, 0.23 £+ 0.14 ve 9.20 £ 2.53 saat;
22.31 £+ 6.42 pg/ml ve 7.61 £ 0.87 pg/ml olarak bulunmustur. Damar i¢i grup iki
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bolmeli modele uygun oral grup ise tek bolmeli modele uygun bulunmustur.
Florfenikoliin zamana bagimli bir antibiyotik olmasi nedeniyle, doz zaman
araligindaki kandaki konsantrasyonun bakteri MiK degerinden fazla olmas1 gerektigi
bildirilmistir. Yapilan calisma ile 10 mg/kg dozunda yemle verilen florfenikoliin
plazma ortalama yogunlugunu kademeli olarak 36 saat sonra 1 pg/ml altina diistiigii
belirlenmis ve belirtilen dozda giinliik tedavinin plazmada istenilen konsantrasyona
ulasarak MIK degerinin iistiinde olacagi anlasilmistir (Gaunt ve ark., 2012). Kanal
kedi baligina 24.7 ve 25.9°C’de tekrarlayan dozlarla 10 gin boyunca 10 mg/kg
dozunda gavajla verilen  florfenikolin istenilen MIK seviyesini sagladigi
gozlemlenmistir (Gaunt ve ark., 2013).

Tuzlu suda bulunan pisi baliginda arka arkaya ii¢ giin peros. yolla 20 mg/kg
dozunda uygulanan florfenikolin Tmax 4.00+£0.00 saat, Cmax 12.18+3.21 pg/ml,
biyoyararlanim %43.00 + 5.71, olarak belirlenmistir (Lim ve ark., 2010). Tmax degeri
yapilan bu ¢alismanin kas i¢i saglikli ve enfekte ile gavaj saglikli grubunun Tmax
degerlerine yaklasmakla birlikte, Cmax degerleri olduk¢a diisiiktiir. Bu durum hem
uygulanan dozun yar1 yariya diisiik olmasma, hem de calisilan balik tiiri ve

kosullarinin farkli olmasina baglanmaktadir.

24-25°C’de tath suda sazan baligi ve Trichogaster trichopterus baliklarmin oral
50 mg/kg ve kas i¢ci 25 mg/kg florfenikol uygulamalarinda, koi baliginda; klirens,
dagilim hacmi ve atilma yar1 6mrii sirastyla 0.05 L. h-1.kg-1, 1.0 L/kg ve 16 saat
bulunmus. Trichogaster trichopterus’de ise ayni parametre degerleri sirasiyla 0.32
L.h-1 - kg-1, 2.0L/kg ve 4 saat bulunmustur. Iki balik arasindaki farmakokinetik
farkliliklarin mide yapilar1 ve uyumlu olduklar1 su sicakliklar1 yanisira anatomik ve
fizyolojik yapilarindan kaynaklandigi belirtilmistir. Trichogastertrichopterus de
goriilen hizli klirens ve kisa atilma yar1 dmrii istenilen MIK degerinin yakalanmasi
icin 12 saatte bir verilmesini gerektirmektedir (Yanong ve ark., 2005). Bu ¢alismada
florfenikoliin uygulama yolu ve dozu, suyun sicakligi ve tuzlulugu baliklarin
fizyolojik farkliliklari, agirliklari, enfeksiyonla gelisen patolojik bulgular nedeniyle

elde edilen degerler arasinda farkliliklar olustugu diisiiniilmektedir.
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Tatlhi suda, 25°C’de 260 gr ortalama canli agirlikta Carassiusauratus cuvieri ile
yapilan farmakokinetik caligmada 40 mg/kg dozunda kas i¢i verilen florfenikoliin
strastyla, Cmax Ve Tmax degerleri 16.82 ug/ml ve 1.5 saat olarak bulunmustur. Ayni
parametreler gavajla uygulamada sirasiyla 29.32 pg/ml 1.61 saat olarak bulunmustur.
Calismada kas i¢i ve gavajla uygulamada 24. ve 72. saate kadar florfenikoliin 2 pg
/mP’nin iizerindeki konsantrasyonda oldugu bulunmustur. Florfenikol igin bu
konsantrasyon minimal inhibitér konsantrasyon (stiindeki plazma konsantrasyon
siresi (T>MIK) enfeksiyonlarm tedavisi i¢in gerekli en &nemli PK/PD
parametresidir. Florfenikolin metaboliti olan FFA diisiikk antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasi ve tedavide kayda deger etkisi olmamasi nedeniyle belirlenmemistir
(Zhao ve ark., 2011). Yaptigimiz caligmada ise saglikli ve enfekte alabaliklarda kas
ici ve gavaj uygulamasinda 12. saatten sonra florfenikoliin tedavi edici
yogunlugunun distiigii goriilmektedir. Bu durum alabaliklarin agirhgmin distk,
metabolizmasinin hizli olmasi ve Karadeniz suyunun tuz oranmin atilimi

hizlandirmasiyla agiklanabilir.

Tath suda yapilan bir diger ¢alismada ortalama canli agirh@ 140 gr olan
alabaliklarda 14-15°C’de, 10 mg/kg dozunda yemle ve gavajla verilen florfenikoliin
plazmada sirasiyla Tmax V& Cmax diizeyleri 9 saat, 6.1 pg/ml; 12 saat ve 4.68 pg/ml
olarak bulunmustur. Caligmayla ilagh yemin gavaj uygulamasina nazaran hizli bir
sekilde emildigi ve yiiksek konsantrasyona ulastigi goriilmiistiir ve bu durumun
yemin ilag¢ emilimini artirdig: sekilde yorumlanmistir. Iki uygulamada 48.saate kadar
florfenikolin konsantrasyonunun 0.5 pg/ml den asagi dismedigi gorilmiistiir
(Pourmolaie ve ark. 2015). Bu ¢alismada saglikli ve enfekte alabaliklarda da
florfenikol konsantrasyonunun 0.5 pg/ml den asagi 24. saaten 6nce diismesi ortalama
canli agirliklarinin diistik, fizyolojik farkliliklar, suyun tuzlulugu ve sicakligin farkl

olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Tatli suda 22°C’de 10 mg/kg tek doz oral florfenikol uygulanan Tilapia’larda
farmakokinetik parametreler; Cmax 4.46 pg/ml, Tmax 12 saat olarak tespit edilmistir.
Tuzlu suda, tatli suda bulunan tilapialara nazaran ilaglarin daha hizli atildiklari tespit

edilmisgtir (Feng, ve ark., 2009). Bu c¢alismada oral olarak 10 mg/kg dozunda
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florfenikol uygulanan alabaliklarin kontrol ve deney gruplarinda Cmax’e ulagsma
stireleri sirasiyla 3. ve 6. saatlerdir. Bu durum Feng ve arkadaslarmin yaptigi
calismaya gore erken gergeklesmistir. Bu durum suyun tuzlu olmasi ve baliklarin

agirlik farkindan kaynaklanabilecegi ile agiklanabilir.

Vibrio anguilllarum ile enfekte ve saglikli ayu baliklarinda oksitetrasiklinin
intravendz olarak 25 mg/kg, oral 100 mg/kg dozunda uygulanmasi sonucu enfekte
ayu baliginda maksimum serum ve doku diizeylerin saglkli baliklara gore diisiik
oldugu, oral kullanimda oksitetrasiklinin biyoyararlanimmin saglikli baliklara gore
%60 oraninda diistiigii belirlenmistir. Bu durumun bakteri ve toksinler ile zarar goren
bagirsak duvarinin emilim kapasitesinin diismesi olabilecegi diistintilmektedir (Uno,
1996). Calismamizda nispi biyoyararlanimda %12 civarinda artis gozlenmistir. Bu
durumun ise mutlak biyoyararlanima bakilmadigi i¢in anlamli olmadigi

diistiniilmektedir.

Saglikli ve vibrio ile enfekte Pseudosciaenacrocea’ya 20 mg/kg dozunda
florfenikolin, 25 + 3.21°C’de oral yemle birlikte verilmesi ile enfekte grupta
florfenikoliin  absorbsiyonunun azaldigi, maksimum Kkonsantrasyona ulasma
zamaninin geciktigi, maksimum konsantrasyonun miktarinin azaldigi, total vicut
klirensinin azaldig1 bildirilmistir. Wang ve ark. (2015)’nin bu ¢alismasina benzer
sekilde, yaptigimiz calismada enfekte grupta maksimum konsantrasyona ulasma

zamanin gecikmis ve klirens diigmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Zoonotik karekter gosteren L. garvieae hayvancilik sektorii ve Ozellikle
balik¢ilik yoniinden 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bir patojendir. Hayvan
yetistiriciliginde az girdi ile fazla verim elde etmek esastir. Gida degeri olan hayvan
yetistiriciliginde konunun ekonomik yoniine ilave olarak, ¢evre ve halk saghgi
boyutunun da gbéz Oniinde tutulmasi gerekmektedir. Yanlis doz ve siklikta ilag
kullanim1 gereksiz para kaybi yani sira, hayvanin sagaltilamamasindan kaynakli
Oliimlere, bakterilerde diren¢ gelisimine ve/veya hayvansal {irtinlerde ilag
kalintilarma neden olabilmektedir. Hayvanlarda ila¢ kullaniminda tiir faktori,
bundan kaynakli fizyolojik, genetik ve yasamsal kosullarina baglh farkliliklar oldukca
onemli ve gdz Oniinde tutulmasi gereken konulardir. Ozellikle baliklarda, balign
cinsine bagh olarak yasam kosullar1 degistiginden bir parametredeki en ufak oynama
ilacin kinetigini de Onemli O6l¢iide degistirebilmektedir. Baliklardaki bu kadar
degiskenlik enfeksiyonlarin devreye girmesiyle daha da karmasik hal almaktadir.
Zira, enfeksiyonlarin ila¢ kinetigini degistirdigi yapilan bu arastirma sonucunda da
gosterildigi gibi pek cok arastirmada gosterilmistir. Belirtilen nedenle, pratikte
ilaglarin ¢ogunlukla yemle karistirilarak hazirlanmis 6zel peletler seklinde, suya
atilarak siirii uygulamasi seklinde yapildigi balik ¢iftliklerinde dogru ilag tedavisi
hayvan ve ¢evre sagligi yoniinden ayr1 bir 6neme sahiptir. Kisaca, bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde farmakokinetik parametreler tedavi basarisi ve direng

gelisiminin 6nlenmesi agisindan dnemlidir.

Yapilan bu ¢alisma ile;

1. Enfekte alabaliklarda enfeksiyona bagli patolojik bozukluklar tespit edilemese de
muhtemel yapisal ve dokusal hasara bagh florfenikolin farmakokinetik

parametrelerinin degistigi,

2. Enfekte gruplarda dagilim hacmi ve klirensin saglikli gruplara nazaran diigiik

oldugu,
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3. Maksimum konsantrasyona ulagsma zamanmin, enfekte gavaj grubunda 3 saat

geciktigi,

4. Bulunan baz1 farmakokinetik degerlerin daha dnce yapilan balik aragtirmalarindan
farkli olmasi yetistirme ortammnin degisken ozelliklerinden (pH, su sicakligi, tuz
orani, oksijen miktar1 gibi) kaynaklanabilecegi, dolayisi ile farkli dozlarda enfekte
baliklarda yapilacak calismalarla rasyonel ila¢ rejiminin belirlenmesinde yeni

arastirmalara gerek oldugu,

Biitiin bu agiklamalar g¢ergevesinde enfekte baliklarda ila¢ kinetiginin
degisebildigi gerceginden hareketle, bakteriyel enfeksiyonlara yonelik yeni ilag
uygulama programlarmin gergeklestirilmesi gerekliligi hem toksikasyon, hem de
etkili sagaltim yapilabilmesi adina onem tagimaktadir. Belirtilen nedenle, bir 6n
aragtirma niteligi tasiyan bu ve benzeri arastirmalarin daha genis Orneklerle

tekrarlanmasi yararh olacaktir.
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OZET

Saghkh ve Lactococcus garvieae ile Enfekte Gokkusag Alabalhklar1 (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum 1792)’nda Florfenikol’iin Farmakokinetigi

Caligmada saglikli ve L.garvieae ile enfekte gokkusagi alabaliklarda kas ici ve gavajla
uygulanan florfenikoliin farmakokinetik parametreleri karsilastirildi.

Gokkusagi alabaliklar1 alti gruba ayrildi, 1. ve 2. gruba kas igi ve gavaj yoluyla
florfenikol uygulandi, 3. ve 4. grup L.garvieae ile enfekte edildi ve florfenikol kas ici ve
gavaj yoluyla verildi, 5. gruba higbir tedavi uygulanmadi ve 6. grup L.garvieae ile enfekte
edildi. FF 10 mg/kg'lik bir dozda uygulandi. Enfeksiyon intraperitoneal olarak 1x10° cfu /0.1
ml L. garvieae ile olusturuldu ve 48 saat inkiibe edildi. Kan 6rnekleri 1, 3, 6, 12, 24 ve 48.
saatte alndi. FF analizi, valide yontem kullanilarak YBSK ile gerceklestirildi. Plazma
analizleri ile FF’{in zamana bagli konsantrasyon egrileri hazirland1. Farmakokinetik hesaplar
kompartimansiz metoda goére, win-nonlin programi kullanilarak yapildi. Metot validasyonu
calisma sonuglar1 yontemin, dogruluk ve Kkesinlik, tekrarlanabilirlik, hassasiyet ve
dogrusallik agisindan spesifik oldugunu gostermistir. Ug ¢alisma konsantrasyonunda (0.75,
1.5 ve 3 ug/ml) geri kazanimin yiiksek oldugu saptandi (sirasiyla %87.32, 81.76 ve 84). FF
analizi igin tespit (LOD) ve tayin limiti (LOQ) ise sirasiyla 0.0040 ve 0.0123 pg/ml olarak
bulundu. Saglikli ve enfekte kas i¢i gruplarinda en yiiksek FF konsantrasyonuna 3.saatte
ulasildigi, her iki grupta atilimin 12. saatten sonra hizlandigi, ancak enfekte grubunda FF
konsantrasyonunun 3 saat siireyle degerini korudugu goézlendi. Gavaj grubunda ise saglikli
grupta ilacin en yiiksek yogunluga ulasmasi 3 saatte olurken enfekte grupta bu siire uzamis
ve 6. saate ¢ikmustir. Tlag 1. ve 3. saatler arasinda belli kan yogunlugunu korumustur. Saglikli
grupta ilacin plazma <LOD degerlere ulagsmasi 48. saatte olurken, enfekte grupta 12. saatten
sonra hizla < LOD degere ulasmustir. Enfekte gruplarin plazma FF degerleri genel anlamda
yiiksek, 12. saatte ise anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Farmakokinetik parametreler
ise kas i¢ci FF uygulanan saglikli ve enfekte alabalik gruplarinda Tmax (S), Cmax (M@/L), Tiast
(S), Ciast (mg/L), AUCjast (M@.S/L), VZ_F _obs (L), Cl_F_ons (L/saat) ve MRTast (s) degerleri
sirastyla 3, 3; 2.480, 2.809; 48, 12; 0.014, 1.645; 25.170, 26.235; 3.433, 3.049; 0.395, 0.189
ve 8.041, 5.874 olarak, gavaj gruplarinda ise 3, 6; 1.612, 2.080; 48, 12; 0.019, 0.984; 13.792,
17.836; 7.184, 3.117; 0.714, 0.388; 8.506, 5.884 ve nispi biyoyararlanim sirasiyla %55, %68
olarak belirlenmistir.

Aragtirma sonucu, L. garviae ile enfeksiyonun ozellikle gavaj gruplarinda daha
belirgin olmak iizere genel anlamda farmakokinetik profilde degisiklige neden oldugunu,
hayvanlarda klirens degerinin, dagilim hacminin azalip, plazma FF konsantrasyonunun
arttigl, belirtilen nedenle enfekte baliklarda ilag uygulama rejiminin bu profile gore
diizenlenmesinin etkili sagaltim i¢in yararh olacagini gostermistir.

Anahtar Sozcukler: Farmakokinetik, Florfenikol, Gokkusagi Alabaligi, Lactococcus
garvieae
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SUMMARY

Pharmacokinetics of Florfenicol in Healthy and Lactococcus garvieae Infected Rainbow
Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)

In this study, the pharmacokinetic parameters of Florfenicol administered
intramuscularly and gavage in healthy and rainbow trout infected with L. garvieae were
compared.

Rainbow trouts were divided into six groups first and second groups received
intramuscular and gavage florfenicol, 3. and group 4 was infected with L.garvieae and
treated with florfenicol intramuscularly and gavage, no treatment was applied to the 5th
group (negative control) and 6th group was infected with L.garvieae. FF was administered at
a dose of 10 mg/kg. Infection was applied with i.p 1x10° cfu/0.1 ml L. garvieae and allowed
to incubate for 48 hours. Blood samples were taken at 1, 3, 6, 12, 24, and 48 hours. FF
analysis was carried out by HPLC using the validated method. Time-dependent
concentration curves of FF were prepared by plasma analyzes. Pharmacokinetic calculations
based non-compartmental method was performed using the win-nonlin program. Method
validation has shown that the study results method is specific in terms of accuracy and
precision, reproducibility, precision, and linearity. At three working concentrations (0.75, 1.5
and 3 pg/ml) it was determined that the recovery was high (87.32, 81.76 and 84%
respectively). Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for FF were found
0.0040 and 0.0123 (ug/ml) respectively. It was observed that the highest FF concentration in
healthy and infected intramuscular groups reached 3 hours, the excretion accelerated after 12
hours in both groups, but the FF concentration in the infected group maintained its value for
3 hours. In the gavage group, the time of reaching the highest concentration of the drug in
the healthy group was 3 hours, but in the infected group this time was prolonged and
increased to 6 hour. The medication protected a certain concentration of blood between the
1st and 3rd hours. In the healthy group, the plasma reached <LOD values at 48 hours, while
the infected reached <LOD values rapidly after 12 hours. Plasma FF values of the infected
groups were generally high and at 12th hour were significantly higher. Pharmacokinetic
parameters in healthy and infected trout groups applied intramuscular FF; values of Tmax
(s), Cmax (mg/L), Tlast (s), Clast (mg/L), AUClast (mg.s/L), Vz_F_obs (L), Cl_F obs 3, 3
respectively; 2.480, 2.809; 48, 12; 0.014, 1.645; 25.170, 26.235; 3.433, 3.049; 0.395, 0.189,
and 8.041, 5.874, in the gavage groups, 3, 6; 1.612, 2.080; 48, 12; 0.019, 0.984; 13.792,
17.836; 7.184, 3.117; 0.714, 0.388; 8.506, 5.884, and the relative bioavailability was
determined as 55%, 68%, respectively.

Research has shown that infection with L. garvieae causes a change in
pharmacokinetic profile in the gavage group, clearance value, reduced distribution volume,
increased plasma FF concentration, and for the indicated reason, regulating the drug
administration regimen according to this profile in infected fishes would be beneficial for
effective treatment.

Key Words: Florfenicol, Lactococcus garvieae, Pharmacokinetic, Rainbow Trout
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