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ONSOZ

Hayvanlarda ila¢ uygulamalar1 genellikle tedavi etmek amaciyla yapilmakta ve
uygulanan ilaglarm biiyiik bir kismmi da antibiyotikler olusturmaktadir. ilaglarmn
etkinliklerin belirlenmesi hasta hayvanlar {izerinde gerceklestirilirken, ilag
hareketinin belirlenmesi genellikle saglikli hayvanlarda gerceklestirilmektedir ve
doz-etki iligkisinde hicbir degisim olmadig1 varsayilmaktadir. Ancak, akut ve kronik
inflamasyona sebep olan hastaliklarda ve akut faz cevabin indiiklendigi durumlarda
ilaglarin farmakokinetigi degisebilir. Ozellikle ates ile seyreden hastaliklarda
farmakokinetikte meydana gelen degisimler, ilaglarin farmakodinamiginde
degisimlere ve istenmeyen etki goriilme sikliginda artisa neden olabilecegi konusu
kesinlikle dikkate alinmalidir.

Ruminantlarda endotoksemi ve/veya septisemi Onemli oranda mortalite ve
morbiditeye sebep olan oldukca onemli bir hastaliktir ve diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de biiyilk ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Deneysel sepsis
ve/veya endotoksemi modellerinde en sik kullanilan E.coli lipopolisakkaritidir.
Arastirmada E.coli LPS enjeksiyonu sonrasinda akut faz cevabin, viicut 1sisinin ve
inflamasyonun indiiklendigi ve endotokseminin rutin tedavisinde kullanilan
dekzametazon ve sivi-elektrolit tedavisinin marbofloksasin farmakokinetigi tizerine
olumlu etkileri olabilecegi diisiiniildii. Ancak yapilan arastirma indiiklenmis
patofizyolojik cevabin rutin tedaviyle Oniline gecilemedi ve marbofloksasin
farmakokinetiginde 6nemli degisimlere sebep oldu. Bunun yanisira sahadan izole
edilen Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler i¢in minimun inhibitér konsantrasyon
tespit edildi ve marbofloksasin farmakokinetik/farmakodinamik integrasyonu
saglanarak etkinligi hakkinda fikir edinildi. Ayrica ¢aligma sonuglarina dayanarak
endotoksemide marbofloksasin, deksametazon ve sivi-elektrolit tedavisinin kombine
kullanimlar1 hakkinda literatiirdeki boslugunun dolduracagi, mevcut arastirmalara ve
yapilacak ¢aligmalara temel olusturabilecegi kanisindayiz.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ALT: Alanin aminotransferaz

ALP: Alkalen fosfataz

AST: Aspartat aminotransferaz
Base(ecf): Baz aci1g1

BUN: Kan iire nitrojen

CD14: Baskalasim kiimesi 14

CK-MB: Kreatin kinaz

Cl: Klor

Cly: Total klerens

CREAT: Kreatinin

DIC: Damar i¢i pithtilagma

DT: Destek tedavi

EAA: Konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alan
GGT: Gamma glutamil transferaz
HCO;": Bikarbonat

HG: Hemoglobin

HO: Harmonik ortalama

HPLC: Yiiksek performansli sivi kromatografisi
HTC: Hematokrit

iCa: Iyonize kalsiyum

IV: Damar igi

IL: Interlokin

K; Potasyum

LBP: Lipopolisakkarit baglayici protein
LOD: Tespit limiti

LOQ: Hesaplanabilir limit

LPS: Lipopolisakkarit

MB: Marbofloksasin

MIK: Minimun inhibitér konsantrasyon
MMD-2: Miyeloid farklilagma proteini 2
MPC: Mutant 6nleyici konsantrasyon
MRT: Ortalama kalis siiresi

NF-kB: Niikleer faktor kappa B

NO: Nitrik oksit

pCO,: Kismi karbondioksit basinct

PD: Farmakodinamik

PGE,: Prostaglandin E2

PK: Farmakokinetik



PLT: Trombosit

pO,: Kismi oksijen basinci

RBC: Alyuvar

SC: Deri alt1

sO,: Oksijen satiirasyonu

t1/24z: Terminal eliminasyonunun yar1 6mrii
TLR4: Toll like reseptor 4

TNF-a: Tiimor nekrozis faktor alfa
Tn-I: Troponin |

Tx: Tromboksan

TxA,: Tromboksan A,

Vgss: Kararli durum dagilim hacmi
VK: Varyasyon katsayisi

WBC: Akyuvar

&;: Eliminasyon hiz sabitesi

p= Mikro

a: Alfa

oo: Sonsuz
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Endotoksemi kanda Gram negatif bakteri hiicre duvari birleseni olan lipopolisakkarit
(LPS)’in varligidir. Bu ¢aligmanin temel amaci, koyunlarda Escherichia coli LPS’i ile indiiklenmis
endotoksemi modelinde destek tedavi (DT) nin marbofloksasinin farmakokinetigi iizerindeki etkilerini
belirlemektir. Buna ek olarak marbofloksasinin Escherichia coli, Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus'a karsi
minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK)’m1 tespit etmek ve bu galigmadan elde edilen
farmakokinetik ile  MIK verilerini kullanarak endotoksemi tedavisinde marbofloksasinin
farmakokinetik-farmakodinamik (PK-PD) iliskisi hakkinda bilgi edinmektir. Arastirma ii¢ asamali
capraz farmakokinetik dizayna gore gerceklestirildi. Her agsama arasinda 15 giinliik arinma periyodu
uygulandi. Birinci asamada marbofloksasin (10 mg/kg) intravenéz (1V) yolla uygulandi (MB grup).
Ikinci asamada marbofloksasin (V) uygulanmasiyla es zamanl DT (laktali ringer + dekstroz %5 +
sodyum kloriir %0.45, 1V, 20 ml/kg/saat, deksametazon 0.5 mg/kg, SC) uygulanirken (MB+DT grup),
tiglincii asamada ilk olarak Escherichia coli LPS’i (E. coli O55:B5, 10 pg/kg, 30 dk) damar i¢i infiize
edildi ve uygulamasim takiben marbofloksasin (IV) ve DT es zamanli uygulandi (LPS+MB+DT
grup). Biitiin gruplarda marbofloksasin uygulama 6ncesi 0.(kontrol) ve takiben 0.5, 1., 2., 4., 8., 12.,
24. ve 48. saatlerinde viicut 1s1s1 6l¢iildii. Ayrica 0. (kontrol), 0.5, 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 36., 48., 72.
ve 96. saatlerinde hemogram, kan gazi ve biyokimyasal analizler ile 0. (kontrol), 0.083, 0.167, 0.25,
0.333, 0.417, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48, 72 ve 96. saatlerde ise
farmakokinetik analizler i¢in kan 6rnekleri alindi. Hemogram analizler kan hiicreleri sayim cihazinda,
biyokimyasal analizler otoanalizatorde ve kan gazi analizleri ise kan gazi analiz cihazinda ol¢ildii.
Kan marbofloksasin miktar1 HPLC-UV ile olgiildi. MB ve MB+DT gruplarinda viicut 1sisinda
degisim belirlenmezken (P>0.05), LPS+MB+DT grubunda 2. ve 4. saatlerde onemli diizeyde
yiikseldigi belirlendi (P<0.05). Hemogram parametrelerinde MB grubunda herhangi bir degisim
belirlenmezken (P>0.05), MB+DT grubunda trombosit sayisinda ve LPS+MB+DT grubunda akyuvar
diizeyinde anlamli degisimler belirlendi (P<0.05). Biyokimyasal parametrelerde MB grubunda glikoz
ve kan iire nitrojen, MB+DT grubunda laktat, glikoz ile troponin | ve LPS+MB+DT grubunda glikoz,
kreatinin ile kan iire nitrojen diizeylerinde istatistiki fark belirlendi (P<0.05). Kan gaz
parametrelerinde ise MB grubunda pH, sodyum ile iyonize kalsiyum, MB+DT grubunda pH,
bikarbonat, sodyum ile potasyum ve LPS+MB+DT grubunda pH, Base(ecf), bikarbonat, potasyum,
iyonize kalsiyum ile klor diizeylerinde istatistiki degisimler belirlendi (P<0.05). Marbofloksasinin
farmakokinetiginde nonkompartmental model uygulandi. MB grubunda marbofloksasinin ortalama
eliminasyon yart omrii (ty¢,), konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alan (EAAy.,), toplam viicut
klerensi (Cly), kararli durum dagilim hacmi (V4) ve ortalama kalig siiresi (MRTy.,) sirasiyla 2.87
saat, 34.73 saat*ug/mL, 0.29 L/saat/kg, 0.87 L/kg ve 2,98 saat olarak belirlendi. Farmakokinetik
parametrelerde MB ile MB+DT gruplar1 arasinda istatistiksel degisiklikler belirlenmezken,



LPS+MB+DT grupta Cly'nin azaldigi, EAAg.'un arttigi, typc, ve MRT'nin uzadigi tespit edildi.
Marbofloksasin igin MiK degerleri E. coli igin 0.031->16 pg/mL, M. haemolytica igin 0.016->16
ug/mL, P. multocida i¢in 0.016-1 pg/mL, K.pneumoniae i¢in 0.016-0.25 pg/mL, Salmonella spp. i¢in
0.031-0.063 ug/mL ve S. aureus igin 0.031-1 pg/mL olarak belirlendi. EAA;,4/MiK oranlart Gram
negatif bakteriler igin MIK konsantrasyonu sirasiyla <0.28, <0.28 ve <0.55 upg/mL olarak
belirlenirken, Gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus vb.) icin MiK konsantrasyonu sirastyla
<0.58, <0.58 ve <1.15 pg/mL olarak belirlendi. Sonug olarak saglikli koyunlara DT uygulanmasinin
marbofloksasinin farmakokinetigi {izerine etkisinin olmadigi, ancak endotoksemik koyunlarda
marbofloksasinin farmakokinegi ve dolayisi ile terapotik etkinliginde degisim gozlenebilecegi ifade
edilebilir. Bununla birlikte, marbofloksasinin PK ve PD etkisinin, tek ve DT ile birlikte uygulanmasini
takiben dogal enfekte septisemik koyunlarda belirlenmesi gerekir.

Anahtar sozciikler: Koyun; Endotoksemi; Marbofloksasin; Destek tedavi; Farmakokinetik;

Farmakodinamik
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Endotoxemia is the presence of lipopolysaccharide (LPS), a Gram-negative bacterial cell wall
component in the blood. The main purpose of this study is to determine the effects of supportive
therapy (ST) on the pharmacokinetics of marbofloxacin in the model of endotoxemia induced by
Escherichia coli LPS in sheep. In addition to detect minimum inhibitory concentrations (MIC) of
marbofloxacin against Escherichia coli, Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella spp and Staphylococcus aureus, and to learn about the pharmacokinetic-
pharmacodynamic (PK/PD) relationship of marbofloxacin in the treatment of endotoxemia using the
pharmacokinetics and MIC data obtained from this study. The research was carried out according to
the three-stage cross pharmacokinetic design. A 15-day washout period was applied between each
stage. In the first stage, marbofloxacin (10 mg / kg) was administered intravenously (IV) (MB group).
In the second period, marbofloxacin is applied co-administered with ST (lactated ringer + dextrose 5%
+ sodium chloride 0.45%, 20 mL/kg, 1V, 20 ml/kg/h, dexamethasone 0.5 mg/kg, SC) (MB + ST
group) while in the third periods, Escherichia coli LPS (E. coli O55: B5, 10 ug / kg, 30 min) was
infused intravenously, and following administration, marbofloxacin (IV) and ST were applied
simultaneously (LPS + MB + ST group). Body temperature was measured in all groups at 0. (control)
before and after 0.5, 1., 2., 4., 8., 12., 24., and 48 hours after marbofloxacin administration. Also for
hemogram, blood gas and biochemical analysis at 0. (control), 0.5, 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 36., 48.,
72. and 96. hours, and 0. (control), for pharmacokinetics analysis 0.083, 0.167, 0.25, 0.333, 0.417,
0.5,0.75,1, 15, 2, 3,4, 6,8, 10, 12, 18, 24, 36, 48, 72 and 96 hours blood samples were collected.
Hemogram analyzes were measured in the blood cell counting device, biochemical analyzes were
measured in the auto analyzer and blood gas analyzes were measured in the blood gas analyzer.
Plasma marbofloxacin concentration was measured by HPLC-UV. While no change in body
temperature was determined in the MB and MB + ST groups (P>0.05), it was determined that the LPS
+ MB + ST group increased significantly at the 2nd and 4th hours (P<0.05). While no change in the
MB group was determined in the hemogram parameters (P>0.05), significant changes were
determined in the platelet count in the MB + ST group and the white blood cell level in the LPS + MB
+ ST group (P<0.05). In biochemical parameters, there was a statistical difference in glucose and
blood urea nitrogen in the MB group, lactate, glucose and troponin | in the MB + ST group and
glucose, creatinine and blood urea nitrogen levels in the LPS + MB + ST group (P<0.05). In blood gas
parameters, statistical changes were determined pH, sodium ionized calcium in MB group, pH,
bicarbonate, sodium and potassium in the MB + ST group, and pH, Base (ecf), bicarbonate,
potassium, ionized calcium and chlorine levels in LPS + MB + ST group. In the pharmacokinetics of
marbofloxacin, the noncompartmental model was applied. Following IV administration of MB alone,
the mean elimination half-life (ty.,), area under the concentration-versus time curve (AUC,.,), total
body clearance (Cly), volume of distribution at steady state (Vgss) and mean residence time (MRT.,,)
were 2.87 h, 34.73 h*ug/mL, 0.29 L/h/kg, 0.87 L/kg and 2.98 h., respectively. While no statistical

Xi



changes were determined in the pharmacokinetic parameters between MB and MB + ST groups, it
was determined that Cl; decreased, EAA,.,, increased, t;»., and MRT increased in the LPS + MB + ST
group. MIC values for marbofloxacin was determined as 0.031-> 16 pg/mL for E. coli, 0.016->16
pg/mL for M. haemolytica, 0.016-1.25 pg/mL for P. multocida, 0.016-0.25 pg/mL for K.pneumoniae,
0.031-0.063 pg/mL for Salmonella spp. and 0.031-1 pg/mL for S.aureus. While EAA.,4/MIC rates
were determined as 0.28, <0.28 and <0.55 pug / mL for Gram-negative bacteria, respectively, the MIC
concentration for Gram-positive bacteria was determined as <0.58, <0.58 and <1.15 pg/mL,
respectively. As a result, it can be stated that the application of ST to healthy sheep has no effect on
the pharmacokinetics of marbofloxacin, but a change in the pharmacokinetics of marbofloxacin and
thus its therapeutic efficacy can be observed in endotoxemic sheep. However, the PK and PD effect of
marbofloxacin should be determined in naturally infected septicemic sheep following single and
combined with ST.

Keywords: Sheep; Endotoxemia; Marbofloxacin; Supportive therapy; Pharmacokinetics;
Pharmacodynamics
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1. GIRIS

Endotoksemi, gram negatif bakterilerin hiicre duvar1 bileseni olan
lipopolisakkarit (LPS)’in kandaki varligi olarak tanimlanir. Endotoksemi sirasinda
birgok organ ve dokuda klinik ve fizyolojik anormallikler gelisir (Wagner ve Roth
1999). Gelisen bu anormalikler prostaglandinler, Kininler ve diger inflamatuar
mediyatorlerin indiiksiyonuna sebep olarak kardiyovaskiiler depresyon, pulmoner
hipertansiyon, azalmig doku perfiizyonu ve periferik hipoksi gibi patofizyolojik
degisikliklere neden olur (Kelmer 2009). Sonugta viicut sicakliginda artma, l6kosit
sayisinda azalma (Salvesen ve ark 2016), kalp ve bobrek gibi hayati organlara giden
kan akiminda bozulma ile gastrointestinal disfonksiyona (Trzeciak ve ark 2008,
Sakata ve ark 2017) neden olmaktadir.

Etiyoloji: Endotoksemi ¢iftlik hayvanlarinda O6nemli oranda mortalite,
morbidite ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Kelmer 2009, Chalmeh ve ark
2013a). Gram negatif bakteriler pargalandiginda endotoksin niteligindeki hiicre
duvari bilesenleri kan dolasimina gecer (Wagner ve Roth 1999). Kan dolasimina
gecen endotoksin miktart diisiikse karaciger Kuppfer hiicreleri tarafindan detoksifiye
edilir, ancak detoksifikasyon kapasitesinin {istiinde ise siddetli yerel ve/veya
generalize yangilar goriilebilir. Portal kan dolasimdaki LPS'nin temizlenmesinde
plazma endotoksin konsantrasyonu ile hepatik fonksiyonun derecesi arasinda

korelasyon bulundugu bildirilmistir (Morris 1991, McCuskey ve ark 1996).

Escherichia coli (E. coli), Mannheimia haemolytica (M. haemolytica),
Pasteurella multocida (P. multocida), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae),
Salmonella spp., Staphylococcus aureus (S. aureus) gibi bakteriler endotoksemi
ve/veya septik soka neden olur (Kreimeier ve ark 1993, Highlander ve ark 2000,
Bochud ve Calandra 2003, Maxie 2015). Deneysel endotoksemi modellerinde en
fazla E.coli LPS’i kullanilmaktadir (Elmas ve ark 2006, Er ve ark 2010, Yazar ve
ark 2010, Li ve ark 2019).

Patogenezis: Endotoksinler, gram negatif bakterilerin hizli ¢ogaldiklart
donemde velveya Olime maruz kaldiklarinda yakin ¢evrelerine salinirlar.
Mikroorganizmalar 6zellikle gastrointestinal bdlgede tredikleri ve yikimlandiklart

icin bagirsak nispeten biiyiik miktarda endotoksin igermektedir. Epitel hiicrelerinin



olusturdugu bagirsaktaki mukozal bariyer ve bunlar arasindaki siki baglanti, hiicresel
sekresyon ve lamina propria, endotoksinler ve bakterilerin transmural hareketini
etkin bir sekilde kisitlar. Bununla birlikte, mukozal engelin biitiinligi
kayboldugunda, bagirsak duvarinin yangist veya iskemi gibi durumlarda
endotoksinler portal kan dolasimina ve periton bosluguna geger. Ayni sekilde
endotoksinler, gram negatif bakteriler tarafindan olusturulan siddetli lokal ve/veya
generalize enfeksiyon sonucunda kan dolasimina gegebilir ve endotoksinlerin
dogrudan etkilerine aracilik ederek oliime sebep olabilir (Morris 1991). Ancak
endotoksinler ve gram negatif bakterilerin dogrudan canliya verdikleri zarar oldukca
azdir. Endotokseminin patogenezinde asil rol oynayan endotoksinler tarafindan
indiikklenen yangi mediyatorleridir (Glaros ve ark 2013). Etkiye aracilik eden
mediyatorler endotel hiicreleri, monositler/makrofajlar, nétrofiller, trombositler gibi
hiicrelerden sentezlenir ve endotokseminin klinik goériiniimii ve patogenezinden
sorumludur. Bu hiicrelerde sitokinler, nitrik oksit (NO), platelet aktive edici faktor,
tromboksan A; (TxA;), prostaglandinler, 10kotrienler, proteinazlar, toksik oksijen
metabolitleri ve vazoaktif aminler gibi mediyatorler iretilir. Bu mediyatorler
arasinda makrofajlardan iretilen sitokinler endotokseminin patofizyolojik etkilerinin
cogundan sorumludur. Ozellikle c¢iftlik hayvanlarinda pulmoner intravaskiiler
makrofajlar 6nemli sitokin ireticileridir ve endotokseminin Kklinik etkileri ve
patogenezisinde onemli rol aldigi diigiiniilmektedir (Brigham 1985, Brigham ve
Meyrick 1986, Kuhl ve Rosen 1998).

LPS’in canlida olusturdugu patofizyolojik etkilerin diizeyi, LPS’in dozu ile
iliskilidir. Genellikle dozu arttik¢a etkileri belirginlesir ve uzar. Ayrica bireysel
duyarlilik, yas, gebelik, endotoksin yiikii, uygulama yolu ve siklig1 da patofizyolojik
etkilerini 6nemli 6l¢iide degistirebilir (Lohuis ve ark 1988). Bununla birlikte tiirler
arasindaki farkli oranlarda LPS baglayici proteinlerin (LBP) bulunmast ve LPS’nin
yarl Omriiniin farkli olmasindan kaynakli olarak klinik goriiniim ve patofizyolojik
etkilerinin degisebilecegi bildirilmistir (Morris 1991). LBP ile LPS’in birlesmesi ile
olusan LPS-LBP kompleksi, dogrudan karaciger, akciger ve kan dolasimindaki
makrofajlar ve lipoproteinlere baglanarak hizla temizlenir (Kitchen ve Thompson
2005). Bunun disinda LPS-LBP kompleksi, membran baglayici reseptér (mCD14) ve
¢oziinebilen CD14 (sCD14)’e baglanarak, bu yapilar1 birbirine doniisebilme

yetenegini  kazandirabilmektedir. Eger detoksifikasyon seviyesinin iistiine



cikilmadiysa ya da LBP seviyesi yliksek ise LPS-LBP, mCD14 veya sCD14 yapilari
lipoproteinler ile birleserek detoksifiye edilir (Kitchen ve Thompson 2005).
Detoksifiye kapasitesinin iistiinde toksin varligi s6z konusuysa veya LBP seviyesi
diisiikse LPS-LBP kompleksi, miyeloid farklilasma proteini 2 (MMD)-2 adi verilen
baglayici bir protein vasitasiyla mononiikleer hiicreler lizerinde bulunan mCD14’ye
baglanir. Bundan sonra mononiikleer hiicre zarindaki Toll Like Reseptor 4 (TLR4)
eklenir ve LPS asil yikimlayici etkisinden sorumlu olan mediyatérlerin salinimina
neden olur (Kitchen ve Thompson 2005, Kelmer 2009). Bu kompleksin hiicre igine
gegmesi sonucunda niikleer faktor kappa B (NF-kB) sinyal yolagi etkinleserek bir¢ok
proinflamatuar sitokinlerin (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8) salinmasina aracilik eder (Kim
ve ark 2004). Aktive edilen genlerin bazilar1 siklooksijenaz 2, uyarilabilir NO,
notrofillerin  endotel yiizeylerine yapismasini destekleyen endotel yapisma

molekiilleri ve kemokinlerin salinmasini da indiikler (Wagner ve Roth 1999).

LBP ve sCD14'in dolagimdaki yiiksek konsantrasyonlar1 potansiyel olarak
LPS’in zararli sistemik etkilerini kontrol altina almaya yardime1 olabilir. Bu nedenle,
sCD14 ve LBP'in her birinin enfeksiyon sirasinda konakg¢iya fayda saglayabilecek
ikili aktiviteye sahiptir. Sepsis tedavisinde ilag uygulama sonrasinda tedavide yiiksek
oranda basari saglanamamasi, LBP ve sCD14 sistemlerinin yeterince aktive
olmamasi olarak gosterilmektedir. SCD14 ve/veya LBP'in ikili aktivitesi iizerine
caligmalar yapilmasinin, terap6tik potansiyeli olabilecegi bildirilmistir (Kitchen ve
Thompson 2005).

Endotoksemi sirasinda sentezi artan arasidonik asit metabolitlerinin
hemodinamik degisimlerden sorumlu olabilecegi bildirilmistir. Siklooksijenazlar
arasidonik asidi, spesifik sentetazlarla prostaglandin, tromboksan (Tx) ve prostasiklin
olusumu icin substrat olan ara endoperoksitlere donistiirir (Moore 2005).
Trombositler, giiclii vazokonstriktdr olarak gdérev yapan ve trombosit agregasyonunu
indiikleyen baslica Tx kaynagidir. Prostasiklinlerin geneli vaskiiler endotel
hiicrelerinde sentezlenir ve vazodilatasyon ile trombosit agregasyonu inhibisyonuna
sebep olur (Cook 2005). Endotoksin kaynakli siklooksijenaz iiriinlerinin tiretimi,
6liimle sonuglanan ¢oklu organ yetmezligine ve mortalitede artisa katkida bulunabilir

(Basu ve Eriksson 1998).



Viriilan membran bilesenleri ve toksinler, timor nekrozis faktor alfa (TNFa),
interlokin (IL)-1 ve IL-6 dahil olmak {izere inflamatuar mediyatorlerin salinmasina
neden olan bagisiklik tepkisini aktive eder. Bu sitokinler arasindan o6zellikle
TNFa’nin endotoksemideki rolii 6nemlidir (Beutler ve ark 1985, Waage ve ark 1987,
Debets ve ark 1989, Casey ve ark 1993). TNFa, endotoksemi sirasinda makrofajlar
tarafindan salinir ve hastaligin prognozu agisindan 6nemlidir (Wagner ve Roth
1999). Prostaglandinler ve TxA, TNF'nin neden oldugu sistemik etkilere aracilik
edebilir ve bu etkileri siklooksijenaz inhibitorleri tarafindan Onlenebilir. TNF
endojen bir pirojen gibi davranarak ikincil bir mekanizmayla nétrofilleri aktive eder
ve endotoksemi sirasinda bircok dokuda meydana gelen inflamatuar degisimler
damar endoteline yapismayr uyarir. Bu tepkiler endotoksemi ile iliskili olan
koagiilopatiyi gii¢lendirir. TNF’in endotoksik sok patogenezinin merkezinde rol
aldig1 distinilmektedir. LPS veya Gram negatif bakterilerin enjeksiyonunu takiben
TNF kanda hizli bir sekilde artar ve en yiiksek serum konsantrasyonuna 90 ila 120
dakikalar arasinda wulasir (Morris 1991). Saflastirilmis rekombinant TNF
uygulanmasi septik ve endotoksemik soka benzer etkilere neden olur ve TNF’ye
kars1 yonlendirilmis monoklonal antikorlar, endotoksemi ve sepsisin zararl
etkilerinin ¢cogunu onler ve Gram negatif sepsis sirasinda LPS kaynakli mortaliteyi
onemli Olgiide azaltir (Johnson ve ark 1989, Morris 1991, Johansen 2015).
Proinflamatuar bir sitokin olan IL-1, ates ve hepatik akut faz yanitin ortaya
¢ikmasinda rol oynar. IL-6, hepatik akut faz cevaba katkida bulunur ve B
lenfositlerin proliferasyonunu destekler. Prognostik bir gosterge degeri tasiyan IL-
6’nin plazma konsantrasyonu, endotoksemide TNFa ve IL-1'e kiyasla daha iyi bir
belirleyicidir (Wagner ve Roth 1999, Morris 2001).

Inflamatuvar mediyatorlerin salmimi sepsisli hastalarda sistemik apoptozu
indiikler. Sepsis kaynakli apoptoz intrinsik (mitokondriyal kaspaz-9 yolu) ve
ekstrinsik (6liim reseptorii kaspaz-8 yolu) olmak {izere iki sinyal yolu ile baslar.
Intrinsik yolak toksinler, NO ve serbest radikaller tarafindan uyarilir. Uyarimlar
Ca®’un ig mitokondriyal zardan akigini ve sitokrom C'nin yer degistirmesini
etkileyerek mitokondriyal disfonksiyona sebep olur. Mitokondriyal disfonksiyon
sepsisin prognozu agisindan énemlidir. Ekstrinsik sinyal yolagi ise TNFa ve Fas gibi
ligandlar1 baglayan transmembran 6liim reseptorleriyle aktive olurlar. Intrinsik ve

ekstrinsik sinyal transdiiksiyonu hiicrenin dliimiiyle sonuglanan proteaz kademeli



baglayan kaspaz-3'ii aktive eder. Deneysel yapilan bir ¢alismada, apoptozisin inhibe
edilmesiyle organ fonksiyon bozuklugunun engellendigini ve mortaliteyi azalttigi
bildirilmistir (Johansen 2015).

1.1. Endotokseminin Fonksiyonel ve Metabolik Etkileri
1.1.1. Kardiyopulmoner Fonksiyonlar

Endotokseminin hemodinamik etkileri iki fazda ortaya ¢ikar. Birinci fazinda,
kalp atis1 ve kalp debisi artar ve periferik vaskiiler direng azalir, ancak sistemik kan
basinct normale yakin veya normalin biraz altinda kalir. Bu dénem endotokseminin
hiperdinamik fazi olarak bilinir (McCuskey ve ark 1996, Wang ve Chaudry 1996,
Yang ve ark 1999, Flynn ve ark 2010). Periferik dokularin oksijen ihtiyaci
hiperdinamik fazda artar ve bu artis1 karsilamak i¢in kan akisinin artmas: telafi edici
mekanizma olarak goriilmektedir. Hiperdinamik fazda kalp debisindeki artmasi ve
oksijen uygulamalar1 yapilmasina karsin dokularin ihtiyaglarini karsilamakta yetersiz
kalabilir. Etkilenen hayvanlarda hiperventilasyon, kilcal dolum zaman: ile mukoza
zarlarinda  konjesyon azalmistir.  Mikrosirkiilasyonda  bozulma  o6zellikle
gastroinestinal sistem ve bobrek gibi organlari etkiler. Kan akimindaki bozukluk
Klinik olarak ileus, ishal ve idrar ¢ikisinda azalma ile kendini gosterir. Hiperdinamik
fazin ardindan hipodinamik faz gelir ve bu fazda kardiyak debide azalma, sistemik
hipotansiyon, periferik damar direncinde artma ve santral ven6z doniiste azalma
gbzlenir. Hipotermi, hizli diizensiz nabiz, uzamis kilcal dolum zamani, siyanotik ve
anemik mukozalar, asidemi, hipoksemi (Radostis ve ark 2006, Constable ve ark
2016), deri ve ekstremitelerde sogukluk ve organ yetmezligi goriiliir (Flynn ve ark
2010). Ayrica siddetli pulmoner 6dem ve pulmoner hipertansiyon gelisir. LPS’in
yiiksek dozlarda uygulanmasi kalp atig hizinda artma, kalp debisi ile atim hacminde
azalma ve periferik vaskiiler direngte artisla birlikte dolasim sokuna neden olabilir.
Diisiik dozda LPS’in intravendz inflizyonu hipotansif ve hipovolemik soka neden
olmadan pulmoner hipertansiyona neden olabilir. Diisiikk endotoksin dozlarinin yavas
infizyonunu takiben bagirsaklarin vazokonstriksiyonu endotoksemiyi telafi edici

yanitin bir parcasini olusturur (Constable ve ark 2016).

Endotoksemideki vaskiiler degisiklikler arasinda vaskiiler gecirgenlikte artis,
vaskiiler tonusda degisiklikler ve mikrovaskiiler obstriiksiyon goriiliir. Artan kapiller

gecirgenlik interstisyel bosluga su tasiyan albumin ve diger kolloidlerin transmural



hareketini tesvik eder. Sonugta hipoalbiiminemi, hipoproteinemi, interstisyel 6dem,
pulmoner 6dem, hipovolemi, kalbe kan doniisiinde ve kalp debisinde azalma gelisir.
Sistemik ve pulmoner arter ve arteriollerde vazokonstriksiyon gelisir (Olson ve ark
1990, Radostis ve ark 2006). Buna ek olarak endotoksinin koyunlara uzun siire
inflizyonu sistemik hipotansiyon, pulmoner hipertansiyon ve akut akciger hasarma

neden olabilir (Perkowski ve ark 1996).

Endotoksinler kardiyomiyopati gelisimini tesvik eder. Kardiyomiyopatinin
altinda yatan hiicresel mekanizmalar tam olarak aciklanamamistir. Indiiklenebilir NO
tiretimi, hiicre i¢i kalsiyum akimi, oksidasyon - rediiksiyon dengesinin bozulmasi ve
bozulmus solunum zinciri aktiviteleri miyopatinin agiklanmasinda kullanilmistir.
Ancak hangisinin ne kadar etkili oldugu ile ilgili net bir sonuca ulasiimamistir (Flynn
ve ark 2010).

Endotoksemi akut ve siddetli nétropeniye neden olur. Notropeni esas olarak
lokositlerin  damar duvarina yapismasi ve sekestrasyonuna baghdir. Siddetli
notropeninin  kalicihigi kot prognostik bir gostergedir. Notrofillerin - pulmoner
sekestrasyonu ve pulmoner intravaskiiler makrofajlarin araciligiyla endotoksinlerin
alimina oOnciiliik eder ve pulmoner makrofajlarin cevabi sonrasinda ortaya ¢ikan ¢ok
onemli basamak olarak goriilmektedir. Hemokonsantrasyon, sivinin damarlardan
ekstravaskiiler bosluklara hareketinden kaynaklanir. LPS infiizyonunu takiben ¢ok
kisa bir zamanda lokopeni gorilebilir. Endotoksinler 6zellikle alveoler kilcal
damarlardaki l6kositlerde birikerek, yangi durumunda I6kositlerin damar duvarina
yapismasi ve aktivasyonuna neden olur. Bu olayi interstisyel ve endotel hiicrelerine
16kositlerin gocii ve degraniilasyonu takip eder. Rebound ldokositoz kemik iligi
tizerindeki humoral etkilerden kaynaklanir. Kemik iliginden nétrofillerin salinimini
destekleyen notrofil salgilayan faktor ve graniilopoezi uyaran makrofaj-kolonistimiile
edici faktorler etkilidir. Ayrica endotoksemide periferik kan dolagimi ve dalaktaki
lenfositler lenfatik organlara yeniden dagilir ve endojen Kortikosteroidlerin
salinmasiyla  lenfopeniyi  potansiyalize eder. Trombositopeni, endotoksin
uygulamasindan sonra godzlenir. Ancak noétropeniden daha sonra ortaya ¢ikar

(Radostis ve ark 2006, Constable ve ark 2016).



1.1.2. Hemostatik Sistem

Endotokseminin hemostatik sistem {izerine etkilerini periferik dolasim
boyunca trombositleri, pihtilasma faktorleri ve endoteli etkileyerek pihtilagsma ve
fibrinolizi  indiikklenmesi  vasitasiyla  gosterir.  Sepsisin ~ ciddi  evrelerinde
hipoperfiizyon ve oksijen tilkenmesi ile dogrudan organ yetmezligi ve Oliimle
baglantili mikrodolagimda belirgin degisiklikler meydana gelir (Sakr ve ark 2004,
Trzeciak ve ark 2008, De backer ve ark 2013). Endotoksinler dogrudan veya dolayli
endotel hasarina neden olabilir. Béylece hasar, i¢ ve dis pihtilasma basamaklarinda
baslayan subendotelyal kollajen ve doku tromboplastini aciga ¢ikarir. Aktive edilmis
notrofiller, kompleman bilesenleri ve makrofaj iriinleri, IL-1 ve TNF endotoksin
kaynakli endotel diizenin bozulmasinda rol oynarlar (Morris 1991). Pihtilagsma ve
fibrinoliz tizerindeki etkilere farkli sitokinler aracilik ettigi ifade edilmektedir. IL-6
pihtilasmanin aktivasyonunda rol oynarken, TNF'nin ise fibrinolitik cevaplarin
uyarilmasinda énemli rol oynadig1 goriilmektedir. Sepsiste pihtilasma ve fibrinolizin
diizenlenmesinde diger sitokinlerin rolii net olarak tanimlanamamistir (Levi ve ark
2003). Endotoksinler pihtilasma faktorii XI1’yi dogrudan aktive edebilme yetenegine
sahiptir ve ayrica tromboksan ve diger prokoagiilan mediyatorler ile birlikte
trombosit salinimini indiikleyerek Kkoagiilasyon basamaklarinin baslatilmasinda
onemli role sahiptir. Ikincil olarak endotoksinler faktér XII aktivasyonu ile endotel
hasar1 veya kompleman aktivasyonu ile koagiilopatiye neden olabilir. Makrofaj ve
16kositlerin, faktér VII'ye benzer sekilde endotoksine cevap olarak prokoagiilan
madde saldig1 gosterilmistir (Morris 1991, Radostis ve ark 2006). Klinik ¢aligmalarin
sonuglarina dayanarak bazi koagiilasyon veya fibrinolitik proteinlerin blokaji veya
sitokin iiretimine ve etkisine miidahale edilmesi ile pihtilasmanin diizenlenmesinde

rasyonel terapdtik bir yaklagim olabilecegi diigiiniilmektedir (Levi ve ark 2003).

Endotoksemi sonrasinda ortaya ¢ikan organ yetmezligi ve diffiiz
mikrovaskiiler trombozdan kaynakli yaygin koagulopati ve mikrotrombozlar
goriilebilir. Yaygmn damar i¢i pihtilasma (DIC) sirasindaki abartili  trombin
olusumunun sonucu mikrosirkiilasyonda yaygin fibrin birikmesi, dolagimda tikanma
ve iskemik nekrozlar belirlenebilir. Damarlardaki tikanma ve nekroz sonucunda
organ hipoperfiizyonu gelisebilir ve devaminda g¢oklu organ yetmezligi ile 6lim

goriiliir (Levi ve ark 2003).



1.1.3. Termo-Regiilasyon

Sistemik inflamasyon modellerinde hem hipertermi hem de hipotermi
goriilebilir. Inflamasyon sirasinda termoregiilasyonda prostaglandin E, (PGE,) ve
diger lipid mediyatorler Kilit rol oynamaktadir. Bu mediyatorler hepatik ve pulmoner
makrofajlardan salgilanmaya baslar. Kan PGE, konsantrasyonunun artmasiyla
beyindeki 1s1 merkezi uyarilir ve viicut 1sisindaki artis tetiklenir. Kan-beyin bariyeri
icinde sentezlenen PGE hiperterminin devamliligim1 saglar. Her iki durumda da
PGE,, siklooksijenaz-2 ve mikrozomal PGE, sentetaz-1 tarafindan sentezlenir.
Hipotermiye aracilik eden mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Laboratuvar
hayvanlar1 ve insanlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgulara dayanarak viicut
isisinin artmasi hafif enfeksiyonlarla miicadelede faydaliyken, hipoterminin ciddi
sistemik inflamasyon ve enfeksiyonda yararli oldugu ifade edilmistir (Garami ve ark
2018). Bakteriyel endotoksinler, inflamatuar ve immiinolojik olaylarda anahtar
mediyator olarak igslev goren makrofaj interlokinlerinin giiglii uyaricilaridir (Heled ve
ark 2013). IL-1 ates, akut faz proteinlerin iiretimi, prokoagiilason ve noétrofil
adhezyon proteini aktivasyonu ile akut faz cevaba miidahil olur. IL-6, konakg1
savunma sistemi, antijen spesifik immiin yanit, hematopoez, hiicresel farklilasma,
viicut 1sisinin - ve inflamatuar hareketin  sonrasinda akut faz reaksiyonun
diizenlenmesinde rol alir (Morris 1991). Endotoksemide hipertermiyi takiben

hipotermi geligebilir (Lohuis ve ark 1988).

1.1.4. Gastrointestinal Fonksiyon

Bagirsak endotoksinlere kars1 enterosit membranlar, siki baglantilar,
salgilanan mukus ve doku makrofajlart gibi imminolojik faktorler ile bariyer
olusturmaktadir. Bu bariyerin disfonksiyonu farkli stres tiplerinden kaynaklanabilir
ve bagirsak gecirgenliginin artmasina neden olabilir. LPS i¢in artan gegirgenlik yerel
velveya sistemik inflamatuar reaksiyonlara sebep olabilir. Immiin yanitin artmasi
daha ciddi durumlara sebebiyet verebilmektedir. Sonucta ortaya ¢ikan inflamatuar
yanit termoregiilasyonun bozulmasina ve c¢oklu organ disfonksiyonunun

gelismesinde 6nemlidir (Lambert 2009).

Endotoksinlerin  damar i¢i infiizyonu ile indiiklenen viicut 1sisinin,

ruminoretikiiler hareketi inhibe ettigi, abomasal sekresyonu ve bosalmay1 azalttigi
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ifade edilmistir. Klinik olarak bu belirtilerin 30 ile 60 dakika i¢inde basladig1 ve
rumen motilitesindeki etkisinin 7 saat kadar siirebilecegi ifade edilmistir. Rumen
motilitesindeki degisim sadece viicut 1sisindaki degisimden kaynaklanmamaktadir.
Stazisin ilk kismi, muhtemelen artmis diiz kas tonusu (periferik etki) ile mide
duvarindaki diiz kas gevsemesinden kaynaklanmaktadir. Stazisin sonraki kismi mide
merkezlerinin depresyonuna (merkezi etki) atfedilir. Retikiilo-rumen stazisde
katekolaminler, histamin, serotonin ve Kininlerin belirgin roliiniin olmadig1 ifade
edilmistir. Kegilerin {igiincli ventrikiiline diisiik dozlarda endotoksin uygulanmasi
titremeye, viicut 1sisinda artisa ve dis ruminal kasilmalarin inhibisyonuna neden
olmustur. Koyunlara sol ve sag dorsal vagal ¢ekirdege yakin endotoksin enjeksiyonu
arteriyel kan basinct ve rumen hareketliliginde degisikliklere neden olmustur.
Endotoksinlerin  damar i¢i enjeksiyonundan sonra ©n mide motilitesindeki
degisikliklerin PGE;’nin merkezi etkisinden kaynaklanabilecegi bildirilmesine
(Lohuis ve ark 1988) ragmen, yapilan arastirmalarda endotoksemi sonucunda agiga
cikan cok sayida mediyatoriin bu etkiyi tetiklemek i¢cin sempatik sinir sistemi ile
etkilesime girebilecegi ifade edilmistir. Yetigskin siit ineklerine endotoksin
uygulanmasi sonrasinda rumenoretikuler kontraksiyon sikliginin azaldigi, bu duruma
endotoksemide agiga ¢ikan mediyatorlerin neden oldugu belirtilmistir (Constable ve
ark 2016). Atlarda deneysel endotoksemi modelinde, o-2 adrenerjik reseptorlerin
uyarilmasi ile sempatik tonusun arttig1 ifade edilmektedir. Endotokseminin sekal ve
sag ventral kolon kasilma aktivitesinde diisme, lateral sekal arter kan akigsinda 6nemli
Olgiide azalma ve proksimal kolonda hipomotiliteye (ileus) neden oldugu ifade
edilmistir (Eades ve Moore 1993).

1.1.5. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidrat metabolizmasi tizerindeki etkileri endotokseminin siddetine ve
asamasma gore degisiklik gostermektedir. Endotokseminin erken sathasinda
glikogenezisin  indiiklenmesinden dolay1r hiperglisemi goriiliirken, ilerleyen
asamalarda hipoglisemi  gozlenir (Moore 1988). Hipogliseminin siddeti
endotokseminin hiz ve derecesine baglhidir. Hipogliseminin o6niine gegmek igin
kullanilacak glikoz ¢ozeltileri, Karacigerdeki glikojen yikimlanmasi ve dokularin

glikoza toleransin azalmasindan dolay1 hizli bir sekilde verilmemelidir. Endotoksik



sokta, hipo ve hiperglisemi ile birlikte laktik asidemide goriiliir (Constable ve ark
2016).

Hiperglisemi endotokseminin baslangic sathasinda goriliir ve gecicidir.
Hiperglisemi, artan hepatik fosforilaz aktivitesi ile mevcut glikojen depolarinin
tilkenmesine baglidir. Ayrica iskelet kasindan laktat salinimi kas fosforilazin daha
uzun siireli aktivasyonu ile plazma glukoz aliminin artmasi hipergliseminin
devamliligini saglar. Mononiikleer fagositler ve TNF'in katilimiyla immiin dokularin
uyarilmasi, bu dokularda da yiiksek glikolizle sonuglanir ve bdylece
hiperlaktikasidemi daha da belirginlestirir. Hem kan laktat diizeyindeki artig hem de
sempatik tonusun artmasinin glukoneogenezde 6nemli oldugu goriilmektedir (Spitzer
ve ark 1989). Hipergliseminin aksine hipoglisemi olduk¢a siddetli ve uzun stirelidir.
Koyunlarda hepatik glukoz tiretiminin artmasiyla iligkili gegici hiperglisemi goriliir
ve bu donemi takiben hepatik glikoz {liretiminin azalmasiyla 3-8 saat sonra
hipoglisemi gelistigi ifade edilmistir. Bunun yamisira kan piruvat ve laktat
konsantrasyonlarindaki artis, zayif doku perflizyonu ile anaerobik doku
metabolizmasindaki artistan kaynaklidir. Kan laktat diizeyinde artis mental
depresyon ve mortalite de artisa katki saglayabilmektedir (Constable ve ark 2016).

1.1.6. Protein Metabolizmasi

Endotoksemide katabolik aktivitede artis dikkati ¢ekmektedir. Bu artisa
serum {ire nitrojen artig1 eslik eder. Katabolik aktivitenin artmasi sonucunda plazma
aminoasit konsantrasyonunda degisimler, idrar azot atilimi ile protein doéniistimiiniin
arttig1 goriilmektedir. Koyunlarda akut endotoksin ile indiiklenen ates sirasinda ve
sonrasinda, plazma aminoasitleri ile metabolitlerin konsantrasyonlarinda degisimler
belirlenmistir. Endotoksin uygulamasina cevap olarak ruminantlarda doku protein
metabolizmasindaki degisiklikler hizli ve genis bir aralikta meydana geldigi ve bu
degisiklikler bulagic1 hastalik salginlar1 sirasinda meydana gelen ekonomik kayiplara
katkida bulunabilecegi ifade edilmistir. Ayrica kandaki aminoasitlerin nispi oranlari
ve plazma proteinlerinin elektroforetik diizeninde degisiklik goriilmistiir. Akut faz
reaksiyonunun bir pargast olarak globiilinlerin arttigit ve albliminin distigi

goriilmektedir (Radostis ve ark 2006).
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1.1.7. Viicut Uzerindeki Kompleks Etkileri

Hipoglisemi, hiper L-laktatemi ve asidemi, hiicre aktivitesini etkiler ve ¢ogu
dokunun fonksiyonel aktivitesini azaltir. Bu faktorlerden asideminin yetiskin
hayvanlarda en 6nemli etken olabilecegi bildirilmistir. Yeni doganlarda siddetli
hipoglisemi daha sik g6zlendigi i¢in asidemi kadar glikoz seviyeside énemlidir. 24-
36 saatlik buzagilarda deneysel endotoksemide siddetli hipoglisemi, laktik asidemi
ve orta veya siddetli sepsis ile iligkili hipotansiyon goriildiigi ifade edilmistir.
Kardiyak uyaricilara kars1 kalbin cevabi azalir. Buna ek olarak damarlarda dilatasyon
ve bazi olgularda kilcal damar duvarlarinda hasar goriiliir, boylece dolasimdaki kan
hacmi azalir. Bu azalma, kardiyak debinin azalmasiyla birlikte kan basincinda diisiis
ve dolasim yetmezliginin gelismesine yol agar. Doku perflizyonu ve oksijen
tiretimindeki azalma mukozalarda siyanoza neden olur. Karaciger fonksiyonunda
azalmalar ve bobrek tiibiilleri ile glomeriillerde gelisen hasar sonucunda albuminiiri
geligir. Sindirim sisteminin motilitesi ve fonksiyonel tonusu azalir, istahsizlik,
indigesyon ve bunu takiben konstipasyon gozlenir. Benzer bir tonus kaybi iskelet
kasinda da gozlenir ve kaslarda zayiflik ve kuvvetsizlik gelisir. Bu degisiklikler
tokseminin siddetine, tipine ve donemine gore degiskenlik gosterebilmektedir
(Radostis ve ark 2006).

1.2. Endotoksin Toleransi

Tekrarlanan LPS uygulamasi, endotoksin toleranst olarak bilinen konake1
yanitin zayiflamasma neden olur (McCuskey ve ark 1996). Endotoksinin aracilik
ettigi tolerans iki fazdan meydana gelir. Degistirilmis hiicresel aktivasyon ile iligkili
erken faz ve Gram negatif mikroorganizmalarin polisakkarit yan zincirine karsi
spesifik antikorlarin gelistirilmesi ile baglantili ge¢ faz olarak tarif edilmektedir
(West ve Heagy 2002). Erken faz toleransi gegicidir, saatler veya giinler iginde
olusur ve antiendotoksin antikor iiretimi ile iliskili degildir. Duyarlilik doz-cevap
aralig1 baglangigtaki pirojenik cevabin yogunlugu ile dogru orantilidir. Buna karsilik
geg faz toleransi uzun omiirliidiir, antijene 6zgii ve antikor tiretiminin sonucu olarak
birka¢ giin gerekir ve baslangictaki pirojenik cevap ile dogrudan bir iligkisi yoktur.
[lk endotoksemi infiizyonu sonucunda hayatta kalan canlilarda tolerans

gelisebilmektedir (Greisman ve ark 1973). Endotoksin toleransi baslangigta yararl
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bir adaptif cevap olarak diisliniilmesine ragmen, siddetli sepsis ve organ
disfonksiyonu olan hastalarin yonetimini zorlastiran immiin bozuklugun bir bileseni
veya isareti de olabilecegi diisiiniilmelidir (West ve Heagy 2002). Endotoksin
tolerans1 olgusu genis c¢apta arastirilmistir. Ancak molekiiller mekanizmalar1 net

olarak ortaya konulamamistir (Fan ve Cook 2003).

1.3. Klinik Belirtiler

Toksin olusumu veya dolasima serbest birakilmasi hizli ve toksinin toksisitesi
yiiksek oldugunda, kardiyovaskiiler kollapsin baslamasiyla “toksik” veya “septik”
soka neden olabilir (Radostis ve ark 2006). Buzagilara LPS uygulanmasini takiben
tagipne ve tasikardi, viicut 1sisinda azalma/artma, yerde yatma, depresyon,
mukozalarda hiperemi/siyanoz ve emme refleksinde azalma goriiliir (Coskun ve Sen
2012). Bu belirtilerin yani1 sira kan basincinda diisme sonucu ciddi periferik
vazodilatasyon, mukozalarda solgunluk ve kas giigsiizliigii gibi klinik belirtiler
kendini gosterir. Periferik kan dolagiminin bozulmasi sonucunda bobrek yetmezligi
yaygin goriiliir ve bu yetmezlik aniiri ile karakterizedir. Yaygin damar i¢i pihtilagma
(DIC) gelisirse kanama egilimi gosteren mukoza ve sklerada petesiyal ve ekimotik
kanamalar gozlenir (Constable ve ark 2016). Klinik olarak gelisen bu degisimler

ozellikle 1 ila 3. saatler arasinda daha siddetli ve belirgindir (Coskun ve Sen 2012).

Endotokseminin reprodiiktif verim iizerine olumsuz etkileri vardir. Ozellikle
evcil hayvanlarda abort, ostrus siklusunda kisalma, fotal malformasyonlara sebep
olabilir (Foley ve Schlafer 1994, Daniel ve ark 2002). Ancak laktasyon dénemindeki
kegilere meme i¢i LPS uygulanmasinin siit verimi tizerine olumsuz etkilerinin
olmadig ifade edilmesine (Castro-Costa ve ark 2014) ragmen, endotoksinlerin meme
bezini etkilemesi sonucunda agalaksia hastaliginin patogenezisinde 6nemli rol

alabilecegi ifade edilmektedir (Radostis ve ark 2006).

Endotoksemi insiilin benzeri biiyiime faktorii ve biiyiime hormonu gibi
anabolizan hormonlarin plazma seviyesini azalttigindan gelisimi  olumsuz

etkileyebilecegi ifade edilmistir (Sartin ve ark 1998).
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1.4.Endotokseminin Klinik Patolojisi

1.4.1. Hematoloji

Toplam ve diferansiyel 16kosit sayisinda degisiklik meydana gelir (Gerros ve
ark 1995). Hafif endotoksemide I6kositoz ve notrofili goriiliirken, siddetli formunda
l6kopeni, notropeni ve lenfopeni goriliir. Bu degisimlerin siddeti ve siiresi arttikca
endotokseminin siddeti de artar. Endotoksemi rebound nétrofiliye neden olabilir ve
bu durum nétrofillerin serbest birakma faktoriinlin iiretilmesi yoluyla kemik iligi
rezervinde bulunan noétrofillerin dolasima akisina atfedilir (Moore 1988, Constable
ve ark 2016).

1.4.2. Biyokimyasal Degisimler

Akut endotoksemide genellikle plazma glikoz, serum albiimin ve toplam
protein konsantrasyonunda diislis ile serum iire diizeyinde artis goriiliir. Azalan
albumin ve toplam protein konsantrasyonu artan kilcal gegirgenlige yanit verirken,
azoteminin azalmis olmast glomeriiler filtrasyon hizin1 yansitir. Yetiskin
herbivorlarda hafif hipokalsemi, hipomagnezemi ve hipokalemi goriiliir ve
gastrointestinal hareketlerin azalmasmin muhtemel sonucu olan hipofosfatemi
gozlenir. Kroniklesmis toksemik durumlarda, elektroforetik muayenede gozle
gortiliir sekilde globiilinlerde artig ile serum total protein konsantrasyonu yiikselmesi
daha yaygindir (Radostis ve ark 2006).

1.5. Endotoksemi Tedavisi

Endotokseminin tedavisi ve 6nlenmesinde bir¢ok yontem denenmistir. Ancak
sadece birkagmin etkili oldugu kanitlanmig ve giiniimiizde net bir tedavi protokolii
olusturulamamustir. Tedavide basarsizligin ana sebebi olarak LPS'in sinyal iletim
yolunun karmasikligi tanimlanmis ve etkili bir tedavi i¢in LPS sinyal iletimi yolu
boyunca birkag¢ hedef noktaya odaklanilmasi gerektigi vurgulanmistir (Kelmer 2009).
Genel olarak endotoksemi ve/veya septik sokun temel tedavi prensibi igerisinde
sirast ile enfeksiyon odaklarmin ortadan kaldirilmasi, etkene uygun antibiyotik
se¢imi, hipovolemi, hipoglisemi, sivi-elektrolit ve asit-baz ac¢igini kapatmak igin

agresif sivi-elektrolit tedavisi ve siklooksijenaz yolagi {irinlerinin inhibisyonu igin
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nonsteroid antiinflamatuar ilaglar veya glukokortikoidlerin kullanilmas: bulunur.
Rutin tedavide bu asamalarin uygulanmasi onerilmektedir (Constable ve ark 2016).
Ayrica bazi vakalarda rutin tedavi uygulamalarina ek olarak inotropik ajanlar
velveya vazopressorlerin uygulanmasi (dopamin, dobutamin, noradrenalin ve
izoproterenol vb.), damar i¢i polimiksin B ve LPS antijenlerine karsi yonlendirilmis
antikorlar1 iceren hiperimmiin plazma uygulanmasia da yer verilmektedir (Moore
1988, Moore ve Barton 2003, Kayaalp 1996). Yukaridaki tedavi segeneklerine ek
olarak incelenmekte olan potansiyel terapotik ajanlar da (pentoksifilin, dimetil
stilfoksit, tyloxapol ve insiilin vb.) bulunmaktadir (Brackett ve ark 1991, Chalmeh ve
ark 2013a, Chalmeh ve ark 2016). Ancak giiniimiizde potansiyel terapotik etki
gostermesi  beklenen maddelerle ilgili hedef tiirlerde yeteri kadar c¢alisma
bulunmadigindan veteriner hekimlikte endotoksemik hayvanlarda rutin kullanimi

onerilememektedir.

1.5.1. Antibiyotikler

Endotokseminin primer nedeni Gram negatif mikroorganizmalar oldugundan
kullanilacak antibakteriyel ajanin bu tiir mikroorganizmalara etkili olmasi,
enfeksiyon bolgesine etkili konsantrasyonda ulasmasi ve bu konsantrasyonda belli
bir siire varligini devam ettirmesi istenir. Ayrica Gram negatif bakterilerin 6ldiiriilme
hizinin 6nemli oldugu, hizli 6ldiiren antibiyotik kullaniminin bakterilerden hizl
endotoksin salinimina neden olarak klinik belirtileri ve prognozu olumsuz
etkileyebilecegi ifade edilmekle (Radostis ve ark 2006) birlikte, klinik denemeler
sonucunda betalaktam antibiyotiklerin uygulanmasindan sonra zararli etkilerinin
gozlenmedigi ifade edilmistir. Ayrica betalaktam ile kombine aminoglikozid grubu
antibakteriyel ajanlarinin kullanim1 betalaktamlarin endotoksin salinimi {izerine olan
olumsuz etkileri bloke edebilecegi ifade edilmistir (Bentley ve ark 2002, Moore ve
Barton 2003, Kelmer 2009).

Marbofloksasin

Marbofloksasin Gram negatif, Staphylococcus spp., Mycoplasma spp. ve
Clamydia spp. kars etkili, sadece veteriner hekimlik alaninda kullanim1 onaylanmis
ticiincii nesil florokinolon grubu antibiyotiktir (Sharma ve ark 2009, Sarkozy 2001).
Marbofloksasin, antibakteriyel etkisini bakterilerin DNA jiraz ve topoizomerez IV

enzimlerini inhibe ederek gosterir (Sharma ve ark 2009). Marbofloksasin genis
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dagilim hacmi, uzun eliminasyon yarilanma 6mrii ve uzun post antibiyotik etkiye
sahiptir (Waxman ve ark 2003, Nedbalcova ve ark 2019). Florokinolon grubu
antibiyotiklerin antibakteriyel etkisi konsantrasyona baghdir ve etkinliklerini
degerlendirmek ic¢in doruk plazma konsantrasyonu (Cpmax)/minimum inhibitor
konsatrasyon (MIK) ve egri altindaki alan—zaman egrisi (EAA)/MIK oranlari
kullanilir. Marbofloksasin tedavisinde maksimum etkinlik ve minimun direng
gelisimi icin Cmax/MIK oranm1 Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler i¢in >10 iken
EAA/MIK oranin Gram negatif bakteriler icin >125 ve Gram pozitifler icin >60
olmasi istenir (McKellar ve ark 2004, Toutain ve Lees. 2004, Lees ve ark 2006).
CmaxMIK  ve EAA/MIK’in belirlenebilmesi icin hedef tir ve hastalikta
marbofloksasinin farmakokinetik (PK) ve farmakodinamik (PD) ozelliklerinin ortaya
konulmasi gerekir. Marbofloksasine karsi direng gelisme ihtimalini azaltmak igin
mutant Onleyici konsantrasyonlar (MPC) konsepti ile uygulamaya goére optimize
edilmis dozlama gereklidir (Lee ve ark 2017). Monte Carlo simiilasyonunun
sonuclarina dayanarak, yeterli bir antimikrobiyal etkinligi elde etmek icin en uygun
marbofloksasin dozu 10 mg/kg olmasi gerektigi ifade edilmistir (Lorenzutti ve ark
2017). Koyun ve kuzularda yapilan arastirmalarda da 2-10 mg/kg dozlari
kullanilmigtir (Altan ve ark 2018, Corum ve ark 2020). Yiiksek dozlarda lineer
farmakokinetik bir profil gosterecegini diisiinmenin yanlis olabilecegi ifade edimistir

(Lorenzutti ve ark 2017).

1.5.2. Sivi Tedavisi

LPS'in hemodinamik etkileriyle miicadelede kullanilan yiiksek oOncelikli
terapGtik strateji sivi tedavisidir (Kelmer 2009). Periferik perfiizyonun siirdiiriilmesi
i¢cin endotoksik sok tedavisinde sivi tedavisi sarttir ve biiylik hacimlerde izotonik
stvilar standart olarak uygulanir (Brown ve ark 2019). Laktatli ringer ¢ozeltisi veya
diger dengeli elektrolit cozeltiler birkag saat boyunca intravendz inflizyonla
verilmelidir. Sivi tedavisiyle periferik vazokonstriksiyonun diizeltilmesi, kabul
edilebilir nabiz kalitesinin restorasyonu, idrar ¢ikisinin saglanmasi, Santral venoz
basingta artig, arteriyel kan basinci ve kardiyak debinin diizeltilmesi ile dokulara
oksijen iletiminin kabul edilebilir seviyelere getirilmesi gibi olumlu cevaplar
alinmas1 amaglanir (Kelmer 2009, Constable ve ark 2016). Sivilarin, birkag saat gibi

kisa bir siirede hayvanin tahmini kan hacminin 0.5-1.0 kati kadar verilmesi
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gerekebilir. Hipoglisemi, artan glikoz kullanimi1 ve glikoz yetersizligi nedeniyle
glikoz her zaman sivi tedavisinin igine dahil edilmelidir (Constable ve ark 2016).
Endotoksinlerin zararli etkilerinin bir kismindan sorumlu olan hipotansiyon ve
periferik organ hasarmin Oniine ge¢mesi i¢in kristalloid ve kolloid soliisyonlar
kullanilmast gerekmektedir. Kristalloid soliisyonlar ucuz, ulasilmasi kolay ve
uygulanmasi sonucunda daha kotii sonuglarla karsilasiimadigindan ilk tercih olarak

yer almaktadir (Semler ve ark 2016).

1.5.3. Glukokortikoidler

Glukokortikoidler (kortikosteroidler) endotoksemi ve sok tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Margolis ve ark 1987, Er ve ark 2010, Yazar ve ark 2010).
Glukokortikoidlerin kullanimiyla organel ve hiicre zari stabilizasyonu, hiicresel
metabolizma, glukoneogenezis ve mikrosirkiilasyonun diizenlenmesi, miyokard
depresan faktor gibi endojen madde {iretiminin azalmasi, azalan 16kosit aktivasyonu
ve degraniilasyonu, minimal retikiiloendotelyal depresyon ve histolojik organ
hasarinin 6niine gegilmesi amaglanmaktadir (Constable ve ark 2016). Endotoksik
sokta en sik kullanilan kortikosteroidler hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon
ve deksametazondur. Kortikosteroidler deneysel prosediirden 6nce kullanildiginda
terapotik etkinliginin daha iyi oldugu ifade edilmistir. Glukokortikoidlerin kullanimi
ile kilcal damar endotelinin biitiinligii ve doku perfiizyonunun iyilestigi, kompleman
cevabin, pihtilasma aktivitesinin ve notrofil birikmesinin azalttigi, lizozomal
membranlart stabilize ettigi, karaciger hasarmna karsi kordugu ve hayatta kalma
oranini artirdig1 ifade edilmistir (Radostis ve ark 2006, Frauenfelder ve ark 1982, Er
ve ark 2010). Immiinosupresyon etkilerinden dolayr septisemik hayvanlarda
kullanimiyla ilgili endiseler vardir. Ciftlik hayvanlarinda akut vakalarda 24 saat
arayla deksametazon kullanilmasi gerektigi ifade edilmistir. Glukokortikoidlerden
endotoksemik hayvanlarda olumlu etki alinmasi i¢in miimkiin oldugunca erken

zamanda kullanilmasinin 6nemli oldugu belirtilmistir (Radostis ve ark 2006).
1.6. Hipotez ve Amag
LPS uygulamasmin immun sistemi etkileyerek enfeksiyonu taklit ettigi

(Foley ve Schlafer 1994, Daniel ve ark 2002, Coskun ve Sen 2012), canlida sistem ve
organlarin normal fizyolojisini degistirebilecegi (Morgan 2009, Constable ve ark

16



2016), degisen fizyolojinin uygulanan antibakteriyellerin farmakokinetigini
etkileyebilecegi (Lefebvre ve ark 1998, Post ve ark 2003, Waxman ve ark 2003,
Elmas ve ark 2006, Altan ve ark 2017) ve tedavi amaci ile antibiyotik ile birlikte
bozulan fizyolojiyi kontrol etmek i¢in destek tedaviler (Laktatl ringer + dekstroz %5
+ sodyum Kkloriir %0.45, deksametazon) uygulanabilecegi (Semler ve ark 2016,
Brown ve Semler 2019) dikkate alindiginda, destek tedavi uygulanan endotoksemik

koyunlarda marbofloksasinin farmakokinetigini etkileyebilecegi hipotez edildi.

Yapilan kaynak taramalarinda destek tedavi uygulanan endotoksemik
koyunlarda marbofloksasinin farmakokinetigi (PK) ile ilgili bilgiye erisilememistir.
Bu aragtirmanin temel amaci koyunlarda E. coli O55:B5 LPS ile indiiklenmis
deneysel endotoksemi modelinde destek tedavi (Laktathi ringer + dekstroz 5% +
sodyum kloriir 0.45%, deksametazon) uygulamasinin 10 mg/kg damar ici (IV)
uygulanan marbofloksasinin farmakokinetigi tizerine etkisinin belirlenmesidir.
Ayrica koyunlardan izole edilen ve endotoksemi/sepsise neden olan farkli bakteri
tirlerine (E. coli, M. haemolytica, P. multocida, K. pneumoniae, Salmonella spp., S.
aureus) kars: marbofloksasinin MiK degerinin belirlenmesi ve bu arastirmadan elde
edilen PK ve MIK degerleri kullanilarak endotoksemi tedavisinde marbofloksasinin
PK/PD iliskisinin belirlenmesidir.

17



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Arastirma prosediirii Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu
Bagkanlig1 tarafindan onaylandi (No: 2018/178). Arastirmada genel klinik muayene
sonucu saglikli olduklar1 belirlenen ve calisma baslamadan 6nceki bir aylik periyotta
ilag uygulamasi yapilmamis, 7 adet Merinos 1rk1 koyun (53.24+4.01 kg, 1.5+0.3 yas)
kullanildi. Koyunlar arastirmaya basglamadan 10 giin 6nce galisma padoklarina alindi
ve optimum cevre sartlar1 saglandi. Arastirma boyunca koyunlara yas ve kilolar
dikkate alinarak giinde iki defa konsantre yem verildi. Su ve kuru ota ad-libitum

olarak erigimleri saglandi.

2.2. Kimyasal ve ilaclar

Marbofloksasin standardi CEVA (Ceva Hayvan Saghg A.S., listanbul,
Tiirkiye) firmasindan temin edildi. Analitik safliktaki asetonitril (ACN), ortofosforik
asit ve trietilamin Merck firmasindan (Darmstadt, Germany) temin edildi.
Koyunlarda endotoksemi olusturmak i¢in E. coli O55:B5 LPS’i (L2880-25MG,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) kullanildi. Hayvanlara ilag uygulamasi i¢in
marbofloksasin  (Marbocyl® %10 enj, Vetoquinol, Madrid, Spain) ve
deksametazonun (Devamed® enj., Topkim - Topkap: Ila¢ Premiks San. Tic. A.S.,
Istanbul, Tiirkiye) parenteral formulasyonlar: kullanildi. Laktatl ringer, %5 dekstroz
ve serum fizyolojik Polifarma firmasindan (Istanbul, Tiirkiye) temin edildi. HPLC
icin kullanilan ultra saf su, saf su sistemi (Aqua Max-Ultra System, Younglin

Instrument Co. Ltd, Korea) ile elde edildi.

2.3. Deneysel Prosediir
2.3.1. Endotokseminin indiiklenmesi ve Destek Tedavi

Sol ve sag Vena jugularis’e kateter (16 G 5.1 cm) yerlestirildi. Sol vena
jugularis’e yerlestirilen kateter E. coli O55:B5 LPS’i, ilag ve destek tedavi
uygulamasinda, sag vena jugularisteki kateter kan Orneklerinin toplanmasinda
kullanildi. Arastirma 3 asamali longitiidinal farmakokinetik dizayna gore

gerceklestirildi ve asamalar arasinda 15 giinliik temizleme periyodu uygulandi.
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Marbofloksasin ¢alismanin tiim asamalarinda damar ici (IV) yolla 10 mg/kg
dozda uygulandi (Lorenzutti ve ark 2017, Altan ve ark 2019). Arastirmanin birinci
asamasinda (MB grup) marbofloksasin, ikinci asamasinda (MB+DT grup)
marbofloksasin + destek tedavi [Laktatli ringer + dekstroz %5 + sodyum Kkloriir
%0.45, 1V, 20 mL/kg/h (Brown ve Selmer 2019), deksametazon 0.5 mg/kg, SC
(Hillman ve ark. 2009)] ve fgiinci asamasinda (LPS+MB+DT grup) serum
fizyolojik ile ¢oziilmiis E. coli O55:B5 LPS’i 10 ug/kg dozda (Fernandez-
Bustamante ve ark 2012) 30 dakika IV infiizyon (Staub ve ark 2001) seklinde

uygulamasini takiben es zamanli MB + DT uygulanda.

2.3.2. Ornekleme

Farmakokinetik analizler i¢in kan Ornekleri (2 mL) calismanin tiim
asamalarinda marbofloksasin uygulamasi oncesi (0. saat, kontrol) ve uygulamayi
takiben 0.083, 0.167, 0.25, 0.333, 0.417, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24,
36, 48, 72 ve 96 saatlerde intraket yardimiyla heparinli tiiplere toplandi. Hemogram,
biyokimya ve kan gazi analizleri i¢in kan 6rnekleri 0. (kontrol), 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12,
24, 36, 48, 72 ve 96 saatlerde alindi. Kan 6rnekleri hemogram ve farmakokinetik
analizler i¢in heparinli tiiplere, biyokimyasal analizler i¢in jelli tiiplere (2 mL) ve kan
gazi igin heparinize edilmis enjektorlere (0.2 mL) alindi. Hemogram ve kan gazi
Olglimleri kan alindiktan hemen sonra gergeklestirildi. Biyokimyasal ve
farmakokinetik analizler i¢in alinan kan Ornekleri 5000 x g’de 10 dk santrifiij
edilerek plazma ve serum ornekleri elde edildi ve analiz yapilincaya kadar —80°C’de
saklandi. Viicut 1s1sinda degisimlerin belirlenmesi amaciyla 0., 0.5, 1., 2., 4., 8., 12,

24. ve 48. saatlerde 6l¢iimler yapildi.

2.4. Hematolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Belirlenmesi

Marbofloksasin uygulamasia bagli degisikliklerin tespiti i¢in kan 6rnekleri
heparinli ve jelli tiiplere alindi. Hemogram parametrelerin (alyuvar, akyuvar,
hemoglobin, hematokrit ve trombosit) analizleri kan sayim cihazinda (Auto
Hematology Analyzer, BC-2800, Mindray) gergeklestirildi. Biyokimyasal
parametrelerden aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), alanin
aminotransferaz (ALT), gamma glutamil transferaz (GGT), kreatinin (CREAT) ve
kan tire nitrojen (BUN) diizeyleri otoanalizérde (Abbott architect c8000, Abbott Core
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Laboratory, USA) belirlenirken, kreatin kinaz (CK)-MB kiitle ve troponin | (Tn-I)
diizeyleri kemiliiminesans immiinoessey yontemi ile belirlendi (Abbott architect
i2000SR, Abbott Core Laboratory, USA). Kan gazi parametreleri kan gazlar1 6lgtim
cihazinda (ABL 90 Felx, Radiometer Medical ApS Aakandevej 21, DK-2700
Bronshoj, Denmark) yapildi.

2.5. Standartlar ve Stok Soliisyonlar

Marbofloksasin stok soliisyonu 1 mg/mL olacak sekilde saf suda hazirlandi
ve calisma siiresince -80°C’de tutuldu. Calisma boyunca kullanilacak kalibrasyon
standartlar1 ve kalite kontrol 6rneklerini hazirlamak icin stok soliisyon diliie edildi.
Marbofloksasin icermeyen plazma Orneklerine marbofloksasin igeren standart
soliisyonlar farkli miktarlar1 eklenerek 0, 0.04, 0.1, 0.2, 0.4, 1, 2, 4, 10, 20 ve 40
ug/mL kalibrasyon standartlari hazirlandi. Marbofloksasin igeren kalite kontrol
orneklerinin digik (0.1 pg/mL), orta (1 pg/mL) ve yiksek (10 pg/mL)
konsantrasyonlart HPLC metodunun geri kazanim, gerceklik ve kesinlik degerlerini

belirlemek icin kullanildi.

2.6. HPLC ve Kromatografik Sartlar

Marbofloksasin analizi daha 6nce belirtilen metod modifiye edilerek yiiksek
performanslt  sivi  kromatografisinde (HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japonya)
gerceklestirildi (Altan ve ark 2018, Corum ve ark 2020). HPLC-UV sistemi CBM-
20A sistemi ile kontrol edilen pompa (LC-20AT), degasser (DGU-20A), autosampler
(SIL-20A) ve kolon firmindan (CTO-10A) olusuyordu. Tespit SPD-20A UV-VIS
dedektor ile 295 nm’de gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C, autosampler ise oda
sicakliginda tutuldu. Marbofloksasin ayrimi Gemini C18 kolon (250x4.6 mm,;
internal diameter, 5 um; Phenomenex, Torrance, CA) kullanilarak gergeklestirildi.
Mobil faz A’dan %21 (ACN) ve B’den %79 (9%0.04’liik ortofosforik asit + 0.04’liik
trietilamin) diisiik basingli gradient sistem igeren pompa yardimiyla HPLC’ye
gonderildi. Akis hizi 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi ise 10 pL olarak ayarlandi. Asus
PC kontrollii LC solution software program (Shimadzu, Japonya) veri analizinde

kullanildi.
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2.7. Metot Validasyonu

Ozgiinliik, dogrusallik, geri kazanim, duyarlilik (tespit limiti ve hesaplanabilir
limit) ve kesinlik metot validasyonunun belirlenmesinde performans olgiitleri olarak
alindi. Metodun koyun plazmasi i¢in 6zgiinligii, marbofloksasin igermeyen plazma
(bos plazma) ornekleri kullanilarak kromatogramda marbofloksasinin alikonma
zamaninda plazma ve diger kaynakli piklerin girisim yapip yapmadigi
degerlendirilerek belirlendi. Dogrusalligin tayini i¢in ¢alisma ve kalibrasyon
standartlarinin pik alanlar1 tespit edildi. Konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara
karsihik gelen pik alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izildi ve
korelasyon katsayilar1 hesaplandi. Geri kazanimin belirlenmesi i¢in standart
soliisyonlarin 6l¢iim araliginda yer alan 3 farkli diizeyi marbofloksasin igermeyen
plazma oOrneklerine eklenerek kalite kontrol standartlar1 (0.1 pg/mL, 1 pg/mL, 10
pug/mL) hazirlandi. Geri kazanim, herhangi bir numune gibi degerlendirilen plazma
orneklerinde tayin edilecek maddenin pik alanlarinin standartlarin pik alanlari ile
karsilagtirilmasiyla hesaplandi. Tespit limiti (LOD) ve hesaplanabilir limiti (LOQ)
belirlemek i¢in marbofloksasinin en diisiik standart soliisyonlar1 (0.01-0.04 pg/mL)
marbofloksasin igermeyen plazma 6rneklerine yiiklendi. Kromatogram iizerinde S/G
orani 3 olan konsantrasyon LOD, S/G oran1 6 olan konsantrasyon LOQ olarak tespit
edildi. Kesinlik i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik 6lgiit olarak kullanildi.
Giin i¢i ve giinler aras1 farkliligin tespiti i¢in standart soliisyonlarin 6l¢lim araliginda
yer alan 3 farkli diizeyi (0.1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL) marbofloksasin icermeyen
plazma orneklerine eklendi. Her diizeyde 6 tekrarli analiz yapildi. Bu kademeler 6
farkli giinde tekrarlandi. Tiim Orneklerde konsantrasyon tayin edildi.
Zenginlestirilmis plazma orneklerindeki konsantrasyonlar {izerinden % varyasyon
katsayist  hesaplandi.  Tekrar edilebilirlik, pik alanlara karsihk gelen
konsantrasyonlarin % varyasyon katsayilarmin 15°den kiiciik olmasmna gore

degerlendirildi.

2.8. Plazma Ilac Diizeylerinin Belirlenmesi

Derin dondurucudan (-80 °C) cikartilan plazma drnekleri oda 1s1sma getirildi.
200 pL plazma 6rnegi 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve iizerine 400 pL

ACN eklendi. Karigim 30 saniye vorteks yapildi ve 10000 x g’de 15 dakika santrifiij
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edildi. Elde edilen siipernatantdan 100 pL alindi ve istiine 100 pL ultra distile su
eklenerek otosampler viyallerine aktarildi ve 10 puL’si HPLC-UV sisteme enjekte
edildi.

2. 9. Farmakokinetik Hesaplamalar

Her hayvanda marbofloksasinin plazma konsantrasyon-zaman egrileri
WinNonlin 6.1.0.173 (Pharsight Corporation, Scientific Consulting Inc., North
Carolina, USA) programi kullanilarak ¢izildi. Her hayvanin marbofloksasinin
farmakokinetik degiskenleri kompartmantal olmayan analizle tayin edildi.
Hayvanlara marbofloksasin uygulama sonrasi terminal eliminasyon yarilanma omrii
(t122), egri altinda kalan alan (EAA), total viicut klerensi (Cly), kararli durum
dagilim hacmi (Vys) ve ortalama kalig siiresi (MRTo.,) parametreleri WinNonlin
6.1.0.173 programi kullanilarak hesaplandi. ilk ornekleme zamanindaki (5 dk)
marbofloksasin konsatrasyonu Cpax Olarak kabul edildi.

2. 10. Farmakodinamik Analizler

Koyunlardan izole edilen bakteriler (E. coli, M. haemolytica, P. multocida, K.
pneumoniae, Salmonella spp., S. aureus) i¢in marbofloksasin MIK degerlerini
belirlemede Klinik ve Laboratuar Standartlari Enstitiisii'niin Broth mikrodiliisyon
yontemi kullanildi. Bu amagla Mueller Hinton Broth'ta 12 farkli marbofloksasin
konsantrasyonu (0.0084-16 ug/mL) hazirland1 ve 96 kuyucuklu bir plate her bir
konsantrasyonda toplam 100 pL toplandi ve MIK testi icin kullanildi. Bakteriyel
biiyiimeyi gozle goriiliir sekilde engelleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu

MIK olarak kabul edildi.

2.11. Farmakokinetik/Farmakodinamik Integrasyon
Bu arastirmada elde edilen farmakokinetik parametreler ile E. coli, M.
haemolytica, P. multocida, K. pneumoniae, Salmonella spp. ve S. aureus bakterileri

icin belirlenen marbofloksasinin MIK degerleri kullanilarak EEAq.4/MIK ve
Cmax/ MIK degerleri belirlendi.
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2.12. istatiksel Analizler

MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda farmakokinetik parametreler,
hematolojik, biyokimyasal ve kan gazi parametreleri arasindaki istatistiksel
farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve posthoc Tukey testi kullanilarak
analiz edildi. Farmakokinetik degerler, viicut 1sis1 ve akyuvar sayisi ortalama+SD
olarak wverilirken, diger degerler ortalama+SE olarak gosterildi. tic, ve MRT
degerleri icin harmonik ortalama hesaplandi ve gruplar arasindaki farkliliklar
Wilcoxon’s Rank Sum testi ile analiz edildi. Istatistik programi olarak SPSS 22.0
(SPSS for Windows, SPSS Inc., Chicago, Il., USA) kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel agidan 6nemlilik sinir1 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Metod Validasyonu

Marbofloksasin igermeyen plazma drneklerinin HPLC sistemine uygulanmasi
sonrasinda kromatogram {izerinde marbofloksasinin alikonma zamaninda plazma
kaynakli pikler gozlenmedi. Marbofloksasinin stok soliisyonunun 0.04-40 pg/mL’lik
diliisyonlar1 seklinde hazirlanan standartlarin 10 pL’si HPLC sistemine enjekte
edildi. Marbofloksasin icermeyen plazma 6rneklerine marbofloksasin iceren standart
soliisyonlarin farkli miktarlar1 ile hazirlanan kalite kontrol standartlarinin (0.04-40
ng/mL) ekstraksiyonunu takiben 10 pL’si HPLC’ye verildi. Konsantrasyonlar ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan degerleri kullanilarak hesaplanan
korelasyon katsayilari, marbofloksasinin saf standart diliisyonlar1 ve kalibrasyon
standartlar1 igin sirasiyla >0.9997 ve >0.9989 olarak belirlendi. Marbofloksasin igin
hesaplanan geri kazanim degerleri diistik (0.1 pg/mL), orta (1 pg/mL) ve yiiksek (10
ug/mL) diizeyde hazirlanan kalite kontrol ornekleri i¢in sirasiyla %104,72+5.31,
%112.54+1.11 ve %98.86+3.42 olarak tespit edildi. Marbofloksasin i¢in LOD degeri
0.02 pg/mL, LOQ degeri ise 0.04 ug/mL olarak tespit edildi. Diisiik (0.1 pg/mL),
orta (1 pg/mL) ve yiiksek (10 pg/mL) diizeyde hazirlanan kalite kontrol 6rneklerinde
giin i¢i tekrar edilebilirlik i¢in hesaplanan %varyasyon katsayisi sirasiyla %2.30,
%5.54 ve %2.59, giinler arasi igin ise sirasiyla %7.06, %6.61 ve %3.14 olarak
hesaplandi.

3.2. Klinik Belirtiler ve Hematolojik Parametreler

Viicut 1sisi MB  ve MB+DT gruplarinda degismezken (P>0.05),
LPS+MB+DT grubunda 2. ve 4. saatlerde istatistiki artig gortldi (P<0.05, Grafik 1,
Tablo 1). Hemotolojik parametreler Tablo 2°de sunuldu. Hemogram parametreleri
degerlendiginde MB grubunda akyuvar (WBC), alyuvar (RBC), trombosit (PLT)
hemoglobin (HG) ve hemotokrit (HTC) degerlerinde istatistiki bir degisim olmadigi
gozlendi (P>0.05). MB+DT grubunda WBC ile RBC degerlerinde istatistiki
degisimler belirlenmezken (P>0.05), HG ile HTC diizeylerinde istatistiki
dalgalanmalar ve PLT diizeyinde 48. saatte onemli oranda yiikselme belirlendi
(P<0.05). LPS+MB+DT grubunda PLT degerlerinde istatistiki fark alinmazken
(P>0.05), RBC diizeyinde istatistiki dalgalanmalar ve HG ile HTC degerlerinde
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istatistiki fark belirlendi (P<0.05). Ayni grupta WBC diizeyinin 2. saatte en diisiik
diizeye, 48. saatte ise en yiiksek diizeye yiikseldigi belirlendi (P<0.05, Tablo 2,
Grafik 2).
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Grafik 1. LPS+MB+DT grubu viicut sicakhigi (°C) grafigi (ortalama+SD, n=7). * b.¢ d- Zamanlamalar arasindaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamlidir

(P <0.05).
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Tablo 1. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplan viicut 1s1s1 degerleri (n=7).

Viicut 1s1s1 0. saat 0.5 saat 1. saat 2. saat 4. saat 8. saat 12. saat 24, saat 48. saat
()
MB 39,24£0,06 | 39,39+0,10 39,4140,09 | 39,26+0,06 | 39,11+0,12 | 39,34+0,07 | 39,20+0,09 | 39,14+0,08 | 39,13+0,10
MB+DT 39,40+0,11 | 39,40+0,06 39,26+0,10 | 39,16+0,11 | 39,33+0,04 | 39,36£0,04 | 39,37+0,04 | 39,24+0,06 | 39,13+0,03
LPS+MB+DT | 39,30+0,06° | 39,54+0,18°" | 39,60+0,19° | 40,06+0,28" | 40,97+0,18% | 40,04+0,15® | 39,37+0,12" | 39,24+0,11¢ | 39,07+0,11°

a b d Ay grupta farkh Srnekleme zamanlarinda farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05). MB; marbofloksasin grubu, MB+DT; marbofloksasin + destek
tedavi grubu, LPS+MB+DT; lipopolisakkarit + marbofloksasin + destek tedavi grubu
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Tablo 2. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplar1 hematolojik parametreleri (n=7).

0.saat 0.5 saat 1. saat 2. saat 4. saat 8. saat 12. saat 24. saat 36. saat 48. saat 72. saat 96. saat

MB 8,9340,16 3,94+0,54 8,70+0,36 3,83+0,75 9,19+0,60 9,79+0,62 9,87+0,69 9,1620,60 8,19+0,59 8,37+0,62 7,87+0,77 8,24+0,78
Q J MD 6,96+0,74 7,90+0,97 7,74+0,63 8,76:0,47 8,54+0,52 9,53+0,84 9,37+1,22 9,40+0,66 10,79+1,24 9,09+0,94 8,11=0,73 9,34+0,82
o >

o

= = LMD 6,87+1,02°% 4,93+1,28% 3,50+1,43% 1,37+0,26° 3,74+0,38% 6,04+0,80%% 7,49+1,00°% 12,16£0,89% 11,19£1,10%¢  15,55+2,24° 11,89+1,06® 7,04+0,86°

MB 9,72+0,35 9,62+0,44 9,96:0,37 9,76:0,35 9,93+0,40 10,45+0,48 10,19+0,54 9,88+0,43 9,3120,50 10,34+0,49 10,72+0,52 10,30:£0,40
Q §' MD 9,53+0,45 8,77+0,40 8,65+0,25 8,91+0,42 9,43+0,28 10,69+0,61 9,30+0,38 9,85+0,31 10,57+0,80 9,77+0,63 9,23+0,34 9,71+0,42
xr g

LMD 9,85+0,59® 10,39+0,49° 8,87+0,47% 8,96+0,58% 10,01£0,50% 10,09:£0,62% 9,09+0,47%® 8,03+0,46° 8,41+0,37% 8,46£0,31%° 7,94+0,23° 7,94+0,27°

MB 114,5+30,58 100,7+30,72 119,1+26,09 130,4428,67 153,8435,17 281,0+127,13 106,4+38 44 126,6+24,49 126,8+24,21 123,5+26,09 201,7+19,21 107,0+36,91
oS MD 100,7+21,64 161,8+48,03°  132,5436,74°  112,7+20,81° 129,5+36,33" 140,29+25,74°  118,5+18,87° 247245446  158,0427,66°  407,1+77,24*  135,1+2528° 109,0+34,38°
a3

LMD 159,5+43,37 151,46+55,74  288,1+134,7 94,29+25,14 101,7+18,67 321,1£152,7 177,2+22,56 170,2+56,83 123,119,83 125,2+18,20 114,1£20,53 103,5+18,39

MB 9,50+0,18 9,27+0,23 9,33+0,23 9,33+0,14 9,46+0,23 10,13+0,38 9,79+0,34 924+0,23 8,97+0,36 9,23+0,25 10,03+0,38 10,03+0,28
o < MD | 933x0,35%°  851+0,30" 8,37£0,27° 8,8140,22°  9,51£0,34™°  10,24£027" 9,060,226  9,51+021°  10,64£0,35"  10,1120,27"°  9,79+0,15" 9,59:0,25%
I 3

LMD 9,77+0,28°% 11,17+£0,43° 9,54+0,25%%  10,17+0,29° 10,56£0,29% 10,09+£0,28%°  9,73+0,19 9,16+0,20°% 8,97+0,14%% 9,00:0,24%% 8,47+0,28° 8,73%0,26%

MB 29,19+0,54 28,40+0,72 28,66+0,70 28,47+0,44 28,95+0,70 31,09<1,16 29,99+1,03 28,33+0,69 27,43+1,09 28,23+0,74 30,73%1,14 30,77+0,85
SR MD | 28,63+1,07%%  26,09+0,92% 25,65+0,84° 27,01£0,67°%  29,14+1,04%%  3]136+0,84%®  27,77+0,77°%®  29,16+0,63%%  32,61+1,07°  30,96+0,83*  30,04:0,47% 29,410, 75%cde
£

LMD | 29,93+0,88" 34,191,328 29,21+0,78°%  31,13+0,89%°  32,33+0,91% 30,8740,85®  29,81+0,56°%  28,03+£0,63°® 27,460,440  27,53+0,75 25,94:0,84° 26,83+0,79%

ab.cdeayn grupta farkli drnekleme zamanlarinda farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05). MB; marbofloksasin grubu, MD; marbofloksasin + destek tedavi grubu,

LMD; lipopolisakkarit + marbofloksasin + destek tedavi grubu, WBC; akyuvar, RBC; alyuvar, PLT; trombosit, HG; hemoglobin, HCT; hematokrit.
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Grafik 2. LPS+MB+DT grubu WBC grafigi (n=7). %€, Zamanlamalar arasindaki farkl1 harfler istatistiksel olarak anlamhdir (P <0.05).
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3.3. Biyokimyasal ve Kan Gazi1 Parametreleri

Gruplara ait biyokimyasal parametreler Tablo 3’de sunuldu. MB grubunda
CK-MB, troponin I, GGT, AST, ALT ve kreatinin diizeylerinde istatistiki degisimler
gozlenmezken (P>0.05), laktat diizeyinde istatistiki dalgalanmalar, glikoz diizeyinde
72. saatte diisiis ve BUN diizeyinde 72. ile 96. saatlerde yiikselmeler gézlendi
(P<0.05). MB+DT grubunda CK-MB, GGT, AST, ALT ve kreatinin diizeylerinde
istatistiki  degisimler belirlenmezken (P>0.05), BUN diizeyinde istatistiki
dalgalanmalar, laktat seviyesi 2. saatte, troponin | diizeyleri 12 ile 72 saatler arasinda
azalirken, glikoz diizeyi 1. saatte en yiiksek diizeyde ve 48 ile 96 saatler arasinda en
diisiik diizeylerde oldugu belirlendi (P<0.05). LPS+MB+DT grubunda CK-MB,
troponin I, AST ve ALT diizeyinde istatistiki degisim belirlenmezken (P>0.05),
laktat ile GGT diizeyinde istatistiki dalgalanmalar, glikoz diizeyinde 0.5. saat, BUN
diizeyinde 12. saat ve kreatinin diizeyinde 8. saat yiikselmeler belirlendi (P<0.05).

Gruplara ait kan gazi parametreleri Tablo 4’te sunuldu. MB grubunda pO;,
sO,, K" ve CI diizeylerinde istatistiki fark belirlenmezken (P>0.05), pCO,,
Base(ecf) ve HCO3" diizeylerinde istatistiki dalgalanmalar, pH diizeyinde 1. saat ve
iCa diizeyinin 8. saat en yiiksek diizeye ¢iktig1 ve Na* diizeyinin 48. saatte en diisiik
diizeye indigi belirlendi (P<0.05). MB+DT grubunda pO,, sO; ve Cl diizeylerinde
istatistiki degisimler gozlenmezken (P>0.05), pCO,, Base(ecf) ve iCa diizeylerinde
istatistiki dalgalanmalar, pH ve HCOs- diizeylerinde 24. saatte ve Na diizeyinde 36.
saatlerde en yiiksek diizeylere ¢iktigi ve K seviyesinin 12. saatte en diisiik diizeye
distiigii belirlendi (P<0.05). LPS+MB+DT grubunda pCO, ve pO, degerlerinde
istatistiki degisimler belirlenmezken (P>0.05), sO, ve Na" degerlerinde istatistiki
dalgalanmalar, pH, Base(ecf) ile HCOj3 diizeylerinin 24., 36. ve 48. saatlerde en
yiiksek diizeylere ve K* diizeyinin 1. saatte, iCa diizeyinin 24. saatte ve CI
diizeyinin 36. saatte en diisiik diizeylere diistiigt belirlendi (P<0.05).
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Tablo 3. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplari biyokimyasal parametreleri (n=7).

Parametreler 0.saat 0.5 saat 1. saat 2. saat 4. saat 8. saat 12. saat 24. saat 36. saat 48. saat 72. saat 96. saat
o M 2,04+0,15% 1,24+0,17° 1,21+0,07° 0,90+0,08° 0,830,057 1,460,317 1,31£0,23° 0,84+0,12° 0,91+31° 0,94+0,11° 1,69+0,05® 2,84+0,68°
§ E MD 2,23+0,30% 1,160,18% 1,100,20% 0,64+0,06° 0,86+0,20% 2,79+0,54% 2,21£0,32%° 1,6120,23% 2,97+0,47% 1,460,317 1,30+0,269" 0,90+0,28%
- E LMD 1,74+0,40%° 2,26+0,30%° 2,10+0,31% 1,36+0,17" 1,40+0,11% 3,30£0,112 3,460,312 3,04+0,74" 2,21+0,67% 1,54+0,19" 1,09+0,13¢ 0,87+0,17°
L M 81,86+2,76°C | 84,42+425%° 91,00+5,10° 87,57+4,80° 77,71+2,33% 71,86£1,39%° | 74,43+1,63%% | 69,71=1,177 70,29+0,92% 69,250,977 65,711,46° 68,712,009 |
__‘g E MD 94,00+18,79% | 163,29+29,60° | 183,00+30,88% |120,86+11,86™ | 111,7+11,78* | 104,71+13,56” | 113,86+7,65 | 113,43+8,06™ 91,00+7,50% 61,43+2,33¢ 63,43+2,46° 53,13+7,96°
© E LMD | 67,14£1,53° 223,43+48,55° | 153,71+8,92%® 85,7146,30 42,00+1,89° 41,43+0,75° 38,86+1,61° 57,4245,85° 68,43+5,85° 52,86+1,84° 55,86+1,42° 61,86+2,32°
® M 0,10+0,01 0,09+0,00 0,09+0,02 0,10+0,02 0,11=0,01 0,12+0,01 0,11=0,01 0,08+0,02 0,09+0,02 0,07+0,02 0,12:£0,01 0,06£0,02
z g MD 0,12+0,01 0,11+0,02 0,09+0,02 0,09+0,02 0,11+0,02 0,10+0,02 0,09+0,02 0,11:£0,02 0,07+0,02 0,08+0,03 0,10+£0,02 0,09+0,02
S < LMD 0,10+0,02 0,11+0,02 0,13+0,03 0,07+0,05 0,10+0,05 0,09+0,04 0,08+0,04 0,09+0,04 0,12+0,02 0,10+0,02 0,10£0,05 0,10£0,05

M 0,005+0,001 0,005+0,001 0,006=0,001 0,005+0,001 0,004+0,001 0,004+0,001 0,004+0,001 0,004+0,001 0,004+0,001 0,003+0,001 0,004:£0,001 0,004:£0,001
=3 MD | 0,006+£0,001* | 0,007£0,001° | 0,006£0,001% | 0,006+0,001%¢ | 0,006=0,001® | 0,004+0,001°* | 0,003£0,001%* | 0,002£0,001% | 0,002+0,001° | 0,003£0,001°® | 0,002+0,001% | 0,0030,001°%
ToE LMD | 0,004x0,001 0,003+0,002 0,005+0,002 0,007+0,003 0,007+0,004 0,013+0,010 0,017+0,022 0,022+0,049 0,013+0,028 0,007+0,012 0,002:£0,001 0,001:£0,001

M 49,86+5,58 47,86+5,97 52,86+3,73 49,71+5,31 49,71+4,78 55,7143,42 49,14+6,18 51,295,35 50,86+6,06 54,14+3,85 57,2945,18 56,71+5,14
g 5' MD 47,29+6,17 42,14+4,96 48,57+5,11 41,00+6,10 38,43+7,16 56,00+5,25 54,00+7,14 47,43+5,90 51,42+7,13 46,14+6,38 54,29+7,03 56,716,87

LMD | 46,57£17,37% | 44,57+16,64™ | 32,43+17,8% | 62,00+13,92%¢ | 67,43£9,64% 68,86:21,11° | 43,43+1350% | 38,86+16,48" | 33,29£15,06° | 44,57+16,43% | 38,00£15,52° | 53,14+21,66%

M 88,71+10,96 84,57+9,71 93,00+5,95 88,7149,65 87,43+9,06 98,57+6,89 82,86+9,56 81,43+7,78 78,5748,35 82,57+7,42 86,86+8,38 84,86+7,77
5 5' MD 60,86+4,91 58,29+9,25 68,0049,37 67,29+16,42 52,29+8,66 80,43+11,16 77,00+11,39 66,57+11,21 65,43+10,07 61,71%13,30 73,57+14,79 68,57+13,47

LMD | 61,29+27,17 61,57+30,52 44,29+29,94 79,71£23,73 81,43+24,05 89,29+32,65 67,57+32,74 67,86+35,12 54,71425,33 69,86+30,12 67,86+18,66 83,29+39,22

M 23,29+2,66 22,71£2,71 24,57+1,49 23,43£2,29 22,57+1,99 26,29+2,60 21,86+2,30 21,00+1,81 20,14+1,97 21,43x1,61 21,29+1,76 20,71%1,38
E 5' MD 15,14+1,70 15,00+2,44 17,00+2,24 15,71+2,92 12,5742,26 19,29+2,58 18,29+2,69 17,1443,42 17,1442,54 15,57+3,15 15,57+2,60 14,86+2,43

LMD 13,29+6,05 14,14+6,81 10,29+5,91 16,14+4,56 16,005,836 15,57+5,94 12,14+6,67 14,4346,05 11,4345,29 13,86+4,26 9,71+2,50 11,1443,58

M 25,00+2,50° 24.43+2.67° 26,7142,17" 26,7142,26™ 27,57+2,38%° 29.86+1,68%° | 27,86£2,58%° | 29,43+1,86%° | 31,14+1,68 | 30,71+1,35%° 37,14£2,08° 35,14+1,39% |
5 g MD | 20,14+2,59%% 18,57+2,19%0 | 20,14+1,40%% | 17,14+1,14% 16,14+1,72¢ 29,43+2 37 30,43+2,85° 28,00+3,60°% | 25,86+3,31%°% 17,86+2,36" 19,1442,02% | 22 86+2,82%
@ E LMD | 24,86+5,87% 25,71+6,34° 20,29+7,32¢ 30,43+4,04%% | 31,29+6,85%% | 41,86+10,37% 42,86£16,09° | 40,57+12,57 | 32,7149,34%% | 37,00+6,40™ | 28,29+8907 | 31,43+9,69°°%
_ M 0,72+0,05 0,69+0,73 0,77+0,04 0,73%0,06 0,69+0,06 0,74+0,04 0,66=0,06 0,70+0,05 0,66+0,06 0,71%0,05 0,73+0,05 0,72+0,05
g g MD 0,71+0,08 0,68+0,07 0,77+0,06 0,63+0,06 0,56=0,08 0,78+0,07 0,75+0,09 0,69+0,08 0,69+0,08 0,62+0,06 0,720,06 0,75+0,08
& & LMD 0,62+0,18" 0,65+0,17 0,48+0,19° 0,84+0,16™ 0,88+0,14% 1,070,312 0,77+0,24% 0,63+0,25" 0,500,18° 0,67+0,19 0,54+0,20™ 0,67+0,26™

abcdeAvn grupta farkli Grnekleme zamanlarinda farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05).

M; marbofloksasin grubu, MD; marbofloksasin + destek tedavi grubu, LMD; lipopolisakkarit + marbofloksasin +

destek tedavi grubu, CK-MB; Kreatin Kinaz-MB, Tnl; Troponin I, GGT; gamma glutamil transferaz, AST; aspartat aminotransferaz, ALT; alanin aminotransferaz, BUN; kan iire nitrojen; CREAT, kreatinin.
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Tablo 4. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplari kan gazi parametreleri (n=7).

Parametreler Gruplar 0.saat 0.5 saat 1. saat 2. saat 4. saat 8. saat 12. saat 24, saat 36. saat 48. saat 72. saat 96. saat
MB 7,42+0,01°% 7,47+0,01® 7,48+0,012 7,46£0,01%¢ 7,450,017 7,4240,01°¢  7,45+0,01%%  7,44+0,01% 7,46+0,01°% 7,44:0,01%0 7,42+0,01% 7,41£0,02¢

T MB+DT 7,45+0,01°% 7,45+0,01° 7,42+0,02¢ 7,46+0,012% 7,43+0,01% 7,43+0,01% 7,48+0,01%0¢ 7,52+0,01° 7,48+0,01%%¢ 7,51+0,01%° 7,48+0,01%%¢ 7,46+0,012%
LPS+MB+DT 7,44+0,01° 7,42+0,01° 7,44+0,01° 7,46:0,01° 7,43%0,01° 7,45+0,18° 7,44+0,01° 7,560,01° 7,58+0,01° 7,55+0,01° 7,48+0,01° 7,44+0,01°

- MB 37,2040,80®°  35,34+0,07°  33,51=1,12°  37,39+0,70°  36,50+0,56®°  36,34+121®  35,94+0,68% 37,4740,68% 34,76+0,94 38,11+0,60%° 37,57+1,40° 38,75+1,90°
SQ E MB+DT 34,57+0,52°  3437+1,11%  3827+2,08°  36,57£0,79°  36,74+0,60°  34,16+1,53®  32,27+0,44° 34,46+1,52%® 34,41£0,76  33,96+1,06™ 34,79+0,82% 34,57+1,03%
LPS+MB+DT 35,93+0,71 36,10+0,78 35,46+1,12 37,29+1,04 34,19+1,42 33,43+1,09 35,94+0,46 35,54+0,83 34,81:£0,96 36,37+0,92 35,81:0,47 36,75+0,73

o MB 37,06+2,27 40,39+3,74 45,61+3,11 38,99+1,27 41,73+1,43 42,2142,02 43,30+2,72 44,02+1,59 44,83+1,63 39,44:1,49 40,57+1,71 37,67+3,52

g é MB+DT 42,84+2,77 42,34+3,08 40,44+2,46 39,36+1,57 39,32+1,70 40,27+2,36 43,11+2,81 39,97+2,37 36,59+2,16 39,61+2,50 41,89+2,08 40,04:2,60
LPS+MB+DT 43,46+2,09 41,87+1,90 43,73+1,81 39,90+1,64 37,66+1,46 49,465,50 46,24+1,07 39,8142,12 45,63+2,25 39,20+2,10 42,64+4,07 38,86+1,04

MB 55,63+4,04 62,99+6,56 71,91%3,51 60,77+3,01 65,36:1,40 64,34+4,38 67,04+3,41 68,10+2,45 70,77+2,19 60,09+1,82 61,13+4,45 53,876,40

g = MB+DT 65,99+4,97 68,34+3,42 60,96+4,62 61,11+3,26 59,2742,50 60,94:4,20 68,04+3,89 64,31+3,71 55,76+3,72 62,90+3,99 66,06+3,31 61,29+5,38
LPS+MB+DT | 65,96+2,99%  63,49+222®  66,21+3,50®  60,50+2,71° 56,14+3,18°  71,96+5,09°  70,07+1,85°  64,733,50™ 76,96+2,66° 63,31%3,76™ 65,37+5,28% 58,42+1,77°

e MB 0,94+0,38% 2,340,45% 1,56+0,74* 2,74+0,50° 1,59£0,69% -0,60+0,57° 1,310,48% 1,31£0,26® 0,74+0,83% 1,640,64% 0,59+1,09%  -0,1620,77%
g‘ E MB+DT 0,24+0,81%° -1,8042,31° 0,15+1,46%™°  2,54+0,74®  -0,57+1,38" -1,59+0,90° 0,37+0,84%° 5,66=1,11% 2,26£1,09%° 4,200,67 2,71%1,08%° 0,86=0,70*
3 E LPS+MB+DT 0,59+0,55" -0,77£0,44%  -0,39+0,57™ 2,70+0,90° -1,50+1,04° -0,96£0,94°  -0,01::0,94> 9,14+0,83° 10,59+0,53° 9,54+1,29° 2,87+1,01° 0,960,82"
" MB 24,66£0,28®  2596£029®  25,54:0,56  26,19£0,38%  2535+0,57  23,57+0,45°  25,16£0,37®  25,16£0,23% 24,81£0,61%  2527+0,50® 23,80+0,84% 23,64+0,58°
§ u\g MB+DT 2431+0,65°  24,30£0,60°°  24,14+1,12°  26,09+0,63®°  23,97+1,07* 22,81+0,62°  24,60+0,68™ 28,83+1,012 25,81+0,86™°  27,57+0,50°  26,39+0,93%° 24,77+0,51
LPS+MB+DT | 24,53+0,44°  2337+0,33"  23,79+0,45°  26,13+0,70° 22,80+£0,75°  23,54+0,75°  24,17+0,74™ 31,83%0,73° 33,37+0,49° 32,14%1,13° 26,46+0,80° 24,730,66™

o MB 3,77+0,13 3,86+0,13 3,73+0,09 3,59+0,09 3,75+0,09 4,20+0,69 4,1620,10 3,89+0,06 8,84+5,03 4,0120,11 4,06+0,23 4,13£0,10
¥ 2 MB+DT 3,71=0,09%° 3,56£0,08"  3,59+0,19%°  3,37+0,18%% 3,13+0,10% 3,23+0,20° 2,80+0,12° 3,73+0,18%° 3,86+0,06" 3,76=0,10% 3,64=0,06™ 3,74%0,10%°
F LPS+MB+DT 4,000,10° 3,34:0,08°% 3,01=0,34° 3,17+0,05% 3,63£0,13%  3,46+0,08°%  3,36+0,11" 3,03+0,14° 3,37£0,17°%  3,53+0,24% 3,87+0,10% 3,87+0,08%

o MB 156,240,29° 155,140,86®  154,7£0,87°  1552+0,97®°  153,8£0,14®  152,1+0,52°  152,7+0,57™ 152,5%0,53" 153,540,43%° 151,4%0,69° 153,440,57%° 152,5+0,53"
2 g MB+DT 150,7£2,49%  150,7+2,33%  149,4+0,37°  151,8+1,14%®  1522+0,71°%®  157,120,91%°  158,0+0,31% 155,440,950  1584+1,43° 155,540,780  153,2+1,02%%  152,2+0,83%%
5 LPS+MB+DT | 152,5£0,65°  148,8+2,10Y  150,7+0,75°  151,4x0,78°  154,1+1,10™  157,4£0,61°  156,0+0,93®°  155440,65°  152,7+0,99®°  1522+0,89%%  154,2+1,49%°  152,8+1,34%%

o MB 0,93+0,02° 0,94+0,02° 0,97+0,03%® 0,99+0,06™ 1,0420,03% 1,090,187 1,06=0,18% 1,03+0,30% 0,95+0,02% 1,06=0,02% 1,02+0,37% 0,96+0,04%

8 E MB+DT 0,89+0,04% 0,92+0,06% 0,99+0,05%® 1,05£0,05% 1,07+0,03? 0,9520,04% 0,85+0,04° 0,960,51% 0,86=0,05% 0,88+0,04% 0,90+0,03% 0,93+0,03%
F LPS+MB+DT 1,0120,03° 0,85+0,03% 0,85£0,01® 0,87+0,02%® 0,88+0,06™ 0,8520,02® 0,88+0,03%™ 0,79+0,04° 0,84+0,04% 0,89+0,05% 0,9120,05%® 1,01=0,08"

o MB 111,5+0,37 111,10,46 111,7+0,89 111,1£0,67 111,70,78 112,2+0,42 111,0+0,44 111,240,29 111,440,57 111,4+0,69 111,5+0,69 109,8+0,67

S B MB+DT 95,58+15,86 111,8+1,12 111,20,60 112,1+0,70 114,0+0,72 116,240,94 114,10,86 112,0+1,00 113,7+0,61 112,0+0,53 111,4+0,78 112,7+0,57
5 LPS+MB+DT | 110,840,63*  107,0£1,36°®  110,1£0,74®  109,8+0,86"¢  114,1+0,80° 112,8£0,70®°  111,4+0,69® 106,0£0,53% 105,120,86° 106,0+1,09% 110,0£0,99™ 111,120,67%

abcdeAvn grupta farkli 6rnekleme zamanlarinda farkli harfler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05). MB; marbofloksasin grubu, MB+DT; marbofloksasin + destek tedavi grubu, LPS+MB+DT; marbofloksasin + destek tedavi + lipopolisakkarit
grubu, pH; hidrojenin giicii, pCO2; kismi karbondioksit basinci, pOy; kismi oksijen basinci, sO,; Oksijen satiirasyonu, base(ecf); ekstraselliiler sividaki baz fazlasi, HCOj3'; bikarbonat, K; potasyum, Na*; Sodyum, iCa”; iyonize kalsiyum, Cl; klor.
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3.4. Farmakokinetik Parametreler

Koyunlarda MB’in DT ve LPS+DT ile kombine uygulamalarin takiben yari-
logaritmik plazma konsansantrasyon-zaman egrileri ve farmakokinetik parametreleri
sirasiyla Grafik 3 ve Tablo 5’de sunuldu. MB ve MB+DT grubunda marbofloksasin
24. saate kadar tespit edilirken, LPS+MB+DT grubunda 36. saate kadar tespit edildi.
MB grubunda tic,, MRT, EAAg.24, Cly ve Vg degerleri sirasiyla 2.87+0.13 saat,
2.98+0.15 saat, 34.53+3.34 saat*ug/mL, 0.29+0.03 L/saat’kg ve 0.87+0.10 L/kg
olarak tespit edildi. MB grubu ile MB+DT grubu kiyaslandiginda farmakokinetik
parametrelerde (tioc, MRT, EAA, Cls ve Vgss) herhangi bir farklilik belirlenmedi
(P>0.05). LPS+MB+DT uygulamasin1 takiben marbofloksasinin Cly’i azalirken
EAA(.24’s1n1n arttigi Ve tyc, ve MRTsinin uzadigi belirlendi (P<0.05).

Grafik 3. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda marbofloksasinin (10 mg/kg, 1V) yari-logaritmik plazma
konsansantrasyon-zaman egrisi(n=7).
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Tablo 5. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda marbofloksasinin (10 mg/kg,
IV) farmakokinetik parametreleri (n=7).

Parametreler MB MB+DT LPS+MB+DT
£; (1/saat) 0.24+0.012 0.24+0.00° 0.15+0.01°
ti2s2 (saat) HO 2.87+0.13" 2.91+0.06" 4.64+0.20°
EAA.24 (saat*pg/mL) 34.53+3.34° 34.61+2.99° 69.21+8.04°
EAA... (saat*pg/mL) 34.73+3.33" 34.82+2.99" 71.12+8.13°
MRTo., (saat) HO 2.98+0.15" 3.110.09° 5.82+0.26°
Cly (L/saat/kg) 0.29+0.03° 0.29+0.03? 0.14+0.02°
Vass (L/kg) 0.87+0.10 0.90+0.08 0.83+0.09
Crax(pg/mL) 19.66+2.43° 18.25+2.32° 26.93+6.23°

a, b:Aym grupta farkli ornekleme zamanlarinda farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05). £
eliminasyon hiz sabitesi, ti/,. terminal eliminasyonunun yar1 6mrii, EAA; konsantrasyon-zaman egrisi altindaki
alan, MRT; ortalama kalig siiresi, Cly; total klerens, Vg; Kararli durum dagilm hacmi, Cmax; ilk rnekleme
zamanindaki plazma koonsantrasyonu, HO; harmonik ortalama. MB; marbofloksasin grubu, MB+DT;
marbofloksasin + destek tedavi grubu, LPS+MB+DT; lipopolisakkarit + marbofloksasin + destek tedavi grubu.

3.5. Farmakokinetik/Farmakodinamik integrasyon

Koyunlardan izole edilen E. coli, M. haemolytica, P. multocida, K.
pneumoniae, Salmonella spp. ve S. aureus bakterileri icin marbofloksasinin MIK
degerleri Tablo 6’de sunuldu. E. coli izolatlarindan 4 tanesi ve M. haemolytica
izolatlarindan 7 tanesi marbofloksasine duyarlilik kirilma (susceptible breakpoint)
(£1 pg/mL) diizeyinin iizerinde belirlendi. Marbofloksasinin EAAq.,4/MIK orani
duyarlilik kirilma noktasimin altindaki izolatlar i¢in hesaplandi (Tablo 7).
Marbofloksasin tedavisinde basar1 ve diren¢ gelismini minimuma indirmek igin
Gram negatif ve Gram pozitif (S.aureus) mikroorganizmalar icin EAAq.24/MIK
oraninin sirastyla >125 ve >60 olmasi istenir (McKellar ve ark 2004, Toutain and
Lees 2004, Lees ve ark 2006). MIK degeri MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplar
igin sirasiyla Gram negatifler bakteriler i¢in 0.28 ug/mL, 0.28 pg/mL ve 0.55 pg/mL
iken, Gram pozitifler i¢in 0.58 pg/mL, 0.58 pg/mL ve 1.15 pg/mL olarak bulundu.
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Biitiin gruplarda, MiK degerleri <1 pg/mL olan bakteriler i¢in Cpax/MIK oran1 >10
oldugu belirlendi (Tablo 8).
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Tablo 6. Koyunlardan izole edilen bakteriler i¢in marbofloksasinin MiK degerleri (ng/mL).

izolasyon No E. coli M. hemolytica P. multocida K. pneumoniae Salmonella spp Staph. aureus
1 >16 0.063 0.031 0.016 0.031 0.031
2 0.031 0.031 0.016 0.031 0.063 0.5
3 16 0.016 1 0.250 0.125
4 0.031 >16 0.031 0.063
5 0.063 0.031 0.031 1
6 >16 0.063 0.125
7 4 >16
8 >16
9 2
10 2
11 >16
12 0.5
13 0.063
14 8
15 0.5

34



Tablo 7. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda marboflaksasinin (10 mg/kg, 1V) EAAg24/MIK degerleri.

EAAq2/MIK

MiK (ng/mL) MB MB+DT LPS+MB+DT
0.016 2210 2215 4429
0.031 1105 1108 2215
0.063 552 554 1107
0.125 276 277 553

0.25 138 138 277

0.5 69 69 138

1 35 35 69

2 17 17 35
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Tablo 8. MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda marboflaksasinin (10 mg/kg, 1V) Crmax/MIK degerleri.

Crmax /MIK

MIK (ug/mL) MB MB+DT LPS+MB+DT
0.016 1258.20 1168.05 1723.21
0.031 629.10 584.02 861.61
0.063 314.55 292.01 430.80
0.125 157.28 146.01 215.40
0.25 78.64 73 107.70

0.5 39.32 36.50 53.85

1 19.66 18.25 26.93

2 9.83 9.13 13.46
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4. TARTISMA

Endotoksemi beseri ve veteriner hekimlikte ciddi mortalite sebepleri
arasinda yer almaktadir. Endotoksemi sonucunda canlida fizyolojik, hematolojik
ve serolojik belirteclerin degisecegi ve hastaligin seyri agisindan bu degisimlerin
onemli oldugu ifade edilmektedir. Endotoksemi tedavisinde rutin olarak
antibiyotik, glukokortikoid ve sivi-elektrolit tedavisi uygulanmaktadir. Uygulanan
bu tedavi prosediiriine canlilarin cevabinin farkli olabilecegi ifade edilmektedir.
Bu temel farkliligin sebebi endotoksemi sonucunda degisen hemodinamik
dengenin ilagla velveya ilaglarin kendi aralarinda  etkilesiminden
kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir. Bu etkilesimler sonucunda ortaya ¢ikan
farmakokinetik ve farmakodinamik degisimler, hastalarda cevabi da
degistirebilmektedir. Endotoksemik canlilarda ila¢ farmakokinetiginde degisimler
gozlenebildigi  bilindiginden, hastalar {izerinde antibiyotiklerle yapilan
caligmalarda yeni dozaj rejimi onerileri bulunulabilmektedir (Er ve ark 2009,
Perez ve ark 2015, Altan ve ark 2017).

Marbofloksasin sigir ve domuzlarda 2 mg/kg dozunda kullanilmasi
onaylanmistir (EMEA 1999). Bununla birlikte, simiilasyonlar ve terapotik
calismalarin sonuglari, yeterli bir antimikrobiyal etkinlik elde etmek i¢in 10 mg/kg
dozda kullanilmasin1 6nermektedir (Valle ve ark 2012, Lorenzutti ve ark 2017,
Kacar ve ark 2018, Paulin ve ark 2018). Mevcut arastirmada koyunlara 10 mg/kg
dozunda marbofloksasin uygulandi. Florokinolonlar efflux pompalarinin
substratlar1 (Schrickx ve Fink-Gremmels 2007) oldugundan, 6nerilen dozun bes
katinda (10 mg/kg) marbofloksasin uygulamasinda tasiyici doygunlugu
beklenebilir. Ancak marbofloksasinin koyunlarda 2-10 mg/kg dozda (Altan ve ark
2018) ve buzagilarda 5-20 mg/kg dozda, doz ile orantili uygun farmakokinetik
profil gosterdigi belirtilmistir (Paulin ve ark 2018).

4.1. Klinik Belirtiler ve Hematolojik Parametreler

MB ve MB+DT gruplarinda viicut 1sis1 degismezken, LPS+MB+DT
grubunda 2. ve 4. saatlerde 6nemli artis kayit edildi (P<0.05, Tablo 1, Grafik 1).
LPS, endojen pirojen mediyatorler (IL-1, TNF ve IL-6) ve akut faz cevabi

indiiklemesi sonucunda, viicut 1sisinda artisa sebep oldugu ve gelisen 1s1 artiginin
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ilaglarin viicuttaki hareketini degistirebilecegi ifade edilmistir (Marier ve ark
2001, Kumar ve Malik 2003, Perez ve ark 2015). Yapilan arastirmalarda
endotoksinlerle indiiklenen viicut 1sisinin, kopeklerde amoksisilin (Marier ve ark
2001), develerde danofloksasin (Al-Taher ve ark 2013), koyunlarda florfenikol
(Perez ve ark 2015) ve buzagilarda oksitetrasiklin (Kumar ve Malik 2003) ile
levofloksasinin (Kumar ve ark 2009) farmakokinetiklerini degistirdigi ifade
edilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda viicut 1sisinin ilaglarin farmakokinetigi
tizerine etkilerinin ayn1 olmadig ifade edilmis ve farmakokinetike degisimlerin
ilacin fizikokimyasal Ozelliklerine, LPS’nin dozuna ve hayvan tiiriine gore

degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Mevcut aragtirmada MB ve MB+DT gruplarinda WBC diizeyinde
istatistiki degisimler gozlenmezken, LPS+MB+DT grubunda 2. saatte en diisiik
diizeye (1.37 10%/L), 48. saatte en yiiksek diizeye (15.55 10%/L) ¢iktigi gozlendi
(P<0.05, Tablo 2, Grafik 2). Endotoksemi sirasinda WBC diizeyinde gegici
diismelerin gozlendigi (Sakurai et al 2017, Zaytseva ve ark 2018) ve ilk saatlerde
gozlenen diismelerin nétrofillerde olusan yirtilma/patlama (Sakurai ve ark 2017)
veya WBC’nin dokulara gecisinden (Kvidera et al 2017), 48. saatteki yiikselmenin
ise LPS’nin etkisinin bitmesi ve deksametazonun kan hiicreleri iizerindeki
yiikseltici (Corum ve ark 2016, Er ve ark 2016)etkisinden kaynaklanabilir.
MB+DT grubunda PLT sayisinda gegici artis (P<0.05) ve LPS+MB+DT
grubundan HG ve HCT degerlerinde istatistiki dalgalanmalar belirlendi (P<0.05,
Tablo 2). Bu gruptaki HG degerinde gozlenen degisimin koyunlarin hematolojik
parametreleri dikkate alindiginda (Bulbul 2013) minimal diizeyde oldugu
gozlendi. Ayrica LPS wuygulamasi sonrasinda koyunlarda HG ve HCT
diizeylerinde yiikselmeler gozlendigi, ancak bu yiikselmelerin mekanizmasinin
aciklanamadig ifade edilmistir (Yates ve ark 2011). Yapilan ¢aligmalarda LPS’in
HG diizeyini artirirken (Oh ve ark 2017), deksametazonun ise azalttig1 ifade
edilmistir (Li ve ark 2019). HG’de go6zlenen artis, LPS’in akut etkisinden
kaynaklanabilecegi, diislisiin ise deksametazonun yart dmriiniin uzun olmasi ile

iligkili olarak biyolojik etkinligin uzun siire devam etmesinden kaynaklanabilecegi
ifade edilebilir.
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4.2. Biyokimyasal ve Kan Gazi1 Parametreleri

Biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde plazma laktat diizeyinde
MB ve LPS+MB+DT gruplarinda istatistiki dalgalanmalar belirlenirken, MB+DT
grubunda 2. saatte 6nemli oranda diisme gozlendi (P<0.05, Tablo 3). MB+DT
grubunda goézlenen diisme glukokortikoidlerin laktat iizerine olan diisiiriici
etkisinden kaynaklanabilir (Braughler ve Hall 1983). LPS uygulamasi ile gelisen
zayif doku perfiizyonu, aerobik metabolizmada azalma, anaerobik glikolize
hiicresel doniigiim, laktatin glukoza hepatik donilisiimiinde yetersizlik gibi
nedenlerden kan laktat konsantrasyonun artabilecegi bildirilmistir (Gerros ve ark
1995, Radostis ve ark 2006). Mevcut arastirmada LPS uygulama sonrasinda laktat
diizeyinin istatistiki olarak yiikselmemesi, LPS’nin dozundan ve/veya

deksametazonun koruyucu etkisinden kaynaklanabilir.

Bu arastirmada MB grubunda glikoz diizeyinde gegici diisme belirlendi
(P<0.05, Tablo 3). Bu diisiis florokinolon grubu antibiyotiklerin siilfoniliire
benzeri etki yaparak hipoglisemik etkiye (EI Ghandour ve Azar 2015) neden
olmasindan kaynaklanabilir. MB+DT grupta 1., LPS+MB+DT grubunda ise 0.5
ve 1. saatlerde glikoz diizeyinde yiikselmeler (P<0.05) gozlenirken, MB+DT
grubunda son Ornekleme zamanlarinda (48. ve 96. saaat) diismeler oldugu
belirlendi (P<0.05, Tablo 3). MB+DT grubundaki yiikselme deksametazonun
glikoneogenezisi uyarmasindan (Kayaalp 1996) kaynaklanabilir. LPS+MB+DT
grubunda glikoz seviyesindeki yiikselme deksametazonun glukogenogenesisi
uyarmasi (Kayaalp 1996) ve LPS’nin sempatik aktivasyonu ile IL-1 tarafindan
uyarilan hepatik glikojenin mobilizasyonunun katki saglamis olabilecegi
diistiniilmektedir (Morris ve ark 1986). MB+DT grubunda son Ornekleme
zamanlarinda gozlenen diisiis LPS+MB+DT grubunda belirlenemedi (Tablo 3),
ancak bu sonu¢ dogrudan glikoz diizeyinin rakamsal degerleri iizerinden

degerlendirildiginde belirgin farkin olmadigi gozlendi.

Biyokimyasal Ol¢iimlerde MB grubunda 72. ve 96. saatlerde BUN
konsantrasyonunda artis gézlendi (P<0.05, Tablo 3). Florokinolon kaynakli
bobrek yetmezliklerinde BUN ve kreatinin diizeylerinde artig olabilecegi ifade
edilmistir (Lomaestro 2000). MB+DT grubunda BUN diizeyinde, LPS+MB+DT
grubunda GGT diizeyinde istatistiki dalgalanmalar tespit edilirken, MB+DT
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grubunda 12., 24., 36., 48. ve 72. saatlerde troponin I diizeyinde diismeler,
LPS+MB+DT grubunda 8. saatte kreatinin ile 8. ve 12. saatlerde BUN diizeyinde
yiikselmeler gozlendi (P<0.05, Tablo 3). Marbofloksasin uygulamasi troponin I
tizerinde onemli bir etkiye neden olmazken (Coskun ve ark 2019), glukokortikoid
uygulamasinin troponin I diizeyini azaltabilecegi ifade edilmistir (Norwood ve ark
2017). Yapilan benzer ¢alismalarda BUN ve kreatinin diizeyinin arttig1 (Chen ve
ark 2015, Li ve ark 2019) ve bu artisin LPS uygulanmasini takiben 12 saat sonra
belirgin oldugu ifade edilmistir (Chen ve ark 2015). BUN ve Kkreatinin
diizeylerindeki artisin NF-kB yolagi vasitasiyla iiretilen IL-6 ve TNFa ile iligkili
oldugu ve deksametazon ile bu artisin 6nemli Ol¢ii de azaltilabilecegi ifade
edilmigtir (Chen ve ark 2015). Ancak yapilan bagka bir aragtirmada
deksametazonun, LPS kaynakli BUN ve kreatinin diizeyindeki artig lizerine bir
etkisi olmadig1 ve etkisini gostermeme nedeninin deneysel faktorler ve/veya tiir

farkliliklari ile ilgili olabilecegi belirtilmistir (Li ve ark 2019).

Kan gaz1 parametreleri degerlendirildiginde MB grubunda pCO,,
Base(ecf) ve HCOj diizeylerinde istatistiki dalgalanmalar, pH diizeyinin 1. saatte,
iCa diizeyinde 8. saatte en yiiksek diizeylere, Na" seviyesinin ise 48. saatte en
diisiik diizeylere dustigii belirlendi (P<0.05, Tablo 4). MB+DT grubunda pCO,,
Base(ecf) ve 1Ca diizeylerinde istatistiki dalgalanmalar belirlenirken, pH ve
HCOs- diizeylerinde 24. saatte, Na* diizeyinde 36. saatte en yiiksek seviyeler
belirlenirken, K* diizeyi 12. saatte en diisiik diizeyde belirlendi (P<0.05, Tablo 4).
LPS+MB+DT grubunda sO, ve Na' degerlerinde istatistiki dalgalanmalar
belirlenirken, pH, base(ecf) ile HCOj3 diizeylerinin 24., 36. ve 48. saatlerde en
yiiksek diizeylere ¢iktigi, K™ diizeyinin 1. saatte, iCa diizeyi 24. saatte ve CI
diizeyi 36. saatte en diisik diizeye distigii belirlendi (P<0.05, Tablo 4).
Florokinolon grubu antibiyotiklerin kan gazi parametrelerini degistirebilecegi
bildirilmistir (Tras ve ark 2001). LPS ile gergeklestirilen modellerde genellikle
kan pH diizeyinde diismeler gozlenirken (Effenberger-Neidnicht ve ark 2019), bu
aragtirmada pH diizeyinde diisme yerine DT uygulanan her iki grupta 24. saatlerde
pH diizeyinde yiikselmeler gozlendi (P<0.05, Tablo 4). Bu sonucun nedeni olarak
arastirmada kullanilan LPS dozunun septik soka neden olmadan endotoksemi
olusturacak dozda uygulanmasindan (Fernandez-Bustamante ve ark 2012,
Chalmeh ve ark 2013a, 2013b) ve deksametazon ile birlikte ringer laktat
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kullanimindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii. Ciinkii glukokortikoidlerin
bobreklerden HCOj3™ atilimini azaltarak geri emilimini artirdigi, K™ ile H atilimim
hizlandirdig1 ve ringer laktatin ise uygulama sonrasinda canlida bikarbonata
doniistiigii bilinmektedir (Chernow ve ark 1984, Ali ve ark 2000, Sharkey ve ark
2007). Bunun yanisira LPS+MB+DT grubunda pH’daki yiikselmenin nedeni
olarak LPS’in gastrointestinal disfonksiyon, dismotilite ve stazise neden olmasi
(Buchholz ve ark 2009, Sakata ve ark 2017), hipokloremik, hipokalemik
metabolik alkaloza sebep olarak sindirim kanalindan CI" ve K* tutulmas1 (Radostis
ve ark 2006) sonucunda bobrek iisti bezinden endojen glikokortikoid
salgilanmasini uyararak (Hadfield ve ark 2018, Li ve ark 2018) deksametazonun

etkisini potansiyalize etmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.3. Farmakokinetik Parametreler

Bu arastirmanin sonuglar1 Tablo 5 ‘te sunuldu. MB, MB+DT ve
LPS+MB+DT gruplarinda marbofloksasinin Vyss diizeyinde istatistiki degisim
gozlenmedi (Tablo 5). Marbofloksasin plazma proteinlerine diisiik oranda (%7-
30) baglanir (Anonim 2019, Singh ve ark 2019) ve koyunlarda ortalama plazma
proteinlerine baglanma oran1t %19°dur (Munawar ve ark 2017). Marbofloksasinin
plazma proteinlerine baglanma orani konsantrasyon artigina bagli olarak koyunda
artarken, sigirlarda degismedigi ifade edilmistir (Munawar ve ark 2017, Singh ve
ark 2019). Endotoksemi ve neden oldugu ates canlida membran permabilitesi ve
hemodinamik parametrelerde (sistemik vaskiiler basing, santral vendz basing ve
kalp debisinde azalma) degisikliklere, hipoalbuminemi ve albiimindeki baglanma
noktalarinda azalmaya neden olur (Salam Abdullah ve Baggot 1986, Nadai ve ark
1993, Varghese ve ark 2011). E.coli endotoksini uygulanan kegilerde
marbofloksasinin (Waxman ve ark 2003), tavsanlarda ise enrofloksasinin (EImas
ve ark 2006) Vgs'nin azaldigi bildirilmistir. Sivi tedavisi ve deksametazon
uygulamas: endotoksemi sirasinda gelisen hemodinamik degisiklikler ve
membran permabilitesi tizerine olumlu etkileri diistintildiigiinde (Ferguson ve ark
2009, Akyiz ve ark 2016), bu arastirmada LPS+MB+DT grubunda
marbofloksasinin  Vgs’nin  degismemesinin nedeni marbofloksasinin  plazma
proteinlerine diisiik oranda baglanmasi ve/veya deksametazon ve sivi tedavisinin

permabilite ve hemodinamik parametreler {izerine olumlu etkisinden
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kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bu calismada MB+DT ve
LPS+MB+DT gruplarina yaklasik bir saat icinde 20 mL/kg dozunda kristalloid
s1v1 inflizyon yoluyla uygulandi. S1vi tedavisinin inflizyon siiresi kisa uygulanmig
olmasi hacim genislemesi tizerinde kisa siireli bir etkiye (Malbrain ve ark 2018)
neden olabilir ve bu yizden MB+DT grubunda marbofloksasinin

farmakokinetiginin degistirmeyebilir.

Koyunlarda marbofloksasinin plazma proteinine baglanma oraninin
konsantrasyona bagimli oldugu ve 0.1-10 pg/mL'lik plazma konsantrasyonu
araliginda %14-24 arasinda plazma proteinlerine baglandigi ifade edilmistir
(Munawar ve ark 2017). Bu ¢alismada, tiim gruplarda ilk 6rnekleme siiresinde (5
dakika) ortalama marbofloksasin konsantrasyonu 18.25-26.93 pg/mL arasinda
degismektedir ve bu konsantrasyon araliginda plazma proteinine marbofloksasinin
baglanma derecesini artirabilecegini  diisiindliirmektedir. Bu arastirmada
marbofloksasinin doku dagilimin1 gosteren Vs tiim gruplarda benzer bulundu
(Tablo 5). Bununla birlikte, endotoksemik koyunlarda DT uygulamasinin
eszamanli  yapilmasi takiben eliminasyonun azalmasmna bagli olarak
marbofloksasinin plazma konsantrasyonunda artis goézlenmekte ve plazma
proteinlerine yiliksek baglanma derecesi nedeniyle azalan doku dagilimini telafi
edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, endotoksemik koyunlarda DT'nin
eszamanlt  uygulanmasint  takiben doku diizeyinde  marbofloksasinin

antimikrobiyal aktivitesinde azalma goriilmeyebilir.

Bu aragtirmada marbofloksasinin Clt’i, DT uygulamasindan etkilemezken,
LPS+DT uygulamasini takiben onemli oranda (%52) azaldig: belirlendi (P<0.05,
Tablo 5). Marbofloksasin karacigerde ¢ok sinirli oranda (%210-15) metabolize olur
ve %70’den fazlasi degismeden glomertiler filtrasyon ve tubuler salgilanma ile
bobrekten atilir (Munawar ve ark 2017, Anonim 2019). Diisiik hepatik ekstrasyon
oranina sahip ilaglarin karaciger kan akimindaki degisikliklerden c¢ok
etkilenmedigi belirtilmistir (Yang ve Lee 2008). Bu nedenle diisiik oranda
metabolize olan ve c¢ogunlukla bobrekten atilan marbofloksasinin  Cly’in
degismesi, dogrudan bobrek fonksiyonlari ile iliskilendirilebilir. Endotoksemi
bobrekte kan akiminda ve glomerular filtrasyon oraninda azalmaya ve glomerular
kapiller ve tubuler hiicrelerde hasara yol agar (Yang ve Lee 2008, Varghese ve ark

2011). LPS+DT uygulamasi sonras1 marbofloksasinin Cly’nin azalmasinin nedeni
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endotoksemiye bagli gelisen bobrek hasarindan kaynakli olabilir. Mevcut
aragtirma ile parelel olarak deneysel bobrek hasari olusturulan kopeklerde
marbofloksasinin Clt’inin azaldigi bildirilmistir (Lefebvre ve ark 1998). Kegilerde
E. coli endotoksini (1 pug/mL) ile indiiklenen ates marbofloksasinin Clt’i %46
azalmistir (Waxman ve ark 2003). Endotoksemi tedavisinde deksametazon ve sivi
tedavisi onerilmektedir (Er ve ark 2009, Semler ve ark 2016). Domuzlarda LPS
uygulamasinin enrofloksanin Clt’ni azalttigi, LPS uygulamasi dncesi ve sonrasi 3
defa deksametazon uygulamasmin ise Cly’1 normale dondiirdiigi bildirilmistir
(Post ve ark 2003). E. coli endotoksini uygulamasini takiben hizla viicuda dagilir
ve 30 dakika i¢inde bobrek kan akimi ve glomertiler filtrasyon oraninda azalma
goriiliir (Hasegawa ve ark 1999). Bu arastirmada deksametazon ve sivi tedavisi,
LPS uygulamasindan 30 dakika sonra yapildi. Deksametazonun LPS kaynakl:
bobrek hasarlarini azaltmasina karsin normal saglikliya gore belirgin farkliliklar
oldugu belirtilmistir (Tsao ve ark 2004, Du ve ark 2014). Baz1 ¢aligmalarda da
endotoksemide sivi tedavisinin bobrekler {lizerine belirgin etkisinin olmayacagi
ifade edilmistir (Cambier ve ark 1997). Bu arastirmada LPS+MB+DT grubunda
DT uygulamasina ragmen marbofloksasinin Cly’nin MB grubuna gore diisiik
olmasinin nedeni, LPS’nin bobrek hasarina neden olmasi, DT’nin LPS’den sonra
verilmesinden ve/veya deksametazonun tek doz verilmesine bagli olarak bobrek
hasarinin 6nleyememesinden kaynaklanabilir. Bu aragtirmada LPS+DT grubunda
marbofloksasinin  ticSi 2.87 saatten 4.64 saate uzamasmin nedeni

marbofloksasinin atiliminin azalmasindan kaynakli olabilir.

LPS+MB+DT grubunda marbofloksasinin EAAq.. diizeyi, MB ve
MB+DT grubuna gére 6nemli oranda yiiksek belirlendi (P<0.05, Tablo 5). MB,
MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda marbofloksasin sirasiyla 24., 24. ve 36.
saatlere kadar tespit edildi (Grafik 3). MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplarinda
marbofloksasinin ilk 6rnekleme zamanindaki (5. dk) konsantrasyonlar sirasiyla
19.66+2.43, 18.25+£2.32 ve 26.93+6.23 saat*ug/mL iken son Ornekleme
zamanindaki konsantrasyonlar sirasiyla 0.05+£0.00 (24. saat), 0.05+0.01 (24. saat)
ve 0.07£0.01 (36. saat) saat*ug/mL olarak belirlendi. Bu arastirmada
LPS+MB+DT grubunda marbofloksasinin EAA..’sinin artmasi, plazma
konsantrasyonlarindan ve plazma konsantrasyon zaman egrisinin degismesinden

kaynaklanabilir. Daha once yapilan c¢aligmalarda LPS ile indiiklenen
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endotokseminin ilaglarin EAA’sinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Waxman
ve ark 2003, Elmas ve ark 2006, Altan ve ark 2017).

4.4. Farmakodinamik Parametreler

E. coli, Klebsiella spp., M. haemolytica, P. multocida, Salmonella spp. ve
S. aureus koyunlarda septisemi ve/veya endotoksemiye neden olan bakteriyel
etkenlerdir. Ayrica diyare, enteritis, mastitis, pnémoni, menengitis, artritis,
sinovitis, abortus, osteomyelitis, otitis media gibi enfeksiyonlara neden olurlar
(Constable ve ark 2016). Marbofloksasinin MiK degeri koyunlardan izole edilen
M. haemolytica i¢in bildirilmesine ragmen E. coli, Klebsiella spp., P. multocida,
Salmonella spp. ve S. aureus igin belirtilmemistir. Koyunlardan izole edilen
Klebsiella spp., P. multocida, Salmonella spp. ve S. aureus suslari igin belirlenen
MIK degerleri marbofloksasinin duyarlilk kirilma noktas: (susceptible
breakpoint) <I pug/mL (Nedbalcova ve ark 2019) diizeyinin altinda belirlendi
(Tablo 6). E. coli suslarindan 4 (n:7)’ii ve M. haemolytica suslarindan 7 (n:15)’si
marbofloksasinin duyarlilik kirilma noktasinin tstiinde tespit edildi (Tablo 6).
Sigirlardan izole edilen E. coli suslarindan 11 (n:617)’i ve M. haemolytica
suslarindan 9 (n:514)’unda marbofloksasinin duyarlilik kirilma noktasinin {istiinde
oldugu bildirilmistir (Kroemer ve ark 2012). Bu arastirmada marbofloksasinin
MIK degerleri E. coli i¢in 0.031-16< pg/mL, M. haemolytica igin 0.016-16<
ug/mL, P. multocida i¢in 0.016-1 pg/mL, K. pneumoniae igin 0.016-0.25
ug/mL, Salmonella spp. i¢in 0.031-0.063 ug/mL ve S. aureus i¢in 0.031-1 pg/mL
arasinda belirlendi (Tablo 6). Yapilan ¢alismada koyunlardan izole edilen M.
haemolytica igin marbofloksasinin MIK degeri 0.035 pg/mL olarak rapor
edilmistir (Sidhu ve ark 2010). Marbofloksasinin MIiK degeri sigirlardan izole
edilen E. coli i¢in 0.008-32 pg/mL, M. haemolytica i¢in 0.008-8 pg/mL, P.
multocida i¢in 0.004—2 pg/mL ve S. aureus i¢in 0.006-32 pg/mL arasinda oldugu
bildirilmistir (Kroemer ve ark 2012). Koyun ve sigirda yapilan arastirmalarda
tespit edilen MIK degerleri bu arastirmada bulunan MIK degerleri ile biiyiik

oranda benzerlik gostermektedir.

Marbofloksasin gibi konsantrasyona bagli etki gosteren antibiyotiklerin
antibakteriyel etkinliklerini degerlendirmek i¢in EAAg24/MIK ve Cpma/MIK

oranlar1 kullanilir. Tedavide maksimum etkinlik ve minimum direng gelisimi i¢in
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gram negatif ve gram pozitif bakteriler icin EAAq,4/MIK degeri sirastyla >125 ve
>60 ve Crax/MIK degerinin >10 olmas1 istenir. Bu degerin saglanmasi ile klinik
basarinin >80% oldugu ifade edilmistir (McKellar ve ark 2004, Toutain and Lees
2004, Lees ve ark 2006). Bu arastirmada MB, MB+DT ve LPS+MB+DT gruplari
icin sirastyla EAA(24/MIK oranlart >125 olmasi istendigi (EAAq-24/ 125=MIiK)
diisiiniildiigiinde 34.53/125=0.28, 34.61/125=0.28 ve 69.21/125<0.55 MIK
degerine sahip gram negatif bakteriler (E. coli, M. haemolytica, P. multocida, K.
pneumoniae, Salmonella spp. vb.) ile EAAq.4/MIK oranlari 60 olmasi istendigi
(EAA(24/60=MIK) diisiiniildiigiinde = 34.53/60=0.58, 34.61/60=0.58 ve
69.21/60=1.15 MIK degerine sahip gram pozitif (S. aureus) bakterilere etkili
oldugu belirlendi. Ayrica biitiin gruplarda Cpax/MIK degeri >10 olarak belirlendi.
EAA4/MIK ve Cra/MIK degerleri birlikte degerlendirildiginde saglikli ve
destek tedavi gruplarinda yeterli olmayan marbofloksasin dozu, enfeksiyoz

durumda yeterli oldugu anlasilmaktadir.

5.SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak endotoksemi tedavisinde uygulanan destek tedavi
protokoliiniin saglikli koyunlarda marbofloksasin i¢in elde edilen farmakokinetik
parametrelere  etkisinin  olmadigi, ancak  endotoksemi  durumunda
marbofloksasinin farmakokinetik parametrelerinin (yar1 émriinde uzama, egrinin
altinda kalan alan ile maksimum plazma konsantrasyonunda yiikselme, klerenste
diisme) degisebilecegi ifade edilebilir. Koyunlarda marbofloksasinin 10 mg/kg
(IV) dozunun antibakteriyel etkinligi EAAq24/MIK ile Cpra/MIK degerleri
tizerinden diislintildiiglinde, Gram pozitif bakterilerle enfeksiyonlarin tedavisinde
yeterli olabilecegi diisiiniiliirken, Gram negatif bakterilerle enfeksiyonlarin
tedavisinde yeterli olmayabilecegi ifade edilebilir. Mevcut aragtirmanin sonuglari
marbofloksasine ait farmakokinetik parametrelerin saglikli ve hasta hayvanlarda
degisebilecegini, dolayisi ile klinik etkinliginde de farkliliklar olabilecegini

gostermektedir.
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Abstract

The purpose of this study was to determine the influences of supportive therapy (ST)
on the pharmacokinetics (PK) of marbofloxacin in lipopolysaccharide (LPS)-induced
endotoxemic sheep. Furthermore, minimum inhibitory concentration (MIC) of mar-
bofloxacin against Escherichia coli, Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., and Staphylococcus aureus was determined.
The study was performed using a three-period cross PK design following a 15-day
washout period. In the first period, marbofloxacin (10 mg/kg) was administered by
an intravenous (IV) injection. In the second and third periods, marbofloxacin was co-
administered with ST (lactated ringer + 5% dextrose + 0.45% sodium chloride, IV,
20 ml/kg, dexamethasone 0.5 mg/kg, SC) and ST + LPS (E. coli 055:85, 10 pg/kg),
respectively. Plasma marbofloxacin concentration was measured using HPLC-UV.
Following IV administration of marbofloxacin alone, the t, ,,, AUC,_, Cl and V., _
were 2.87 hr, 34.73 hr x pg/ml, 0.29 L hr't kg™, and 0.87 L/kg, respectively. While
no change was found in the MBX + ST group in terms of the PK parameters of mar-
bofloxacin, it was determined that the CL.. of marbofloxacin decreased, AUC,__ in-
creased, and t; ,, and MRT prolonged in the MBX + ST + LPS group. MIC values of
marbofloxacin were 0.031 to =16 pg/ml for E. coli, 0.016 to >16 pg/ml for M. haemo-
Iytica, 0.016-1 pg/ml for P. multocida, 0.016-0.25 pg/ml for K. pneumoniae, 0.031-
0.063 pg/ml for Salmonella spp., and 0.031-1 pg/ml for 5. aureus. The study results
show the necessity to make a dose adjustment of marbofloxacin following concomi-
tant administration of ST in endotoxemic sheep. Also, the PK and pharmacodynamic
effect of marbofloxacin needs to be determined in naturally infected septicemic
sheep following concomitant administration of single and ST.
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