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ONSOz

Bazi ilaglar ayni veya benzer formilasyonlar halinde hazirlanirlar; bdyle formdilasyonlarin da
hayvanlardaki benzeri gekilde veya derecede etkili olacaklari kabul edilir. Ancak, benzer ilag
formulasyonlarinin ayni derecede etkili olmadiklari da s6z konusu olabilmektedir; bu durum
biyoesdegerlik calismalari ile ortaya konulur. Calismada buzagilarda parenteral olarak kullanilan iki
enrofloksasin mistahzarin biyoesdegerligi belirlemek amaglanmistir. Her gecen giin yeni ilag firmalari
ve yeni ilaglar piyasaya strilmekte ve ila¢ endustirisi ginden glne bluyumektedir. Piyasaya yeni ¢gikan
bir ilacin etkinliginin arastirimasi ancak biyoesdegerlik calismalari ile mumkindir. Ulkemizde
veteriner hekimiginde kullanilan ilaglarda biyoesdegerlik ile ilgili dizenleme mevcut degildir.

Doktora egitimi ve calismasinin gerceklesmesini saglayan Ankara Universitesi Saglk Bilimleri
Enstitisi Miduarlagu ile Veteriner Fakiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Baskanhgdr'na,
her zaman destegini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Sezai KAYA, tez izleme komitesi Uiyeleri
Prof. Dr. Ender YARSAN ve Prof. Dr. Mehmet SAHAL’a, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim Uyelerine, calismanin deneysel asamalarinda
yardimci olan Aras. Gor. Dr. Levent ALTINTAS, Kimyager Sireyya KARAASLAN ve diger ¢aliganlara,
Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda Aras. Gor. Dr.
Hiisamettin EKICI’ye, istatiksel hesaplama kisminda yardimci olan Bioistatistik Anabilim Dalinda Aras.
Gor. Dogukan Ozen’e, Dog. Dr. i. Safa Gircan’a calismanin her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda Aras.
Gor. Dr. Ayse KANICl'ya, gcalismanin deneysel asamalarinda yardimci olan Kastamonu Guven
Poliklinigi calisanlari ve Dr. Zafer KALAYCIOGLU’na, Tarim igletmeleri Genel Midirligi Hayvancilik
Daire Bagkanhgi Bag Uzman Sami OZTURK’e, Karakdy Tarim isletme Mudiir(i Erding KUZUOGLU'na,
kan alma sirasinda yardimlarindan dolayr esim Abdulkadir BIDECIi'ye, isletme veteriner hekimi
Mehmet TALMAC'a ve diger galisanlara, analizlerin dlgllmesinde destek sadlayan Dizen Laboratuar
Grubu calisanlarina, Dr. Murat OKTEM’e, Elif ERKAN KURTOGLU, Mehmet DEVECIi'ye, maddi
manevi desteklerini esirgemeyen Umut Veteriner Medikal Hayvancik San. Tic, Ltd. Sirketine tesekkir
ederim.

Bana her konuda yardimci ve destekgi esim, ailem ve arkadaslarima tesekklru bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Biyoesdegerlik

Bu terim; ayni etkin maddeyi iceren benzer formilasyonlarinin da benzer etkiler
olusturacaklari yoniinde birbirine benzer olduklarini ifade eder; esdegerlilik cesitli sekillerde
incelenir. Farmakolojik esdegerlilik; bu durum iki ayri farmasétik seklin igine, kimyasal olarak
farkli ama vicutta ayni etkin molekilleri ortaya ¢ikaran ve ayni farmakolojik etkiye yol acan
molekdullerin katilmasi durumudur. Farmasétik esdegerlilik; ayni turden farmasotik sekle ayni
maddenin es miktarinin katiimasini durumunu ifade eder. Kimyasal esdegerlilik; bu ayni
etkin maddeyi yine ayni miktarda iceren ve ayni dozda kullanilan, degisik farmasotik
sekillerdeki bir ilacin resmi 6ngorilerde mevcut fiziko- kimyasal 6zellikleri tasimasini ifade
eder. Klinik esdegerlilik; ayni canlida ayni doz ve doz araliginda verildiginde ayni sagaltici
etkiye yol acan farmakolojik, kimyasal veya farmasotik olarak esdeger ilaglari veya ilag

sekillerini karsilayan bir terimdir (Kaya ve ark., 2000b).

Farmasotik olarak esdeger iki urinin (test ve referans) ayni molar dozda hedef turdeki
canliya uygun yolla verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin ve bdylece terapétik etkilerinin
hem etkinlik, hem de gulvenlik bakimindan ayni olmasini saglayacak derecede benzer
olmasina biyolojik esdegerlilik veya biyoesdederlik denir (Kaya ve ark., 2000b; Tras ve ark.,
2005; Kayaalp, 2008).

iki formiilasyonun biyoesdegerliginin incelenmesinde-belgelenmesinde, birisi in vitro,
digerleri in vivo iki tip denemeye basvurulur; in vitro olarak ¢éztinme testleri, in vivo olarak da
plazma-ilag yogunluklarinin belirlenmesi, ila¢ yogunlugu zaman egrisi profilinden hareketle
farmakodinamik incelemede Kklinik etki veya vyararliliktir (Toutain ve Koritz, 1997).
Biyoesdegerligi test etmek icin kandaki etkin madde yogunlugunu seyrinin zamana bagl
olarak cizilmesi ilk tavsiye edilen metottur. Bir veteriner Griininin biyoesdederligi sistemik
dolagima katilarak etki yerlerinde yararlanilabilir olan etkin maddenin hiz ve miktariyla tarif
edilir. Hiz ve miktari belirleyen en 6nemli parametreler incelenen madde ya da maddelerin
emilme hizi (plazma doruk yogunluk, Y goru; doruk yogunluga ulasma siresi, tgou) Ve vicuda
giren miktari (egri altinda alan, EAA) belirlenir ve degerlendirilir (EMEA, 2001b; Tras ve
Yazar, 2002; Clark ve ark., 2003).



Biyoyararlanim/biyoesdegerlik caligsmalarinda énemli bir kriter olan EAA’y1 hesaplamak icin
ti¢ yarilanma émrii boyunca uygun araliklarla kan érnekleri alinmalidir. Ug yarilanma émrii
toplam EAA’nin % 87,5’ini temsil eder; kan érnekleri, plazma ila¢ yogunlugu-zaman egrisinin
inen ve cikan kisimlarini tam olarak karakterize edebilecek siklikta alinmalidir. Bu da

yaklagik 10-15 kan 6rnegi alinmasini gerektirir ( Oner, 2003).

1.1.1. Biyoyayarlanim/Biyoesdegerlik Olgiitleri

iki ilacin biyoesdeger olmasi igin, EAA’larinin ve Ygou oranlarinin %90 giiven araliginda ve
%80-125 sinirlari arasinda olmasi gerekir (Hantash ve ark., 2008). Genis gliven araligina
sahip ilaglar icin daha genis sinirlar kabul edilebilir; ancak, dar gliven aralidina sahip ilaglar
icin %20’lik bir fark bile kabul edilmeyebilir. Y40, degeri 6rnekleme zamanina bagh olarak
genis degiskenlik gdsterdiginden, given aralidi %70-143 sinirlari arasinda kabul edilebilir.
Taoruk dederi kullanilacagr zaman degiskenligin mutlak gtven araligi kabul edilebilir olarak
secilmelidir; 10 dakikalik tgu icin %20 degiskenlik ile 120 dakikalk tgow icin %20
degiskenlik ayni anlama gelmez. Bu nedenle tyu i¢in biyoesdederlik genisligi dikkatli
secilmelidir. lyi bir ilag Griinii biyoesdegerligini dolayisiyla biyoyararlanim élciimlerindeki
performansini raf émri boyunca korumalidir (Resmi Gazete, 1994; Colwell ve ark., 1998;
FDA, 2000; EMEA, 2001a; FDA 2002; Tras ve Yazar, 2002; Oner, 2003; Sahin, 2003).

1.2. Enrofloksasin

1.2.1. Ozellikler

Enrofloksasin veteriner hekimligine ilk giren yeni nesil kinolon tirevi ilagtir. 1-siklopropil-6-
floro-1,4-dihidro-4-okso-7-(4-etil-1-piperazinil)-3-kuinolin  karboksilik  asit  yapisindadir
Nalidiksik asit cekirdeginden tiretilen sentetik 6-florokinolonlar veya 4-kinolonlar grubuna
aittir. Sadece veteriner hekimligi alaninda kullaniimak Uzere gelistiriimis, bakterisid etkili

antimikrobiyel bir ilagtir. (Davidson ve ark., 1986; Cabanes ve ark., 1992; Kaya, 2000a).

Cekirdek yapisindaki 3- ve 4- posizyonlarinda yer alan karbonil gruplari (C=0), genel olarak

florokinonlarin antimikrobiyel etkinlikleri igin gereklidir. Bu gruplar DNA jiraz’a baglanma



bolgesini olugtururlar. Alti pozisyonunda yer alan bir flor atomu, Gram negatif
mikroorganizmalara karg! etkinligi artirirken, Gram pozitif bakterilere karsi etki spektrumunun
genislemesini saglar. Yedi pozisyondaki piperazin halkasi pseudomanslari icine alacak
sekilde, antimikrobiyel etkinligi artirir. Piperazin halkasina bitisik durumda bir C2H5 grubunun
bulunmasi, dokulara gegisi artinr ve beyinde gamma-amino butirik asit (GABA)
reseptorlerine baglanan etkin madde miktarini azaltarak, merkezi sinir sistemi (MSS)
Uzerindeki zehirli etkiyi zayiflatir. Karboksilik asit veya daha fazla sayida amin fonksiyonel
grubun (bazik) bulunmasi, moleklle amfoterik veya zwittriyonik 6zellikler kazandirir. Bundan
dolayi, asidik ve bazik fonksiyel gruplari pKa degerleine bagli olarak, yagda ¢d6zinebilir,
doku, irin ve organik artiklara niifiiz edebilir (Altreuther, 1987; Bayer, 1999).

1.2.2. Farmakokinetik

ilag agizdan ve parenteral yollarla kullanilir; uygulama yerlerinden genellikle iyi emilir. Tim
doku ve organlara dagilir. Dagihm hacmi genistir; hayvan tiriine gére 0,6-3 L/kg arasindadir.
TUkarik ve brong salgilarindaki doruk ila¢g yogunlugu serumdakinden duslk, ancak akciger
dokusundaki yogunluklari serumdakinden fazladir (Neuman, 1988). Akcigerdeki yogunlugu
plazmadakinin bircok katina (dana ve sigirlarda 4-5,5 kat) ¢ikabilir. Beyin ve omurilik sivisina
zor gecer (Anadon ve ark., 1990). Sindirim kanalindan danalarda %50 ve kanatlilarda %60’
dan fazla emilir; danalara 2,5 mg/kg dozda uygulandiginda 60 dk’ da 0,9 pg/ml'doruk plazma
yogunluguna ulasir ve genellikle 12 saat slreyle 0,5 pg/mr’'nin tzerinde kalir (Kaya ve ark.,
1996).

Enrofloksasin sidirlarda da benzer farmakokinetik &zellikler gosterir. Sagmal sidirlarda
parenteral yolla 5 mg/kg dozda uygulanan enrofloksasinin 4-8. saatler arasinda sutte 1,3-2,5
pg /ml'lik doruk yodunluga ulagir, dagilim hacmi genistir (1L/kg) ve 5,9 saat gibi uzun bir yar

Omru vardir (Kaartinen ve ark., 1995).

Enrofloksasinin, aminoglikozidler, tetrasiklinler gibi ilaglarin direngli oldugu bakterilere karsi
etkili olmasi, hastalarin tahammdilinin iyi olmasi (Kaya, 2000a), sindirim kanali ve
parenteral uygulama yollarindan iyi emilmesi (Kaartinen ve ark., 1997; Bauditz, 1987),
prostat ve eklem kesesi sivisi dahil vicudun tim kesimlerine iyi nifuz etmesi (Posniyak ve
ark., 1999), dagilim hacminin buyuk olmasi (Elmas ve ark., 2000), hiicre igine iyi girmesi ve

buradaki bakterilere etkinliginin iyi olmasi (Kaya, 2000a), diger antibakteriyel ilaclarla



karsilastinldidinda dusiuk yodunluklarda etkili olmasi gibi Ustlnlikleri vardir (Posniyak ve
ark., 1999).

ilag viicutta, siprofoksasin de dahil olmak {izere, bircok etkili- etkisiz metabolite cevrilir; %10-
50 kadar1 degismemis halde olmak lizere idrar ve safrayla atilir. Atilma yari d6mri danalarda
5-6 saat arasindadir (Kaya, 2007). Glomeruler filtrasyon ve probeniside duyarli tubuler
sekresyon sayesinde idrarda yiksek yodunluga ulasir. Bobrek yetmezliklerinde atilim
azalacagindan, hastalarin durumu gézden gegirilerek gerekli doz ayarlamasi yapilmaldir.
ikincil olarak da karaciger yoluyla atiir. Safrayla atilma hayvan tiirlere gére degisir.
(Vancutsem ve ark., 1990).

Enrofloksasinin agizdan demir, aliminyum, magnezyum, kalsiyum gibi iki veya U¢ degerli
maddelerle birlikte verilmesi hayvanlarda emilmesini azaltabilir. Bu nedenle bu tir

antiasitlerden 1-1.5 saat 6nce veya sonra verilmelidirler (Vancutsem ve ark., 1990).

1.2.3. Farmakodinamik

Enrofloksasin duyarli bakterilerde DNA jirazin (topoizomeraz Il), etkinligini engeller. Memeli
hiicreleri bu enzimden yoksun oldugu icin bu ilaglar sadece segici bir sekilde etkilerler. Bu
enzimlerin inhibisyonu sonucu, DNA kalibi ¢ikamadidi igin bdlinme gerceklesmez ve
bakteriler normal olmayan bicimde uzayarak olirler (Anadon ve ark., 1990; David ve ark.,
1991; Plumb,1991; Anadon ve ark., 1995, Kaya ve ark., 1996, Kaya ve ark., 1997; EImas ve
Tras, 1999; Kaya, 2007).

Enrofloksasinin etki spekturumu genistir. Gram negatif, Gram pozitif bakterilere, mikoplazma,
Riketsiya, Ehrichia ve Chlamidia’lara son derece etkilidir (Elmas ve ark., 2000, Elmas ve
ark., 2001)

Gram negatif bakterilere olan etkinligi Gram pozitif bakterilerden daha tstindir (Bayer,1999;
David ve ark., 1991). Enterobakter (E.coli, Salmonella, Klebsiella) ailesi enrofloksine 6zellikle
duyarhdir (Kung ve ark., 1993).



1.2.4. Kullaniimasi

Enrofloksasin, 6zellikle gevisenler ve kanatlida olmak lzere, tim evcil hayvanlarda kullanilir.
Buzagilarda agizdan ve parenteral olarak, kolibasillozdan kaynaklanan septisemi
vakalarinda, bagirsak yangilarinda, solunum sistemi hastaliklarinda kullanim alani bulur
(Bauditz, 1987; Davidson ve ark., 1986; Kaartien ve ark., 1997). Enrofloksasin gevisenlerde
E.coli, Salmonella spp., Clostridium perfringes bakterilerinden kaynaklanan bagirsak
yangilarinda, Pasteuralla multocida, Pasteuralla haemolytica, Haemophilus somnus’un
neden oldugu solunum sistemi hastaliklarinda, E.coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aereus’un izole edildigi mastitis vakalarinda ve Moraxella bovis’den
kaynaklanan g6z hastaliklarinda kullanilir (Davidson ve ark., 1986; Bauditz, 1987; Bayer,
1999). Enrofloksasin 2,5 — 5 mg/kg dozlarinda buzagilarda adizdan ve parenteral olarak,
sigirlarda parenteral olarak ginde 1-2 sefer kullanilir (Davidson ve ark., 1986; Bayer, 1999;
Kaya, 2000a). Tavuk, hindi, ordek, kaz ve civcilerde 10 mg/kg c.a dozunda igme suyuna
katilarak 3-5 gun sireyle uygulanir (Paton ve ark., 1988; Kaya, 2007). ila¢ baliklarda
Aeromonos salmonicida, A.hydrophila ve Vibrio turlerine karsi suya 0,8- 1mg/kg
miktarlarinda katilarak 24 saat banyo seklinde; ayrica yeme 1-3 mg/kg miktarlarinda
katilarak 10 giin siireyle kullanilabilir (ibrahim, 2006; Kaya, 2007).

1.2.5. istenmeyen Etkileri

Genellikle glvenli bir maddedir. Teratojenik ve mutajenik etkisi yoktur (Altreuther, 1987).
Fakat kikirdak dokunun gelismesini ve eklemleri bozabilir. Cok yliksek dozlarda
kullanildiginda yavru ve geng¢ hayvanlarda kikirdak dokusu ve eklemlerde hasara neden
oldugundan kdpek ve atlar basta olmak Uzere, bliyimekte olan hayvanlarda enrofloksasinin
kullaniimasinin sakincali oldugu bildirilmistir. Enrofloksasinin tendo yirtilmasina neden
olduguna iligkin ilk bilgiler 1991°de bildiriimistir (Walker and Dowling, 2006; Kaya, 2007).

iki haftalik buzagilar 14 giin siireyle 15 mg/kg ve 7 giin siireyle 30 mg/kg dozda verilen
enrofloksasine dayanirlar. ilacin suyla 1000 mg/L miktarda 3 giin siire ile veriimesi, damizlik
tavuk ve hindilerde su tuketimi, dél verme, yumurtlama ve yumurtadan ¢ikan civciv oraninda

bir degisiklige sebep olmaz. Beagle irki kdpek yavrularina (1,5-2,5 haftalik) 30-60 mg/kg



dozlarda 14 gun slreyle kikirdak dokusunda hasara sebep olur (Vancutsem ve ark., 1990;
Kaya, 2007).

1.2.6. Tuirkiye’de Ruhsath Enrofoksasin Miistahzarlari

Turkiye'de gesitli formilasyonlar halinde 74 dolayinda enrofloksasin mistahzari vardir; Aralik
2010 itibariyle bunlarin 33’0 (Cizelge 1.2.6.1) sigirlarda ve buzagilarda parenteral kullanima
uygun ¢ozelti halindedir (kkgm. gov.tr).

Cizelge 1.2.6.1. Turkiye’de ruhsatl enrofloksasinin parenteral kullanima uygun mustahzarlari.

Miistahzar ismi Uretici Firma Etkin madde miktari
Baytril-k %5 Bayer 50 mg/mi
Baytril %10 Bayer 100 mg/ml
Enrolen %10 Alke 100 mg/ml
Hipralona enro-i Hipra 50 mg/ml
Vil-floks Vilsan 100 mg/ml
Enroxil Provet 100 mg/ml
Floksin %10 Galenka 100 mg/ml
Enrocure Teknovet 100 mg/ml
Killoxacin %5 Bavet 50 mg/mi
Killoxacin %10 Bavet 100 mg/ml
Menafloks %10 i.e.veteriner 100 mg/ml
Kinoloks Etkin 100 mg/ml
Enroxlacin %10 Aksu ecz. 100 mg/ml
Gloxirem %10 Aktifarm 100 mg/ml
Vetril %10 Vetas 100 mg/ml
Vilfloks %5 Vilsan 50 mg/mi
Vetril %5 Vetas 50 mg/mi
Enrotech Avess 100 mg/ml
Enofilin %5 Arma 50 mg/mi
Enofilin %10 Arma 100 mg/ml
Ekoflox %10 Ekomed 100 mg/ml
Enrovet %10 Topkim 100 mg/ml
Roxanova Cyb 100 mg/ml
Enrodes %10 Desiva 100 mg/ml
Enjeflox %10 Ege-vet 100 mg/ml
Enofilin-s Arma 100 mg/ml
Enroful Denova 100 mg/ml
Vet-enro Vet-hek 100 mg/ml
Enrosym %10 Smyrna 100 mg/ml
Mediflox-e-100 Safa tarim 100 mg/ml
Baytril max Bayer 100 mg/ml




Calismada, Turkiye’de buzagilarda parenteral olarak kullaniimak Uzere ruhsatlandiriimis
enrofloksasin iceren 2 miustahzarin (birisi ilk ruhsatl, digeri daha sonra ruhsatlandiriimig
olanlardan secilecek) biyoesdegerliklerin incelenmesi; farmasétik yénden benzer/birbirinin
aynisi olan mistahzarlarin bazi farmakokinetik degiskenler esasina gore benzerliklerinin
veya aralarinda fark olup-olmadiginin ortaya konulmasi; béylece, klinik sagaltim yoninden

birbirinin yerine kullanilabilme durumunun belirlenmesi amaglanmistir.



2. GEREG VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Arac ve Cihazlar

e Yiksek Basingl Sivi Kromotografisi (YBSK): Agilent Technologies, Model 1100 series,
Kalifornia) ve ekleri

e  Dedektor: VWD, G1314A, Serial JP24020987

. Kolon isitici; COLCOM, G1316A, Serial DE32133649

e  Autosampler: ALS, G1329A, DE23910894

e Kolon: Nucleosil 100 - 5 C18 150, 4,6 um Seri No: E 10021556, Macherey-Nagel

e Hassas Terazi: Metler Toledo, Switzerland, XS-105 D4 mikro terazi, Max 41g/120g
d= 0,01 mg/0,1 mg Seri No: BO03004276

e Vortex: Fisher Scientific, USA, AC 115/230 V, 50/60 Hz, 51 W, 3200 rpm
Seri No. 022 15366

e  Santrifij: NlUve, Turkey, NF 800R, RS 24 rotor, 4000 rpm, Seri No. 02-0098

e  pH Metre: Thermo, Orion 3 Star pH Benchtop, USA Seri No. 01514

e Deiyonize Su Cihazi: Human Power Ill UV, Seri No: HMTU-3030318

2.1.2. Kimyasal Maddeler Gézeltiler ve ilaglar

e Asetonitril (ACN): Gadient Grade for Liquid Chromatograph, Merck 100030

e  Trietilamin (C2H5)3N: Sigma T-0886

e Metanol: Gadient Grade for Liquid Chromatograph, Merck 100067

e Deiyonize su

e  Enrofloksasin: Etkinligi %100.3, Uretim Tarihi 01.01.2009, Son Kullanma Tarihi
01.01.2011 Seri No 176293, Lot 010001160374, Batch KP047PZ. Dogrudan Bayer
Tark A.S’dan temin edildi.



2.1.3. ilag ve Standartlar

2.1.3.1. Stok Standart Cozelti

Enrofloksasin stok standarti (1Img/ml): 10 mg enrofloksasin tartilarak, 10 ml metanolde

¢Ozdurdldo.

2.1.3.2. Galigma Standart Cézeltiler

Enrofloksasin galisma standarti 1 (0,1 mg/ml): 1 mg/ml enrofloksasin stok standart
gozeltisinden 100 pl alindi; metanolle 1 ml ‘ye tamamlanarak hazirlandi. Bu ¢alisma standart
cozeltisinden 0,25; 0,5 pg/ml’lik seyreltmeler hazirlandi. ilag icermeyen plazma numunelerine

katilarak, pozitif numuneler hazirlandi. YBSK’de enrofloksasin dlgimi yapildi.

Enrofloksasin ¢alisma standarti 2 (0,01 mg/ml): Enrofloksasin ¢alisma standardi 1’ den
100 pl ahindi; metanolle 1 ml'ye tamamlandi. Bu ¢aligsma standart ¢gézeltisinden 1; 2,5; 5

ug /mrlik seyreltmeler hazirlandi. ilag icermeyen plazma numunelerine katilarak, pozitif
numuneler hazirlandi. YBSK’de enrofloksasin 6lgiimu yapildi.

Cizelge 2.1.3.2.1. Enrofloksasin standard ve geri kazanimda kullaniimak i¢in hazirlanan
yogunluklari.

Calisma Standart (ul) Plazma veya Metanol Standart Yogunlugu Son Yogunluk
((un (mg/ml) (pg/ml)
Calisma Standarti 1: 25 9975 0,1 0,25
Calisma Standarti 1: 50 9950 0,1 0,50
Calisma Standart1 2: 10 9990 0,01 1,0
Calisma Standarti 2: 25 9975 0,01 2,5
Calisma Standarti 2: 50 9950 0,01 5,0

2.1.3.3. Pozitif Numunelerin Hazirlanmasi

Enrofloksasin 0,25 ve 0,5 pg/ml'lik seyreltmeleri icin enrofloksasin ¢alisma standarti 1; 1; 2,5;

5 pg /mllik seyreltmeleri igin enrofloksasin g¢alisma standardi 2 kullanildi. Enrofloksasin
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calisma standardi seyreltmeleri YBSK'de okunduktan sonra hesaplanan sonuglarla, bu
¢alisma standartlari ilag igermeyen temiz plazmalara katilip 6zitleme islemi tamamlandiktan

sonra alinan sonuglar karsilastirildi; duyarllik limiti ve geriye kazang belirlendi.

2.1.3.4. llag Miistahzarlari

Referans ilag: 50 mg/ml enrofloksasin, Enj. Sol. 20 ml/sise

Test ilag: 100 mg/ml enrofloksasin; Enj. Sol. 20 ml/sise

Referans ve Test ilag dogrudan dretici firmalardan temin edildi. ilaglarin iretim ve son
kullanma tarihi, seri numarasi gibi tanimlayici bilgiler kaydedildi. Calismaya baslamadan

once, ilaglarin etkin madde miktarlari él¢tlda.

2.1.4. Laboratuvar Malzemeleri

e Heparinli Tip Vakumlu: 10 ml

e Holderlar (Plastik igne Tutacagi)
e Vakumlu Tip Ignesi

e Yesil enjektdr 5 ml'lik

e Camtip

e Balon joje: interlab, 100-1000 m|
e Cam pipet: Interlab, 1 ml, 5 ml

e Mikropipet: Eppendorf Research
e Beher: interlab, 50 ml

e Mezir: interlab, 250 ml

e Huni: interlab

e Ependorf tip: 1,5 ml

e insiilin enjektori: Hayat 1 ml

e Viyal:0.5ml

e Rutin laboratuvar ara¢ gerec ile cam malzemeler



11

2.1.5. Mobil Faz

Mobil fazda kullanilan siselere 850 ml deiyonize su konuldu, Gzerine 150 ml asetonitril ilave
edilerek karistinildi ve 5 ml trietilamin eklendi. Ortofosforik asitle pH 2,5'a ayarlandi ve
stizildi. Degazda 15 dk bekletilerek hava kabarciklarinin olusmasi engellendi. Hazirlanan

mobil faz cihaza yerlegtirildi

2.2. YOntem

Calismanin kan alma ve plazmalarinin ayriimasi 01.06.2010 — 06.06.2010 tarihleri arasinda
Karakdy Tarim igletmesinde, ozitleme ve olgimler Diizen Laboratuvarlar Grubunda
05.08.2010- 15.10.2010 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

2.2.1. Deney Hayvanlari Bakim ve Beslenmesi

Calisma Karakoy Tarim isletmesinde bulunan Jersey irki, disi, 10 adet 46-50 giinluk
(ortalama 40-45 kg) buzagilarda gerceklestirildi.

Hayvanlar 15 giin dncesi ayri ortama alinarak herhangi bir ilag uygulamasi engellendi. Yem
olarak buzagi blyitme yemi, su, kuru ot serbestce verildi. Giinde 2 defa 3 litre sit ile

beslenmelerine devam edildi.

2.2.2. Hayvanlarin Gruplandiriimasi

Calisma saglikh hayvanlarda yapildi ve hayvanlar kontrol altinda tutuldu. Hayvanlar her
birinde 5 hayvan bulunan iki gruba (Grup 1 ve Grup 2) ayrildi. Grup 1 Referans ila¢ grubunu,
Grup 2 Test ilag grubunu olusturdu. Hayvanlar ila¢ uygulamalarindan bir giin énce doz

ayarlamasinin dikkatli olarak belirlenebilmesi igin tartildi.
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Cizelge 2.2.2.1. Kan alinan hayvanlar ve kulak numaralari.

GRUP 1 GRUP 2
Hayvan Kulak No Hayvan Kulak No
TR551430172 TR551430177
TR551430173 TR551430178
TR551430174 TR551430180
TR551430175 TR55143082
TR551430176 TR551430183

2.2.3. llaglarin Verilmesi ve Doz

Grup 1e¢ Referans llag, Grup 2ye Test ilag kas ici (m.semitendinosus ile
m.semimembranosus) yolla uygulandi. Tum uygulamalarda doz 2,5 mg/kg c.a. olarak

hesaplandi.

2.2.4. Kan Numunelerinin Toplanmasi

Hayvanlardan uygulama 6ncesi (0.0 dk), ilag uygulamalarini takiben 0.25 saatten baglamak
uzere 0.5.,1.,2.,,4.,8., 12, 18., 24. ve 36. saatlerde v.jugularis'ten vakumlu heparinli tiplere

dogrudan her seferinde 8- 10 ml kan alindi.

Kan numuneleri alindiktan sonra 60 dk icinde 3000 devirde 10 dk santriftj edilerek
plazmalari ayrildi. Plazmalar, ilag analizleri yapilana kadar -20°C’ de muhafaza edildi.
Analizler 2 ay iginde gercgeklestirildi.

2.2.5. Plazmada ilag Analizi

Plazmada enrofloksasin analizlerinde 6zitleme ve 6l¢cim Dizen Laboratuvarlar Grubun’da

YBSK cihazi ile gergeklestirildi.
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2.2.5.1. Plazmada Enrofloksasin Yogunluklarinin Olgiilmesi

Plazmadan enrofloksasin 6zitlenmesi ve 6lciimesinde Anadon ve ark. (1995) tarafindan

kullanilan metot esas alindi.

Buna goére ependorf tiiplere 200 ul plazma alindi. Uzerine 300 pl asetonitril ilave edildi.
Tiplerin agzi kapatilip vorteksle hafifgce karistirildi (2 dk). Sonra 2500 devirde 10 dk santrif(j
edildi. Ustteki asetonitril kismi insilin enjektori yardimi ile siselere alindi. Uzerine 300 pl
deiyonize su alinarak, hafif bir sekilde vorteksle karistiriidi (0,5 dk). YBSK'ya siseler
uygulandi. Otomatik 6rnekleyici okuma islemini 280 nm dalga boyunda ve bu 6zitten 20 pl
kullanacak sekilde ayarlandi. 12 dk cihaza uygulandi. Mobil fazin akig hizi 1ml/dk, kolon

sicakhgi 30 °C olarak ayarlandi.

2.2.5.2. Standartlarin Cikis Zamanlarinin Belirlenmesi

Enrofloksasin galisma standarti 1 ve 2 cihaza enjekte edilerek ¢ikis zamanlari (dk olarak)

belirlendi.

2.2.5.3. Duyarhlik Limiti ve Geriye Kazancin Belirlenmesi

Standart egdrinin cizilmesi ve geriye kazang testlerinin yapilmasi igin, ¢alisma standart
¢Ozeltisi seyreltmeleri hazirlandi. Calisma standart seyreltmelerinin her birinden YBSK’ya 20

Ml enjekte edildi. Buradan alinan sonuglara gore standart egri gizildi.

ilag icermeyen temiz plazmaya, calisma standart g¢dzeltisinden eklendi. Numune
analizlerinde oldugu gibi ayni 6ziiteme iglemleri burada da gergeklestirildi. Ozutlerden
YBSK'ya 20 pl enjekte edildi. Buradan alinan sonuglara gére standart egri ¢izildi ve geriye

kazang hesaplandi.
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2.2.6. Farmakokinetik Hesaplamalar

Plazma ilag yogunlugu dagiima dénemi hiz sabitesi (a), emilme hiz sabitesi (ka), a- donemi
yari omri (t'2a), plazma ila¢ yogunlugu atiima dénemi hiz sabitesi (B), atilma dénemi yari
omri (t%2B), plazma ilag yogunluk- zaman egrisi altindaki kalan alan (EAA), ilacin % 63,2’nin
atiimasi igcin gecen sire (ortalama kalis suresi, OKS), plazma ilag yogunlugunun doruk
degere ulasma suresi (t4or) Ve plazma doruk ilag yodunlugu (Ygoru) hesaplandi. tyo Ve
Yok Plazma ilag yogunlugu egrisinden, digerleri Shumaker (1986) ve Wagner (1979)
tarafindan bildirilen esitlikleri esas alan Pharmacokinetic Calculation (PKCALC) programi ile

gergeklestirildi.

2.2.7. istatistiksel Hesaplamalar

istatiksel hesaplamalar icin “SPSS 11.0 for Windows” istatistik paket programindan
yararlanildi. Veriler, aritmetik ortalamaz standart sapma seklinde ifade edildi. Farmakokinetik
veriler igin Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) uygulandi ve gruplar arasindaki farkhhklar
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

2.2.8. Biyoesdegerlik Parametreleri

Biyoesdegerlik calismalari icin, EAA, Ygork V€ tgork dikkate alindi; bu dlgutlerle, ilaglar
arasindaki biyoesdegerlik durumu degerlendirildi (Hantash ve ark., 2008). EAA, Ygouk V€
taoru degerlerinin normal dagildigr kabul edilerek dénudstlrilmemis verilere varyans analizi
ANOVA uygulanir. Alternatif olarak EAA ve Y yok degerlerinin log-normal dagilim gosterdigi
kabul edilerek log-donustirilmus verilere de ANOVA uygulanabilir (Resmi Gazete, 1994).
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3. BULGULAR

3.1. Yontemin Duyarlihg: Tekrarlanabilirligi ve Geriye Kazang

3.1.1. Enrofloksasin’in YBSK’de Cikis Zamani

Enrofloksasin etkin maddesi belli yogunluklarda (0,25-5,0 pg/ml) hazirlanip, otomatik
ornekleyiciye yerlestirildi; otomatik ornekleyici enrofloksasinin bu seyreltmelerinden 20 pl
kullandi; ¢ikis zamani 6.61-6.66 dk olarak belirlendi (Sekil 3.1.1.1, Sekil 3.1.1.2).

ilag verimeden énce hayvanlardan alinan temiz kandan ayrilan plazmalardan hazirlanan
6zutlerde YBSK'ya uygulandi ve kromotogrami alindi. Enrofloksasinin pik verdigi zamanlarda
baska herhangi bir pik olusmadigi géruldu (Sekil 3.1.1.3).

VWD1 A, Wavelength=280 nm (EN160910\ENROF066.D)
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Sekil 3.1.1.1. Enrofloksasin etkin maddesinin kromotogrami (0,5 pg/ml ¢ézeltiden 20 pl).
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Sekil 3.1.1.2. Enrofloksasin etkin maddesinin kromotogrami (1 pg/ml ¢dzeltiden 20 pl).
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Sekil 3.1.1.3. llac icermeyen temiz plazma kromotogrami.




17

3.1.2. Standart Egri ve Geriye Kazang¢ Denemeleri

0,25-5 pug/ml ¢cozeltilerden YBSK'ya enjekte edilip, verdigi pik ve alanlari yardimiyla dogrusal
egriler cizildi; elde edilen egrilerin denklemleri hesaplandi. ila¢ icermeyen temiz plazmaya
disaridan 0,25-5 pg/ml yogunlugundaki ¢ozeltilerden katilarak oziitleme islemi yapildi ve
otomatik Ornekleyiciye yerlestirildi. Otomatik drnekleyici bundan 20 pl kullandi, elde edilen
pik alanlari ($Sekil 3.1.2.1) yardimi ile dogrusal egriler ¢izildi; elde edilen egrilerin denklemleri

hesaplandi. Bu egrilerden yararlanilarak geriye kazang %80-96 olarak bulundu.

Daha sonra, ¢alisma numunelerinin 6lgimune gegildi. Calisma numunelerinin plazmalarinda
Ozitleme iglemi yapildi ve otomatik ornekleyiciye yerlestirildi. Cihaz, bu 6zitlerden 20 pl
kullandi. Calismaya iliskin alinan kromotografik gériintiilerden Referans ilacin verildigi Grup
1'deki 173 kulak numarali hayvana ait pik ve alanlari érnek olarak verildi (Sekil 3.1.2.2, Sekil
3.1.2.3, Sekil 3.1.2.4).

y=1,0552x-0,0268

5 H=Uy
a
3
/
2

Dogrusal ()

Sekil 3.1.2.1. Belirli yogunluktaki Enrofloksasinin YBSK’deki pik alanlarindan yararlanilarak hazirlanan
standart egri.
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Sekil 3.1.2.2. 173 kulak numarali hayvana ait 0,5. saat kromotogrami.
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Sekil 3.1.2.3. 173 kulak numarali hayvana ait 1. saat kromotogrami.
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (EN160910\ENROF023.0) o
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Sekil 3.1.1.4. 173 kulak numarali hayvana ait 2. saat kromotogrami.

3.1.3. Yontemin Duyarhligi

Enrofloksasin galisma standartlari ile yapilan denemeler sonucunda ydntemle plazmada

0.05 pg/ml enrofloksasinin dlgulebildigi anlagiidi.

3.2. llag Miistahzarlarinin Etkin Madde Miktarlan

Referans ve Test ilag 0,0001 mg/ml yogunlukta hazirlanarak, otomatik 6rnekleyiciye

yerlestirildi. Her bir ilagtan cihaz 20 pl kullandi. Kromotogramlari alindi ve etkin madde
miktarlari belirlendi (Sekil 3.2.1; Sekil 3.2.2). Bu g¢alismada kullanilan Referans ve Test
ilaclarinin kontrol amaciyla yapilan élgiimlerinde etkin madde miktarlari; Referans ilag icin

5,35 ug/ml, Test ilag igin 9,56 pg/ml olarak olgildi (Cizelge 3.2.1). Buna gore, birim

hacimdeki etkin madde miktarlari normal sinirlari icinde oldugu belirlendi.




Cizelge 3.2.1.

Referans ve Test ilaglarinin etkin madde miktarlari.

Etkin madde miktari, mg/ml

Olgiilen miktar, mg/ml

20

ilaglar Formulasyondaki bildirim, mg/ml
Referans ilag 50 53,6
Testilag 100 95,6
WAWD1 A Wavelength=260 nm (EN220910ENROFOCE.D)
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Sekil 3.2.1. Referans ilag kromotogrami.
VWD1 A, Wavelength=280 nm (EN220810ENROF007.0)
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Sekil 3.2.2. Test ilag kromotogrami.



21

3.3. Plazma ilag Yogunluklari

Grup 1 ve Grup 2'deki hayvanlara Referans ve Test ilaglarinin uygulanmasini takiben
plazma numunelerinde olclilen enrofloksasin yogunluklari Cizelge 3.3.1’de, plazma ilag

yogunlugu-zaman egrisi Sekil 3.3.1° de verildi.

Referans ve Test ilaglarinin uygulanmasini takiben 0,8-1,2. saatlerde plazma enrofloksasin
yogunlugunun doruk degerine (1,116-1,664 pg/ml) ¢iktidi; yaklasik 4 saat slreyle plazma
ilag yogunlugunun = 0,5 pg/ml'de kaldigi; 36 saatte de 0,04 pug/ml plazma ilag yogunlugu

oldugu gérulmektedir.

Cizelge 3.3.1. Enrofloksasinin zamana goére plazma ilag yogunluklari.

Enrofloksasin (ug/ml)
Zaman(saat) Referans ilag — Grup 1 Test ilag — Grup 2
0,25 0,80+0,24 0,92 + 0,28
0,5 1,01 £ 0,22 1,22 +0,37
1 1,10+ 0,22 1,614 £0,43
2 0,80+ 0,21 1,56 £ 0,28
4 0,58 + 0,26 0,93+0,42
8 0,16 + 0,09 0,33+0,11
12 0,08 £ 0,04 0,14 £ 0,04
18 0,05+0,01 0,07 £0,02
24 0,04 + 0,00 0,05+0,01
36 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00
1,8000

/ 2\
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2N D
N \

/ \
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O: 2000 / \\
./ b\‘\\\%\._.

0,0000 T T T T T T T T T T
Osaat 0,25 0,5 1saat 2saat 4saat 8 saat 12 18 24 36
saat saat saat saat saat saat

Sekil 3.3.1. Referans ve Test ilaglarinin kas igi 2,5 mg/kg uygulanmasi sonucu gizilen enrofloksasinin
plazma ilag yogunlugu-zaman egrileri.
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3.4. Farmakokinetik Degiskenler

Farmakokinetik veriler icin ANOVA uygulandi ve gruplar arasindaki farkliliklar Mann-Whitney

U Testi ile bakild1.

Referans ve Test ilacin Grup 1 ve Grup 2'ye kas ici verilmesini takiben farmakokinetik

degiskeleri Cizelge 3.4.1'de verilmistir.

Cizelge 3.4.1. Referans ve Test ilaglarinin farmakokinetik degiskenleri (aritmetik ortalama +
standart hata, en alt- en Ust degerleri).

Degiskenler Referans ilac Test lag

EAA (ug. saat/L) 6,54+0,69%(4,87-8,63) 10.33+0,89° (7,23-12,7)
OKS (saat) 17,05+2,23 (9,05-21,45) 24,71+14,19 (9,91-81,47)
a(saat™) 0,3520,05 (0,24-0,53) 0,32+0,04 (0,21-0,46)

B (saat™") 0,03+0,00 (0,02-0,07) 0,13+0,88 (0,04-0,49)

ka (saat™") 4,014+0,66%(2,31-5,38) 1,80+0.23°(1,27-2,61)

tY2a (saat)

2,09+0,27(1,30-2,88)

2,29+0,34 (1,48-3,23)

t¥2f (saat)

21.25£3,80 (8,91-31,48)

30,83+15D,15 (14,0-91,4)

tY%a (saat)

0,01%0,03%(0,11-0,29)

0,408+0,04" (0,26-0,54)

tdoruk (saat)

1,00£0,27 (0,5-2)

1,20+0,20 (1,00-2,00)

Ydoruk (pg/ml)

1,12+0,10 (0,85-1,44)

1,66+0,154 (1,91-1,96)

a,b: Ayni satirda farkli harfleri iceren gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).

ka: Emilmeli verilmelerde birinci derece emilme hiz sabitesi.

a: Plazma ilag yogunlugu dagiima dénemi hiz sabitesi.

B: Plazma ilag¢ yogunlugu atilma dénemi hiz sabitesi.

t¥%a : Agizdan veriime durumunda sindirim kanalindan emilme yari émra.
t%2a: Dagilma dénemi yari dmru.

3.5. Biyoesdegerligin Degerlendirilmesi

Parametrelerin simetrik dagilimini saglamak ve degisiklikleri dengede tutmak amaciyla

logaritmik doéniisim kullanildi. Bu amagla calismada Referans ve Test ilaglarinin

biyoesdegerlikleri EAA ve Y g Olgutlerinin logaritmalari alindi ve degerlendirildi.
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Referans ve Test ilaglarinda EAA ve Y .. degerlerinin logoritmik déniisim sonucunda elde

edilen degerlerin karsilastiriimasi sonucu EAA degerinin (1,24) kabul edilebilir sinir igerisinde

oldugu, Y g degerinin (0,48) ise bu sinirlar igerisinde olmadigi gorildi (Cizelge 3.5.1).

Cizelge 3.5.1. Referans ve Test llaglarinin logoritmik déniisiim sonucu bazi farmakokinetik
degdiskenleri (aritmetik ortalama + standart hata, en alt- en st degerleri) ve Test ilacin biyoesdegerligi.

Degiskenler Referans llag Test Ilag uT/ uR

EAA (ug. saat/l) 0,80 + 0,45%(0,69-0,94) | 1,00 + 0,40°(0,86-1,11) 1,24

Ydoruk (ng/mi) 0,43+ 0,03 (-0,7-0,16) | 0,21 + 0,43 (0,08-0,29) 0,48
Kabul Edilebilir Limit 0,80-1,25

uT/ uR: Test llacin Biyoesdegerligi.
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4. TARTISMA

Ayni etkin maddeyi iceren farmakolojik ve klinik etkileri ayni olan, benzer plazma ilag
yogunlugu-zaman  egrisi goOsteren ilag  formuilasyonlarinin  degerlendiriimesinde
biyoesdegerlik testleri dnemli rol oynar (Toutain ve Koritz, 1997). ilaglarin ruhsatlandiriimasi
icin gerekli belgelerin icinde biyoyararlanim/farmakokinetik ve farmakodinamik calismalarla
ilgili belgelerin bulunmasi bir gerekliliktir. Ozellikle ilaci ilk kegfeden veya ilk Ureten firmanin
ilaci (referans ilag) ile jenerik olarak dUretilen ilacin (benzer formilasyonda diger ilag)
biyoesdeger oldugunun kanitlanmasi, bu ilacin klinik acgidan digerinin  yerine
kullanilabilecegini (muadil ilag) gdsteren en énemli unsurdur (Oner, 2003). Dolayisiyla,
ilaclarin ruhsatlandiriimasinda, kalite, etkinlik ve guvenlik kadar, bunlarin birbiri yerine
kullanilabilir olmasi, 6zellikle hekimin serbest hareket edebilmesi ve sagaltimin maliyeti
yéniinden de son derece énemli olmaktadir. insanlarda oldugu gibi bir saglik veya sigorta
sisteminin hayvanlar i¢in de gelistiriimesi (lilkemizde baglamistir) esdeger ila¢g uygulamasinin
yapiimasini ve ddemelerin de buna gére diuzenlenmesini beraberinde getirecektir (Tarim
Sigortasi Kanunu, 5363).

Veteriner hekimliginde tedavide kullanilan ilag mustahzarlari icin biyoesdegerlik testlerinin
uygulanmasinin faydalari tUketici (hasta), hekim, Uretici firma ve halk saglhig yoninden
degerlendirilir (Tras ve ark., 2002). Ayni etkin maddeyi iceren, ayni kullanim alani, ayni tar
ve ayni yoldan kullanim i¢in sunulmus degisik firmalara ait ¢ok sayida ilag muistahzari
bulunmaktadir. Hekimin ya da tiketicinin hekimin regetesi dogrultusunda kullandidi ilagtan
beklenen etkinin tam olarak saglanmamasi durumunda tlketicinin ve hekimin hakki
korunmamis olur. Biyoesdegerlik calismalari ilag firmalarini kaliteli Grliin Gretmeye tesvik
eder. Hayvansal gidalardaki kalinti problemlerinin azaltiimasi ve gida guvenligi yéninden de
biyoesdegerlik galismalari énemlidir. Ulkemizde Uretilen veteriner mistahzarlarin etkinligini,
glvenirligini ve kalitesini artirmak, AB’ye uyum igin surdurilen ¢alismalara katkida bulunmak
amaci ile veteriner hekimlikte kullanilan ilaglarda biyoesdegerlik calismalarina gereken 6nem

verilmelidir (Tras ve ark., 2002).

Bir ilacin klinik agidan digerinin yerine kullanilabilecegini gdésteren en o6nemli unsur
biyoesdeger oldugunun kanitlanmasidir. ABD, AB (Ulkelerinde, beseri ilaglar yaninda,
veteriner hekimlikte kullanilan ilaglarda da biyoesdederlik ¢alismalarini zorunlu kilmis ve
rutin olarak biyoesdegerlik galismalari yapilmaktadir (Posniyak ve ark; 2001; Toutain ve
Koritz, 1997; EMEA, 2001a). Fakat, Ulkemizde veteriner hekimliginde biyoesdegerlikle ilgili

dizenlemeler ve ¢alismalar yoktur. Yeni ¢cikan 5996 sayili Veteriner Hizmetleri; Bitki Sagligr,
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Gida ve Yem Kanuna ve buna dayanilarak hazirlanacak olan mevzuatta bu hususta yer
almaldir (Resmi Gazete; 2010).

Enrofloksasinin ¢ok sayidaki mustahzarlar sigirlarda bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
kullaniimaktadir (Sumano ve ark., 2001). Kullanilan bu mistahzarlarin biyoesdeger olmasi
klinik cevabi en Ust dizeye ¢ikarmak ve bakteriyel direng olusumunu en aza indirmek igin
gereklidir. Enrofloksasinin biyoesdeger olmayan mustahzarlari, bakteriyel direnci gelistirir ve

basarih bir tedavi saglayamaz (Sumano ve ark., 2001).

Tirkiye'de Uretilen ve ithal edilen, enrofloksasin iceren veteriner mustahzarlarinin 33’0
(Cizelge 1.2.6.1) sigirlarda ve buzagilarda parenteral kullanima uygun cozelti halindedir
(KKGM, 2001).

Tarkiye’de sigirlarda ve buzagilarda enrofloksasinin farmokinetigi ile ilgili ¢galismalar vardir;
yalniz buzagilarda bu ilacin biyoesdegerligi ile ilgili herhangi c¢alisma mevcut degildir.
Veteriner ilaglari ile ilgili pek ¢ok farmakokinetik ¢calismalar yapilmasina ve yayinlanmasina
ragmen, az sayida biyoesdegerlik galismasi mevcuttur. Veteriner hekimliginde kullanilan
bazi ilaglara yonelik yapilan biyoesdegerlik calismalarinda: sigirlarda ivermektin tlrevi iki
farkl ilacin biyoesdeger oldudu, sidirlarda seftiofur sodyum igeren iki ilacin biyoesdeger
oldugu, tavsanlarda UU¢ farkli penisilin-dihidrostreptomisin  kombinasyonu ilacin
dihidrostreptomisin yéninden biyoesdeger olmalarina ragmen penisilin yéninden Y yo Ve
tyoruk degerleri bakimindan biyoesdegder olmadigi, kanatlilarda agizdan kullanilan dért farkli
enrofloksasin tlrevi ilagtan test edilen (g ilacin birbiriyle esdeder olmalarina ragmen referans
mistahzar ile biyoesdeger olmadiklari bildiriimistir (Tras ve ark., 2005). Posniyak ve ark.
(2001) tavuklarda adiz yoluyla kullanilan iki farkli mistahzarin biyoesdegder oldugunu, El
Korchi ve ark. (2001) domuzlarda kas i¢i yolla kullanilan iki farkh uzun etkili oksitetrasiklin
mistahzarinin biyoesdeger oldugunu, Lifschitz ve ark. (1999) domuz ve sidirlarda deri alti
yolla kullanilan iki farkli ivermektin miztahzarinin iki canli tiriinde de biyoesdeger oldugunu,
Huet ve ark. (1990) sidirlarda kas i¢i yolla kullanilan iki farkli mistahzarin biyoesdeger, Lavy
ve ark. (1995) eseklerde kas ici yolla kullanilan G¢ farkh amoksisilin mistahzarinin
biyoesdeger oldugunu bildirirlerken; Chong ve ark. (2002) tavsanlarda agiz yoluyla kullanilan
iki farkli oksitetrasiklin mistahzarinin biyoesdeger olmadiklarini, Rebuelto ve ark. (2005)
kopeklerde kas ici yolla kullanilan iki farkh sefaleksin miuistahzarinin biyoesdeger
olmadiklarini bildirmislerdir.
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ilaglarda kalite, etkinlik ve giivenlik kadar, bunlarin birbiri yerine kullanilabilir olmasi, dzelikle
sagaltimin maliyeti ve ekonomi yoniinden son derece 6nemlidir. iki ilacin terapotik
esdegerliginin klinik denemelerle gosteriimesi pratik bakimdan zorluk gésterir (Kayaalp,
2008). Dunya Saglik Orgiti'niin 1996 yilinda (WHO, 1996) yayinlanan teknik raporuna gére,
ilaglarin birbiri yerine kullanilabilir olmasi i¢in terapdtik esdegerliginin saglanmis olmasi
gerektigi belirtiimistir. Biyoesdegerlik galismalari, sonucunu etkileyebilen biyolojik, analitik ve

istatiksel faktorleri goz 6niinde bulundurularak, dikkatli bir sekilde tasarlanmalidir.

Enrofloksasinin, bircok miustahzarinin sahada buzagilarda genis kullanim alani bulmasi
dolayisiyla biyoesdegerliginin incelenmesine iligkin bu galisma, biyoesdegerlik ¢galismalarina
katki saglamasi yéniyle 6zgun nitelik tagsimaktadir ve elde edilecek sonuglardan hareketle

bu alandaki arastirma ve gelistirme ¢alismalarinda 1s1k tutmasi1 amaglanmigtir.

invivo biyoesdegerlik calismalarinda viicut sivilarinda miktar tayininde gecerli ve hassas
yontemlerinin kullaniimasi guvenirligi ve kaliteyi etkileyen 6nemli faktorlerdir (Toutain ve
Koritz, 1997). Bu amagla YBSK sik tercih edilen, duyarl, glvenilir ve tekrarlanabilir

yontemdir. Bu ¢calismada da enrofloksasin dlglimlerinde YBSK kullaniimistir.

Biyoesdegerligin degerlendiriimesinde genel bir kural olarak kargilastirilan ilaglarin EAA ve
Yaoruk degerlerinin %90 given araliginda ve %80-125 sinirlarinda olmasi gerekir. Y goruk
degeri 6rnekleme zamanina bagh olarak genis degiskenlik gosterdiginden, guvenlik aralid1 %

70-143 sinirlari arasinda kabul edilebilir (Tras ve Yazar, 2002).

Yontemin duyarlili§i plazmada enrofloksasin igin 0,05 ug/ml olarak tespit edildi. Bu yénden
yontemin duyarliligi, Anadon ve ark. (1995)'ninkine gére daha az (0,003 pg/ml, YBSK);
Posyniak ve ark. (2001)ninkine benzer (0,02 pg/ml, YBSK), $ahan ve Kaya
(2006)'ninkinden daha yuksektir (0,1 pg/ml enrofloksain; agar jel disk diffuzyon yontemi).
Analiz yénteminin duyarlilikla ilgili farkhhklari, numunelerin analiz metodlarina ve YBSK
cihazinin  oOzellikleri ve c¢alisma sartlarina baglanabili. Bu ¢alismada, plazmada
enrofloksasinin en kiiguk etkili yogunlugundan (<0,5 ug/ml) ¢ok klgik degerlerin (50 kati)

Olgllebilmesi sebebiyle yontemin duyarllik siniri son derece yeterli olarak gortlmustar.

Calismada geriye kazan¢ orani %80-96 bulundu. Bu degerler Posniyak ve Ark. (2001),
Anadon ve ark. (1995)'nin plazmada, Sumana ve ark. (2001)'nin serumda buldugu degerlere

(sirayla %>90, %87, %92-97) benzer bulunmustur. Literatlr verileri ile karsilastirildiginda,
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¢alismada bulunan geriye kazang oranlarinin galisma sonuglarini guvenli kilacak sekilde

uygun oldugu sonucuna varilmigtir.

Bu ¢alismada, enrofloksasinin kas i¢i uygulanmasini takiben ilag yogunlugu-zaman egrisinin
2-bolmeli digsariya agik modele uygunluk goésterdigi bulundu; farmakokinetik hesaplamalar

buna gore yapildi.

ilacin verilmesini ve emilmesini takiben viicutta hizla dagildigi anlasimistir. Calismada
enrofloksasinin dagiima yari émri (t20), Referans llag icin 2,09+0,27saat, Test ilag igin
2,29+0,34 saat bulundu. t':a, Parlar ve Kaya (2005)'nin buldugu degerlerden [Grup 1 (Di
grup) icin 0,08+0,00 saat, icme suyuna katilarak verilen Referans Ilag icin 0,14+0,07 saat,
Test ilag igin 0,09+0,01 saat, diger Test ilag icin 0,14+0,06 saat; agar jel disk difiizyon
yontemi] uzun, Anadon ve ark. (1995)nin buldugu degerlerden (Di grup 0,07+0,001saat;
agizdan kursak ici 1,43+0,10 saat; YBSK) uzun oldudu, Elmas ve ark. (2000)'in ve Elmas ve
ark. (2001)'in buldugu degerlere (Grup 1 agizdan 2,37+0,25; Grup 2 agizdan 1,48+0,47;
Grup 1 DI 0,62+0,13;YBSK, Grup 2 kas ici 1,73+0,43;YBSK) benzer, Kaya ve ark. (1996)'nin
buldugu degerlere [Grup 1 (Di grup) icin 0,237+0,029 saat, agizdan kursak ici verilen Test
ilagc icin 2,091+0,705 saat, diger Test llag icin 3,97+1,402 saat; agar jel disk difiizyon

yontemi] benzer oldugu gortlmustar.

ilacin dagilim déneminin kisa strdigiind, dagiim dénemi hiz sabitesi @) de géstermistir. Bu
calismada a degeri, Referans ilag icin 0,35+0,05 saat ', Test ilac icin 0,32+0,04 saat™’
bulunmustur. iki grup karsilastirildiginda énemli bir fark (p>0,05) gériilmemistir.

Enrofloksasinin atilma dénemi yari dmru (t/2p), Referans ilag i¢in 21.25+3,80 saat, Test ilag
icin 30,83+15,15 saat olarak bulundu. Calismada elde edilen bulgular Anadon ve ark.
(1990)'nin buldugu dederden (icme suyuna katilarak verilen enrofloksasin igin 2-3,5 saat;
agar jel disk difuzyon yoéntemi), Anadon ve ark. (1995)'nin buldugu degerden (agizdan
kursak ici verilen grupta 14,23+0,46 saat,YBSK) Elmas ve ark. (2000)'in ve Elmas ve ark.
(2001)'In buldugu degerlerden (sirasiyla Grup 1 agizdan 9,26+0,65saat; Grup 2 agizdan
8,15+0,18 saat; YBSK; Grup 2 kas ici 4,70+0,44 saat; YBSK) uzun, Parlar ve Kaya
(2005)'nin buldugu degerlere [icme suyuna katilarak verilen enrofloksasin Referans ilag icin
17,3241,69 saat, Test ilaglar igin 5,33+0,21 saat; 34,65+2,72 saat; agar jel disk difuzyon
yéntemi], Kaya ve ark. (1996)'nin buldugu degerlere [adizdan kursak igi verilen Test ilaglar
icin 14,82+4,67 saat; 26,38+11,64 saat; agar jel disk difuzyon ydntemi] benzer oldudu tespit

edilmigtir.
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Egri altinda kalan alan (EAA), Referans ilag icin 6,54+0,69 pg.saat/L, Test ilag icin
10.33+0,89 pg.saat/L olarak bulundu. Calismada kas i¢i olarak verilen Referans ve Test
ilaglarinin EAA’I Posyniak ve ark. (2001)nin agizdan kursak ici ilag uygulamasi sonucu
buldugu Referans ve Test lilag degerlerinden (sirasiyla 18,653+1,846 pg.saat/L;
17,934+1,636 ug.saat/L, YBSK), Elmas ve ark. (2001)'in buldugu degerden (Grup 2 kas igi
19,07+02,43 pg.saat/L; YBSK ), Kaya ve ark. (1996)'nin buldugu degerlerden (adizdan
kursak igi verilen Test ilaglar igin 18,395+2,220 ug.saat/L; 26,91+7,97 ug.saat/L, agar jel disk
difuzyon yoéntemi), Parlar ve Kaya (2006)'nin buldugu degerden (Agizdan igme suyuna
katilarak ilag verilen Referans ilag icin 30,7+4,8 ug.saat/L, Test llaglar igin 41,3+3,4
pg.saat/L ve 31,2 £3,5 ug.saat/L; agar jel disk diflizyon yéntemi) daha kicuk oldugu tespit

edilmigtir.

Enrofloksasinin plazmada doruk yogunluga ulasma siresi (tgork), Referans ilag icin
1,0040,27 saat, Test ila¢ icin 1,20+0,20 saat bulundu. Elmas ve ark. (2001)'in buldugu
degerlerle (Grup 2 kas i¢i 1.09+0,28 saat, YBSK) benzerlik gésterdigi anlagiimistir.

Enrofloksasinin doruk plazma degeri (Yqoruk), Referans ilag icin 1,12+0,10 pg/ml, Test ilag igin
1,660,154 pg/ml bulundu. Calismada Referans ve Test ilaglari igin Yok, POsyniak ve ark.
(2001)'nin Referans ve Test ilaci dederlerine (sirasiyla 0,92+1,105 pg/ml; 0,980,099 pg/ml,
agizdan kursak ici, YBSK), Anadon ve ark. (1990)'nin buldugu degere (1,4 yg/ml; agizdan
icme suyuna katilarak verilen enrofloksasin icin, agar jel disk difizyon yéntemi) benzer,
Elmas ve ark. (2001)'in buldugu degerden (Grup 2 kas i¢i 3,25+0,29 pg/ml, YBSK) daha
kuguk oldugu tespit edilmistir.

Biyoesdegerlik c¢alismalarinda, Olgltlerin simetrik dagilmi saglamak ve degisiklikleri
dengede tutmak igin logaritmik dénlstiim yapilmasi 6nerilmektedir (Toutain ve Koritiz, 1997).
Bu sebeble, calismada ilaclarin biyoesdegerligi de@erlendirmek amaciyla EAA ve Ygoru
Olgutlerinin logoritmik doénidgsimleri yapildi. tgon OlgUtl zamana bagh bir parametre oldugu

icin logoritmik dénlsiimu yapilmadi.

EAA ve Ygru iGin logoritmik déniisim yapilarak degerlendirildiginde, Test ilacin EAA
degerinin (1,00+0,40 pg.saat/L) Referans Ilag degerine (0,80+0,45 pg.saat/L) bolinmesiyle
(UT/uR) elde edilen deger 1,24’diir. Test ilacin Ygou degerinin (0,21£0,43 pug/ml) Referans
ilag degerine (0,43+0,03 pg/ml) bolinmesiyle (uT/uR) elde edilen deger 0,48°dir.
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Zamana bagli bir parametre oldugu igin logoritmik dénlsimi yapilmayan Test ilacin tgonux
degerinin (1,20+0,20 saat) Referans ilag degerine bélinmesiyle (1,00£0,27 saat) (uT/ UR)
elde edilen deger 1.20°dir.

Test ilacin biyoesdegerligi degerlendirildiginde tgou degerinin (uT/ uR=120) kabul edilebilir
sinir igerisinde oldugu (%80-125), test ilacin EAA degerine logoritmik déndsim
uygulandiginda (uT/uR=1,24), kabul edilebilir sinir icerinde oldugu (0.80-1.25) gérilmektedir.
Ancak Test ilacin Yy degerinin  (UT/uR=0,48) kabul edilebilir sinirlara uymadigi
gorilmektedir. Bu sonuglar Test ilacin Ygou Yoniinden biyoesdeder olmadigini, ancak

Referans ilactan daha iyi emildigini ve Referans ilacin yerine kullanabilecegini gdstermistir.

Literatur incelemelerinde, veteriner hekimliginde kullanilan ilaglar igin az sayida da olsa
biyoesdegerlik galismalari yapildidi gérdlmustur. Altintas (2009) etci piliclerde agizdan
kullanilan bazi silfonamid preparatlarinin; Yiimaz (2006) sigirlarda kas igi yolla uygulanan
enrofloksasin iceren iki mustahzarin; Kanici (2009) etci piliclerde agizdan kullanilan bazi
enrofloksasin mustahzarlarinin; Brown ve ark. (2000) sidirlarda kas igi ve deri alti uygulanan
seftiofur sodyumun; Hantash ve ark. (2008) tavuklarda agizdan kursak ici uygulanan
doksisilin iceren iki mustahazarin; Clark ve ark. (2003) kopeklerde deri alti ve agizdan
uygulanan karprofenin; Lifschitz ve ark. (1999) domuz ve sidirlarda deri alti yoluyla
uygulanan iki farkl ivermektin mistahzarin; El Korchi ve ark. (2001) domuzlarda kas i¢i yolla
kullanilan iki farkh uzun etkili oksitetrasiklin mistahzarinin; Lavy ve ark. (1995) eseklerde kas
ici yolla kullanilan ug farkli amoksisilin mustahzarinin; Huet ve ark. (1990) sidirlarda kas igi
yolla kullanilan iki farkli spiramisin muistahzarinin biyoesdeger oldugunu bildirmiglerdir.
Chong ve ark. (2002) tavsanlarda agiz yoluyla kullanilan iki farkh oksitetrasiklin
mustahzarinin; Rubelto ve ark. (2005) kdpeklerde kas igi yolla kullanilan iki farkli sefaleksin
mustahzarinin; Sarica ve Liman (2008) et¢i piliclerde adizdan kursak ici uygulanan iki farkl
siprofloksasin mustahzarinin biyoesdeger olmadigini; Sumana ve ark. (2001) kanatlilarda
agizdan kursak igi uygulanan dért farkli enrofoksasin mistahzarinin Ug¢linliin biyoesdeger

oldugunu, birinin ise olmadigini bildirmislerdir.
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5. SONUG VE ONERILER

Enrofloksasin igeren Referans ve Test ilag mistahzarlarinin, incelenen farmakokinetik
olcitlerinin (EAA, Ygoue o) degerlendirimesi sonucunda Test ilacin Ygou yoninden
biyoesdeger olmadigini, ancak EAA ve tqou YONniinden biyoesdeger oldugunu ve Test ilacin
Referans llac yerine kullanabilecegi anlagilmistir. Test ilacin Y g dederinin Referans ilagtan
yuksek olmasi ise ilacin emilim yerinden daha iyi emildigini géstermistir. Bu durumun deney

grubundaki hayvanlardaki bireysel farklliklar, analiz metotlarindan ileri geldigi saniimaktadir.

Orijinal ila¢ (Patentli ilag) dinyanin bir¢ok Ulkesinde gugli yasalarla, patent ve veri koruma
haklariyla belli bir stire korunur ve bu sure iginde bagka bir firmanin bu ilacin benzerini
Uretmesine izin verilmez. Esdeger ilag, orijinal ilacin koruma siresi bittikten sonra Uretilir,
orijinal ilagla ayni etkin maddeyi ayni miktarda igerir. Orijinal ilagla, biyoesdeger oldugunun
kanitlanmis olmasi gerekir. Esdeger ilaglar, orijinal ilaglar kadar ayni etkinlik, kalite ve
glvenilirliktedir. Ancak esdeger ilaglar referansi igin yapilan laboratuar ve klinik arastirmalari
tekrarlamak zorunda olmadiklari igin fiyatlari daha dusuktir. Saghk Bakanhigi, 2000 yilindan
bu yana esdeger ilaclara ruhsat vermek icin, biyoesdegerligin kanitlanmasini zorunlu

tutmaktadir.

Enrofloksasin iceren mustahzarlar pahal oldugundan, bilingli kullaniimasi gerekmektedir.
Jenerik ilag kullanimiyla; saghk bltgesinde tasarruf saglanir, yeni ilag arayislarinin devamini
saglar, ekonomik olmalari nedeniyle ilaca erigsimi kolaylastirir ve tedaviyi yayginlastirir.
Ekonomik agidan gug¢li olan Ulkelerde, orijinal ve jenerik ilaglar arasinda saglikli bir denge
kurmak amaciyla jenerik ilaglar desteklenerek, saglik harcamalarinda 6nemli tasarruflar

saglanmaktadir.

Beseri ilaglarda oldugu gibi veteriner ilaglarda biyoesdegerlik ¢alismalarinin da istenmesi bir
zorunluluk olmustur. Veteriner ilag piyasasindaki haksiz rekabetin ortadan kaldiriimasi,
sececegi ilag muadili hakkinda fazla bilgi sahibi olmayan veteriner hekimin bilgilendirmesi
icin biyoesdegerlik konusunda gerekli kanuni dizenlemeler yapilmali ve en kisa zamanda

referans laboratuarlarin olugturulmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile veteriner hekimligi ilaglarinda biyoesdegerlie yonelik calismalarin tesvik
edilmesi ve elde edilecek sonucglardan hareketle bu alandaki arastirma ve gelistirme

calismalarina 1sik tutulmasi planlanmistir. Buzagilarda enrofloksasinin biyoesdegerligi ile
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ilgili galismalarin kisith olusu, izlenecek yol, yontem ve elde edilecek sonuglar hakkindaki
yorumlari da kisitlamaktadir. Bu sebeple, bu ¢alisma veteriner hekimligi alaninda yapilacak

biyoesdegerlik calismalarina kaynak teskil edecektir.
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OZET

Parenteral Olarak  Kullanilan Bazi Enrofloksasin Mistahzarlarinin Buzagilarda
Biyoesdegerliginin Incelenmesi

Bu calismada, buzagilarda parenteral olarak kullanilan iki farkh enrofloksasin mdustahzarinin
biyoesdegerligi incelendi.

Calismada 15 glin boyunca kirletici/ilag kalintisi icermeyen yemle beslenmis, Jersey irki 46-50 gunlik
10 disi buzagi kullanildi. Hayvanlar her birinde 5 hayvan bulunan iki gruba (Grup 1 ve Grup 2) ayrildi.
Grup 1 Referans ilag grubu, Grup 2 Test ilac grubu olusturuldu. Grup 1’e Referans ilag, Grup 2'ye Test
ilag kas igi ( m. semitendinosus ile m. semimembranosus) yolla uygulandi. Tiim uygulamalarda doz 2.5
mg/kg c.a. olarak hesaplandi. Hayvanlardan uygulama 6ncesi (0.0 dk), ilag uygulamalarini takiben 0.25
saatten baglamak lzere 0.5., 1., 2., 4., 8., 12., 18., 24. ve 36. saatlerde vakumlu heparinli tiplere
dogrudan her seferinde 8- 10 ml kan alindi. Kanlarin plazmalari ayrildi.

Plazmada enrofloksasinin 6zitlemesini takiben analizi Yiksek Basin¢h Sivi Kromatografik (YBSK)
yontemle yapildi. Her hayvan igin gizilen plazma yodunlugu-zaman egrisinden ilacin vicutta 2-bdlmeli
digari agik modele gore dagildidi anlasildi.

Yontemin duyarlihgi 0.05 pg/ml olarak tespit edildi. Geriye kazang %75-96 olarak bulundu.
Enrofloksasinin 6.61-6.66 dakikalarda pik verdigi belirlendi.

Referans ve Test llaglarinin biyoesdegerligi incelendi. Biyoesdegerligin belirlenmesinde logoritmik
déniisiimii yapilan Test ilacin EAA degerinin, Referans llaca béliinmesi ile elde edilen degerin (1,24)
ve logoritmik déniisiimii yapilmayan Test ilacin taonk dederinin Referans ilaca béliinmesiyle elde edilen
degerin (%120) kabul edilebilir sinirlar icerisinde (0,80-1,25) oldudu belirlendi. Logoritmik donisumi
yapilan Test ilacin Ygoruk degerinin Referans ilaca bélinmesi ile elde edilen degerin (0,48) kabul
edilebilir sinirlar igerisinde olmadigi belirlendi.

Calismada elde edilen veriler Test ilacin Ydoruk ydniinden biyoesdeger olmadigini ancak EAA ve
tdoruk ydniinden biyoesdeger oldugunu gosterdi. Test ilacin Ydoruk degerinin Referans ilagtan yiiksek
olmasi ise ilacin emilim yerinden daha iyi emildigini gdsterir. Test ilacin Referans llag yerine
kullanabilecegi anlasildi.

Anahtar Kelimeler: Biyoesdegerlik, buzagi, enrofloksasin, farmakokinetik, YBSK.
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SUMMARY

Study of bioequivalence of some enrofloxacin formulations following parenterally
administration in calves.

In this study, two different parenterally administration enrofloxacin preparations were investigated for
their bioequivalance. Ten female calves (Jersey strain) were fed by drug free feed for 30 days and
then into decidial two groups (Group 1 and Group 2), each containing 5 calves. Group 1 was the
Reference Drug Group, Group 2 was the Test Drug Group. Reference drug to Group 1 and Test drug
to Group 2 were administered intramuscularly (m.semitendinosus and m.semimembranosus). Dose of
2.5 mg per kg of b.w. were calculated for all applications. Around 8,0-10,0 ml of blood samples were
taken directly into vakuum heparinized tubes from Group 1 ve Group 2 before (0,0 min) and after the
drug administration 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 18, 24 ve 36 hours. After the blood samples were taken, their
plasmas were dispersed.

Enrofloxacin extraction and analysis were carried out by the High Pressure Liquid Chromatographic
(HPLC) method. The plasma drug concentration-time (AUC) curve each animals was drawn showed
that enrofloxacin followed two-compermental open distribution model.

The sensitivity of the extraction method was detected 0.05 pg/ml. The mean recovery value of
extraction procedure was about 75-96 per cent. The mean retention time for enrofloxacin were
obtained at 6.61-6.66 min.

The bioequivalance of the reference and the test drug were figured out. Test drug showed the results
for its bioequivalance in acceptable limits (0,80-1,25) which were calculated by dividing the AUC which
was logaritmic transformed and tmax AUC which wasn’t logaritmic transformed values by the reference
drugs (for AUC 1,24 and tmax %20). Test drug showed the results for its bioequivalance in were not
acceptable limits which were calculated by dividing the Cmax which was logaritmic transformed (0.48).

The results indicate that Test Drug are bioequivalent with Reference drug terms AUC and Tmax but was
not bioequivalent with Reference drug terms Cmax. Test Drug’s value of Cmax is higher than Reference
Drug this show that better absorption of the Test drug was absorbed from; therefore, these drugs can
be used in replacable means.

Key words: Bioequivalance, calf, enrofloxacin, HPLC, pharmacokinetic.
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