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FARELERDE KAFEIN’IN ENROFLOKSASIN’IN
FARMAKOKINETIGI UZERINE ETKISI

Ayhan FILAZI" Cavit KUM™™

The effect of caffeine on the enrofloxacin’s pharmacokinetics in mice.

SUMMARY: It is investigated that whether the caffeine made any changes on the
enrofloxacin’s pharmacokinetics. 264 white, male, England strain and clinically healthy mice
(approximately 2.5 months aged and 24-27 g weighted) were used for this experiment. The mice were
divided into 2 groups randomly and each of them had 132 mice. First group received only 2.5 mg/kg
enrofloxacin subcutaneously. Second group had 10 mg/kg caffeine and half an hour later of that 2.5
mg/kg enrofloxacin was given subcutaneously. On Y, Y, 1, 1%, 2, 3, 4, 6, 8, 12 and 24 hours of
following enrofloxacin administration, 0.5 ml blood was taken from the hearts of 12 mice, from both
groups. After that, the mice were euthanasied by ether and their liver, kidney, lung and muscle tissues
were separated for the next step. Following tissue extraction, the concentration of enrofloxacin on
serum and tissue was assessed by agar-gel diffusion method. Some pharmacologic parameters, like
maximum concentration (Cpay), the time for reaching maximum concentration (Tmax), absorption rate
constant (k,), elimination rate constant (k.), elimination half-life (t;;;) and area under curve (AUC,...)
were calculated. No significant changes observed between both group’s pharmacologic parameters.
Therefore, caffeine did not make any valuable effects on the enrofloxacin’s pharmacokinetics.
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OZET: Bu ¢alismanin amaci kafein’in enrofloksasin’in farmakokinetigi tizerine bir degigiklik
yapip yapmayacagini belirlemektir. Bunun igin yaklagik 2.5 ayhk ve 24-27 g agirliginda toplam 264°
adet saghikh, erkek, Ingiliz irki, beyaz fare kullanildi. Fareler rastgele segilerek her grupta 132 adet
olacak sekilde 2 gruba boliindii. Birinci gruba sadece 2.5 mg/kg dozda enrofloksasin ve ikinci gruba
once 10 mg/kg kafein ve yarim saat sonra da 2.5 mg/kg dozda enrofloksasin deri alt1 yolla bir defada
uygulandi. Enrofloksasin uygulamasini takiben Y4, 12, 1, 1'%, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24 saat sonra her
seferinde her gruptan 12 adet farenin &nce kalbinden 0.5 ml kan alindi ve daha sonra eterle Stanazi
edilerek karaciger, bobrek, akciger ve kas dokulari ayrildi. Dokularda ekstraksiyon isleminden sonra
serum ve doku enrofloksasin derisimi agar jel difiizyon metoduyla belirlendi. Enrofloksasin’in zamana
bagl olarak degisimini gosteren maksimum derigim (Crax), maksimum derisime ulagmak igin gegen
zaman (Tms), emilme hiz sabitesi (k,), atilma hiz sabitesi (k.), atilma yar1 6mrii (t,2) ve egri altindaki
alan (EAA,..) gibi farmakokinetik parametreler hesaplandi. Gerek 1’inci grupta ve gerekse 2’nci
grupta belirlenen bu farmakokinetik parametreler arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir. Boylece
kafein’in, enrofloksasin’in farmakokinetigi iizerine dnemli bir etkisi olmadig1 sonucuna variimigtir.
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GIRIS

Veteriner  hekimlikte —en  fazla
kullanilan ilag grubu olan antibiyotikler bazen
tek baslarina  sagalima  yeterli  yanit
veremezler. Bu nedenle vitamin, mineral veya
analeptik grubu ilaglarla beraber kullaniimalar
gerekmektedir. Ozellikle atesli ve infeksiyon
hastaliklarinda, kalbin zayifladigi durumlarda,
solunum ve  dolasimin  uyarilmasinda
antibiyotikler yaninda analeptikler
kullanilmalidir. (15, 16). Bu giin i¢in veteriner
hekimlikte olduk¢a genis bir kullamm alan
bulan antibakteriyel ilaglardan enrofloksasin
ile analeptiklerden kafein arasinda  bir
etkilesmenin  oldugu  bilinmektedir. ~ Bu
etkilesme  florokinolonlarin,  metilksantin
metabolizmasini engellemeleri ve dolayistyla
onlarin plazmadaki diizeylerini artirmalan
seklinde agiklanabilmektedir (1, 4, 8, 10, 13).

Enrofloksasin ile beraber verilen
kafein’in  plazmadaki  diizeyinin  arttig
bilinmekte, ancak enrofloksasin’in
farmakokinetiginin hangi yonde degisecegi
bilinmemektedir. Bununla ilgili olarak yapilan
literatiir taramalarinda bu tiir bir bilgiye
rastlanmamistir. Ancak kafein’in bobreklerden
gecen kan akimim hizlandirmasi, glomeriiler
damarlart genigletmesi ve tiibiillerden suyun
geri  emilmesini  azaltmasi sonucu idrar
miktarin arttirmasi (15) nedeniyle
enrofloksasin’in  atilmasini  hizlandirmasi
.olasihgr  vardir. Bu nedenle kafein’in
enrofloksasin’in farmakokinetigi iizerine bir
degisiklik yapip yapmayacag belirlenmeye
cahsilacaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Deneme  hayvanlari: Calismada
yaklasik 2.5 ayhk ve 24-27 g agirhginda
toplam 264 adet saglikli, erkek, ingiliz 1rk,
beyaz fare kullanildi. Fareler rastgele segilerek
her grupta 132 adet olacak sekilde 2 gruba
boliindii. Her kafeste 12 adet olacak sekilde
yerlestirilen farelerin ortama alismasi igin 10
giin siireyle beklendi. Bu arada yiyebildikleri
kadar pelet yem ve igebildikleri kadar su
siirekli olarak hazir bulunduruldu.
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fla¢ ve diger kimyasal maddeler:
Enrofloksasin kaynagi olarak Baytril %10
enjektabl ¢ozeltisi (Bayer Tirk Kimya San.
Ltd. Sti.), kafein kaynagi olarak Kafein
enjektabl cozeltisi (Sanofi-Dogu ilag A.S.),
kimyasal materyal olarak enrofloksasin teknik
standart: (Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. $ti.),
agar olarak Antibiotic assay medium-1 (Seed
agar) (Himedia), Antibiotic assay medium-2
(Base agar) (Himedia) ve Mueller-Hinton
broth (Himedia) ve bakteri kiiltiiri olarak
Refik Saydam Hifzissthha kiltiir
kolleksiyonundan Escherichia coli ATCC
25922 susu kullanildr.

Metot

Ila¢ uygulamalari: Rastgele secilerek
2 gruba aynlan farelerden 1’inci gruba 2.5
mg/kg dozunda enrofloksasin tek bagsina ve
2’nci gruba énce 10 mg/kg kafein ve yarim
saat sonra da 2.5 mg/kg enrofloksasin birlikte
uygulandi. flag uygulamalarinin hepsi deri atr
yolla ve tek dozda yapildi.

Kan ve doku orneklerinin analize
hazirlanmas::  Enrofloksasin  uygulamasini
takiben %, Y4, 1, 12,2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24 saat
sonra her gruptan 12 adet farenin Once
kalbinden 0.5 ml kani alindi ve daha sonra
eterle otanazi edilerek karaciger, bobrek,
akciger ve kas dokulart aynldi. Alinan kan
10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek serum
kismi ayrildi ve analize kadar -21°C’lik
dipfrizde tutuldu. Dokular ise bire bir (1:1)
oraninda fosfat buffer ¢ozeltisiyle (pH:7.2)
homojenize edilip +4 °Cde 2 saat
maserasyona birakildi. Daha sonra ayni sekilde
santrifiij edilerek iistteki sivi alindi ve yine
analize kadar dipfrizde saklandi (6, 14).

Analiz yontemi: Serum ve doku
srneklerindeki enrofloksasin derigimi
mikrobiyolojik agar jel difiizyon metoduyla
belirlendi (2, 5, 6). Bunun igin bir gece
dnceden Mueller-Hinton buyyonda iiretilen E.
coli ATCC 25922 susu test mikroorganizmasi
olarak kullanildi. Belli hacimdeki kan serumu
ve doku ekstrakti 6rneklerinin, selektif bir besi
yerinde homojen bir yogunluk (1 ml’de 10%
halinde bulunan test mikroorganizmasina
yonelik inhibitdr etkinligi ilag derigiminin
saptanmasinda olgiit olarak kullanildi. Béylece
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bireysel olarak her bir kan serumu ve doku
ekstrakti igin Olgiilen inhibisyon alani gaplan,
ayni kosullarda ilag standartlan kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon egrilerine uygulanmak
suretiyle serum ve doku ilag derigimi
belirlendi.

Farmakokinetik hesaplamalar:
Zamana gore serum ve  dokulardaki
enrofloksasin  derisiminin  incelenmesi  bir
bolmeli  agtk  modele  gore  yapildi.
Farmakokinetik parametrelerden maksimum
derigim (Cyuxs), maksimum derisime ulasmak
i¢in gecen zaman (Tpu), emilme hiz sabitesi
(k,), atilma hiz sabitesi (k.), atilma yar1 dmrii

(i) ve egri altindaki alan (EAAp.)’in
hesaplanmast i¢in Tallarida ve Murray
tarafindan bildirilen standart esitlikleri esas
alan Pharmacologic Calculation System-
Version 4.1 isimli bilgisayar programindan
yararlanildi  (17). Doku  dagilimt ise
EAA iox/ EAAerum €sitliginden hesapland: (18).

BULGULAR ’

Sadece enrofloksasin verilen 1’inci
grupta, belirli saatlerde alinan serum ve doku
orneklerinde olgiilen ilag derisimleri Tablo
1’de verilmistir.

Tablo 1. Farelere bir defada 2.5 mg/kg dozda derialti yolla verilen enrofloksasin’in ortalama serum

ve doku derigimleri (pug/ml veya g)

Table 1. Mean serum and tissue concentrations of enrofloxacin in mice following single subcutan

dose of 2.5 mg/kg b.w. (ug/ml or g)

Saat Serum Karaciger | Akciger Bobrek Kas

Ya 0.1440.09 | 0.24+0.13 | 0.51+0.17 | 0.4630.22 | 0.3310.18

% 0.86+0.28 | 1.83%£0.44 | 2.90+0.57 | 2.70+£0.66 | 2.0130.61

1 | 1.2040.43 | 2.55+0.53 | 4.05+0.84 | 3.90%1.01 | 3.00+0.89

12 1.13+0.39 | 2.23+0.50 | 3.51+0.81 | 3.43+1.02 | 2.63+0.80

2 1.05+0.28 | 1.92+0.45 | 2.97+0.72 | 2.96+0.98 | 2.2740.79

3 0.9240.23 | 1.66£0.41 | 2.48+0.61 | 2.58+0.87 | 1.83%+0.79

4 0.80+0.32 | 1.40+0.39 | 2.00+£0.56 | 2.20+0.69 | 1.42+0.53

6 0.55£0.29 | 1.2840.33 | 1.65+0.46 | 2.02+0.57 | 1.28+0.44

8 0.3320.11 | 0.6620.26 | 0.663+0.34 | 0.99+0.36 | 0.4940.21]

12 0.18+0.12 | 0.31+0.17 | 0.38+0.23 | 0.53+0.39 | 0.2040.11

24 0.07£0.03 | 0.1240.04 | 0.19+0.08 | 0.21+0.07 | 0.0940.03
Serum ve dokularda 6lgiilen enrofloksasin derisiminin zamana bagl olarak gosterdigi egim Sekil 1'de
gosterilmistir.
b5
| % —e—Serum |
! % ——Karaciger |
. ?zx_a —&— Akciger ‘l
" —l—Bobrek
:g’ Kas |
8 T
|

Saat

Sekil 1. Birinci grupta serum ve dokularda dlgitlen enrofloksasin derigiminin zamana bagh olarak gosterdigi egim
Figure 1. Serum and tissue concentration versus time curves of enrofloxacin on first group.
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Buna gore hesaplanan serum ve dokulardaki farmakokinetik parametreler ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Farelere bir defada 2.5 mg/kg dozda derialti yolla verilen enrofloksasin’in serum ve dokularda

hesaplanan gesitli farmakokinetik parametreleri A
Table 2. Various pharmacokinetic parameters of enrofloxacin measured in serum and tissue of mice following

single subcutan dose of 2.5 mg/kg

Parametre |‘Birimi Serum Karaciger Akciger Bobrek Kas

'Coaks ug/ml veyag [1.204043  |2.5540.53  |4.05+0.84 |3.90+1.01 3.00+0.89

“T imaks Saat 1.1240.19  [0.95+0.27 |0.6610.21 1.0240.28 |0.90+0.18

k, Saat’! 293+049 |[3.60+0.78 |5.8740.96 [3.31+0.44 |3.66+0.56

K, Saat’ 0.13+0.03 |0.13+0.04 10.1330.03 |0.13+x0.03  [0.16+0.05

"t Saat 6.67£1.02 [6.35+1.24 [5.92+1.19 |5.92+1.19 |S5.1130.99

‘EAAG... ng saat/ml 892+1.73 |16.97+2.31 |[23.58+3.24 |23.5843.24 |16.03£2.42
veya g

Doku - - 1.9 2.64 3,03 1.8

dagilim

I .Maksimum derigim, 2.Maksimum derisime ulasmak i¢in gegen zaman, 3.Emilme hiz sabitesi, 4. -
Atilma hiz sabitesi, 5. Atilma yar1 dmrii, 6.Egri altindaki alan, 7. EAAuk/EAAsequm

] Maximum concentration, 2. The time for reaching maximum concentration, 3. Absorption rate
constant, 4. Elimination rate constant, 5. Elimination half-life, 6. Area ander curve, 7.

AUC[,SSUC/AUCserum

Once 10 mg/kg kafein ve yarim saat sonra 2.5 mg/kg enrofloksasin’in birlikte verildigi 2’nci
grupta Slgiilen ortalama serum ve doku enrofloksasin derisimleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. ikinci gruptaki farelerde 6l¢iilen ortalama serum ve doku enrofloksasin derigimleri (ug/ml veya g)

Table 3. Mcan serum and tissue concentrations of enrofloxacin in mice on second group (Mg/ml or g)

Saat Serum Karaciger Akciger Bobrek Kas
%4 10.1620.10 [0.2140.09 {0.44+0.23 ]0.51+0.26 {0.210.11
Y2 10.8140.33 |1.8440.34 |3.010.95 |2.81+0.74 {1.914£0.72
1 1.14+0.53 [2.49+0.82 14.23+1.09 |4.04%1.10 |3.40+0.99
12 |[1.122042 ]2.2940.69 |3.61£0.99 |3.57+1.07 |2.77£0.84
2 1.04+0.38 |1.99+0.54 [2.99+0.82 [2.90+0.89 |2.34+0.84

3 0.96+0.24 |1.73+0.96 [2.54+0.72 [2.58+0.91 |{1.89£0.82
4 0.82+0.39 [1.48+0.41 2.0410.65 2.20+0.77 {1.4910.64
6 0.65+0.34 | 1.33+0.38 1.7320.56  [2.11+0.72 {1.384+0.55
8 0.30+0.14 |0.70+0.31 0.72+0.35 1.04+0.47 |0.51+0.25
12 10.20£0.12 [0.36x0.20 |0.42+0.32 |0.62+0.44 [0.24+0.13

24 10.09£0.04 |0.1440.07 [0.20£0.09 [0.23+0.11 |0.09+0.04
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Boylece 2’nci grupta bulunan farelerde Slgiilen serum ve doku enrofloksasin derisiminin
zamana bagli olarak gosterdigi egim ise Sekil 2°de gosterilmistir.

i |
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Sekil 2. ikinci grupta serum ve dokularda 6lgiilen enrofloksasin derigiminin zamana bagli olarak gosterdigi egim
Figure 2. Scrum and tissue concentration versus time curves of enrofloxacin in mice on second group.

Bu degerlere gore enrofloksasin’in serum ve dokularda hesaplanan farmakokinetik
parametreleri ise Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Ikinci gruptaki farelerde enrofloksasin’in serum ve dokularda hesaplanan gesitli farmakokinetik
parametreleri

Table 4. Various pharmacokinetic parameters of enrofloxacin measured in serum and tissue of mice on second
group. )

Parametre | Birimi Serum Karaciger Akciger Bobrek Kas

'Cnaks ug/ml veya g | 1.14+0.53 2.49+0.82 4.23+1.09 4.04+£1.10 3.40+0.99

T ks Saat 1.1840.23 0.93+0.32 0.73+0.36 1.10+0.41 0.98+0.28

K, Saat' 2.81+055 3.74+0.97 5.53£1.07 3.1340.66 3.48+0.71

ke Saat’' 0.1410.05 0.13+0.04 0.1310.03 0.12+0.04 0.15+0.06

"tin Saat 6.51+1.23 6.41+1.32 6.02+1.33 6.49+1.79 5.32+1.22

*EAA... pg saat/ml | 9.28+1.47 17.6943.24 |22.38+4.03 [28.5244.62 |[15.3243.25
veya g

"Doku - - 1.91 241 3.07 1.65

dagilinm

1,2,3,4,5, 6 ve 7 Tablo 2’deki gibi
1,2,3,4,5, 6 and 7 same as Table 2
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TARTISMA VE SONUC

Yalniz basina 2.5 mg/kg dozda deri alti
yolla enrofloksasin verilen 1’inci grupta, ilacin
kandan en fazla olarak bobreklere (3.03 kati)
dagildig1 ve bunu azalan sirayla akciger (2.64),
karaciger (1.9) ve kas dokusunun (1.8) izledigi
gorillmektedir. Once 10 mg/kg kafein ve yarim
saat sonra 2.5 mg/kg enrofloksasin verilen
2’nci grupta ise ayni sekilde ilacin kandan en
fazla olarak yine bobreklere (3.07) dagildig ve
bunu azalan sirayla akciger (2.41), karaciger
(1.91) ve kas dokusunun (1.65) izledigi
belirlenmistir. Boylece doku  dagilimlan
yoniinden incelendiginde 2 grup arasinda
gnemli bir fark (P>0.05) bulunamamgtir.
Ancak enrofloksasin’in farelerdeki
farmakokinetik dagilimi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmadigi igin hesaplanan bu degerler
baska tiir hayvanlarda yapilan caligmalarla
karsilastirlacaktir.

Broome et al. (3) tavsanlara 5 mg/kg
dozda derialti yolla verdikleri enrofloksasin’in
serum  Toukss  Kas EAA, tin, Chas V€ ke
degerlerini sirastyla 0.9 saat, 2.78 saat”, 6.09
pg saat/ml, 1.71 saat, 2.07 pg/ml ve 0.461 saat
' olarak hesaplamiglardir. 1lk iki parametre
(Toaxs Ve ka ), bu galismada gerek 1’inci grupta
ve gerekse 2’nci grupta hesaplanan degerlere
yakin bulunmus, digerleri ise (EAA, ti2, Cruaks
ve ko) farklilik gOstermistir. Ancak bu
farkliligin en biiyitk nedeninin verilen dozla
ilgili oldugu agik¢a goriilmektedir.

Scheer (14), danalara deri alt1 yolla 2.5
mg/kg dozda verdigi enrofloksasin’in serum
Cuokss Tiwks VE Up degerlerini' sirastyla 1.1
pg/ml, 1.7 saat ve 5.4 saat olarak
hesaplamistir. Aym arastirict ayni doz ve kas
ici yolla domuzlara verdigi enrofloksasin’in
serumunda hesapladigi  bu parametrelerin
sirastyla 0.8 pg/ml, 1.3 saat ve 5.8 saat
oldugunu  belirlemistir. ~ Benzeri  olarak
domuzlarla yapilan arastirmalarda Richez et al.
(12), plazmada enrofloksasin’in t;, ve EAA
degerlerini sirasiyla 13.12 saat ve 7.53 pg
saat/ml, Pijpers et al. (11) ise Cruxs, Tmaks, t172
ve EAA degerlerini sirasiyla 0.75 pg/ml, 0.92
saat, 5.49 saat ve 5.5 pg saat/ml olarak
hesaplamislardir. Boylece, bu cahismada,
farelerde hesaplanan parametrelerle, yukarida
adi gegen ve baska tiir hayvanlarda hesaplanan
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parametreler arasinda yakin bir benzerlik
oldugu goriilmiistir. Bu da enrofloksasin’in
farelerdeki dagilim kalibinin tavsan, dana ve
domuzlardaki dagihm kalibina uydugunu
gostermektedir.  Bunlardan farkli  olarak
McKellar et al. (9) ise danalara deri alti yol ve
2.5 mgkg dozda verilen enrofloksasin’in
serum Craks, Tmaks V€ EAA degerlerini 0.49
pg/ml, 2.25 saat ve 3.12 ug saat/ml olarak
belirlemiglerdir.

Kafein ve teofillin gibi metilksantinler,
karacigerde baslica sitokrom P-450"ye bagimli
mikrozomal enzimler aracihigiyla
demetilasyona ve hidroksilasyona ugratilmak
suretiyle metabolize edilirler (10, 15).
Sitokrom P-450 enzim sisteminin etkinligi
engellendigi  taktirde  bu ilaglarin  da
metabolizmas: dolayli olarak azalacaktir.
Boylece yapilan  galigmalarda enoksasin,
siprofioksasin, norfloksasin, pefloksasin (4,
13), pipemidik asit (13), ofloksasin ve
nalidiksik asitin (4) teofilin’in, enoksasin,
siprofloksasin (1, 4, 8), pipemidik asit ve
norfloksasin’in (1, 8) de kafein’in klerensini
degisik oranlarda azalttigl, ayrica
lomefloksasin’in (13) teofillin’in, ofloksasin’in
(1, 4, 8) ise kafein’in klerensinde herhangi bir
degisiklik  yapmadigs bildirilmigtir.  Bu
durumda iki ayr1i  varsayim lzerinde
durulmustur; bir goriise gore yalmzca 4-okso-
metabolit  olusturan  kinolonlarin  ksantin
metabolizmasini  engelleyecegi, bu tiirden
metabolit olusturmayan lomefloksasin ve
ofloksasin  gibi kinolonlarin ise ksantin
metabolizmast  iizerine herhangi bir etki
yapmayacag diisiiniilmistir. Diger gorise
gore, kinolonlarin ksantinlerin metabolizmasini
etkileyebilmesi i¢in ayni kimyasal yapiya sahip
olmalar1 gerekir. Boylece lomefloksasin’de
oldugu gibi kinolon gekirdegindeki 8 no’lu
karbon atomuna degisik bir bag tipinin
baglanmas: bilesiklerin ksantin tiirevlerine olan
yapisal benzerliginin azalmasina neden olur (4,
8, 13).

Arastirma sonuglarinin  degerlendiril-
mesiyle yalniz basma enrofloksasin verilen
’inci grup ile enrofloksasin ve kafein’in
birlikte verildigi 2’nci grupta olgiilen serum ve
doku antibakteriyel ilag derisimleri ve
bunlardan hesaplanan Ciaks, Tmakss Kas Ke, tis,
EAA ve doku dagihmi gibi farmakokinetik
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parametreler arasinda 6nemli bir fark (P>0.05)

bulunamamigtir.

Boylece kafein’in,

enrofloksasin’in farmakokinetigi iizerine bir
etkisi olmadig sonucuna variimistir.
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