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Özet 

Aktif farmasötik bileşenlerin çevresel kalıntıları, çevresel riskler ve sağlık sorunları ile ilişkilidir. Bunların çevreye 

olan etkileri toplumsal bir endişe konusu haline gelmiştir. Bu çalışmada; flurbiprofen, naproksen Na, propranolol 

HCl, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin ve klindamisin ilaç etken maddelerinin toksisiteleri Aliivibrio fischeri 

toksisite testi kullanılarak belirlenmiştir. Aliivibrio fischeri toksisite testi deneyinde, ilaç etken maddelerinin 5. ve 

15. dakika sonunda okunan değerlerine göre EC50 (mg/L) ve toksik birim (TB) hesaplanmıştır. 15. dk sonunda 

elde edilen EC50 değerlerine bakıldığında, EC50 değerleri en düşük çıkan ilaç aktif bileşenleri “doksisiklin, 

azitromisin ve klindamisin” dir. Bu antibiyotik grubu ilaç etken maddeleri “doksisiklin, azitromisin ve 

klindamisin” için EC50 değerleri sırasıyla; 0.10, 0.12 ve 0.76 mg/L olarak bulunmuştur. Farmasötiklerin Aliivibrio 

fischeri'ye akut toksisiteleri hakkında elde edilen veriler, ortaya çıkan kirleticilerle ilişkili çevresel risklerin 

değerlendirilmesini kolaylaştırabilir. 

Anahtar Kelimeler: Akut toksisite, farmasötikler, Aliivibrio fischeri, Microtox®, toksik birim, ekotoksikoloji. 

 

Evaluation of the effects of seven active pharmaceutical ingredients on the aquatic 

environment with the Aliivibrio fischeri toxicity test 

Abstract  

Environmental residues of active pharmaceutical ingredients are associated with environmental risks and health 

issues. Their environmental impact has become a social concern. In this study; The toxicity of flurbiprofen, 

naproxen Na, propranolol HCl, carbamazepine, azithromycin, doxycycline and clindamycin drug active 

ingredients were determined using the Aliivibrio fischeri toxicity test. In the Aliivibrio fischeri toxicity test 

experiment, EC50 (mg/L) and toxic unit (TB) were calculated according to the values read at the end of the 5th and 

15th minutes of the pharmaceutical active ingredients. When the EC50 (mg/L) values obtained at the end of the 15th 

minute are examined, the active drug components with the lowest EC50 (mg/L) values are "doxycycline, 

azithromycin and clindamycin". EC50 (mg/L) values for "doxycycline, azithromycin and clindamycin" are 

respectively; It was found to be 0.10, 0.12 and. 0.76 mg/L. The obtained data of the acute toxicities of 

pharmaceuticals to Aliivibrio fischeri can facilitate the evaluation of the environmental risks associated with 

emerging pollutants. 

Keywords: Acute toxicity, pharmaceuticals, Aliivibrio fischeri, Microtox®, toxic unit, ecotoxicology.  
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Giriş  

Kimya ve ilaç endüstrisinin başarıları, sağlığımıza ve yaşam standardımıza önemli katkılar 

sağlamaktadır. Bunların kullanımları genellikle çevre kirliliği ile ilişkilidir (Kümmerer, 2011). 

Atıksularda pestisitler, biyositler, farmasötikler, endüstriyel kimyasallar ve tüketici ürünlerinden gelen 

kimyasallar dahil olmak üzere binlerce kimyasal ve diğer kaynaklardan gelen su bulunmaktadır (Escher 

ve Fenner, 2011). İlaç ve kişisel bakım ürünlerinin (PPCP'ler) artan tüketimi ve üretimi, bunların atıksu 

ve çevrede sık sık bulunmalarına neden olmuştur (Marugan ve ark., 2012). PPCP'lerin çevreye girişinin 

ana yolu, arıtılmış ve arıtılmamış evsel veya hastane atıksularının bertaraf edilmesidir. İkinci çevresel 

kaynak, veterinerlik faaliyetleri sonucunda hayvanlarda kullanılan ilaçlarla bağlantılı olarak yüzey ve 

yeraltı sularına sızması şeklindedir (Ellis, 2006). Yaygın olarak kullanılan arıtım yöntemleri PPCP'lerin 

gideriminde yeterli değildir ve günümüzde yeni teknikler geliştirilmekte ve uygulaması test edilmektedir 

(Gültekin ve İnce, 2007).  PPCP atıksularının geleneksel arıtmasının düşük etkinliği; (i) PPCP'lerin aktif 

çamur içindeki organizmalarla minimal etkileşimi (ii) PPCP'lerin su organizmaları üzerindeki toksisitesi 

ve (iii) geleneksel atıksu arıtımı sırasında PPCP'lerin düşük biyobozunabilirliği  gibi nedenlere bağlıdır 

(Schnell ve ark., 2009). PPCP'lerin çevresel ortamlarda varlığı, yüzey ve yeraltı sularında ng/L ile μg/L 

arasında değişen seviyelerde kaydedilmiştir (Qin ve ark., 2012). Çevresel ortamlarda bulunan bu 

farmasötik bileşikler, suda ve karada yaşayan organizmalar üzerinde özellikle uzun vadeli sürekli atıksu 

çıkışına maruz kaldıklarından bazı etkiler yaratabilir. Bu mikrokirleticilerin çoğu, özellikle karmaşık 

karışımların bileşenleri olarak mevcut olduklarında, önemli ekotoksikolojik endişelere sebep olmaktadır 

(Schwarzenbach ve ark., 2006). Ekotoksikolojik araştırmanın ana odağı, çevre için yüksek risk 

potansiyeli oluşturan maddelerin tanımlanmasıdır. Atıksuyun toksisitesinin bilinmesi arıtma tesislerinin 

randımanlı bir şekilde işletilebilmesi, alıcı ortamın korunması için oldukça önemlidir. Çevresel risk 

değerlendirmeleri ve su kalite kontrol uygulamalarında ekotoksisitenin tespit edilebilmesi için 

biyoanalizlerin yapılması önem taşımaktadır ve gereklidir (Tongur ve ark., 2019). Atıksu arıtımı 

sırasında toksik bileşiklerin değerlendirilmesi için ekotoksikolojik testler faydalı bir araç olarak 

kullanılabilir (Fisher ve ark., 2010). Bu nedenle, çevresel risk değerlendirmesi için güvenilir ve anlamlı 

veriler üreten hızlı ve basit test yöntemlerine fazlasıyla ihtiyaç vardır. Biyotestler, yüzey ve yeraltı suları, 

kentsel atıksular ve sedimentler gibi çok çeşitli çevresel ve endüstriyel numuneler için geçerlidir (Parvez 

ve ark., 2006). Aliivibrio fischeri toksisite testi bu bağlamda sıklıkla uygulanan bir yöntemdir ve basit 

prosedür, yüksek hassasiyet ve düşük maliyetler nedeniyle ön plana çıkmıştır (Gellert, 2000). Işık veren 

bir deniz bakterisi olan Aliivibrio fischeri, organik veya inorganik tekli ya da karışım olarak bileşiklerin 

akut toksik etkilerinin araştırılması için uygulanan biyolojik test yöntemlerinde kullanılmaktadır. 

Biyoluminesans (ışık yayan) bakteriler ile yapılan bu testlerde kullanılan mikroorganizmalar; Aliivibrio 

fischeri, Vibrio harveyi ve Pseudomonas fluorecenttir. En yaygın olarak kullanılanı gram-negatif bir 

deniz bakterisi olan Aliivibrio fischeri test organizması ile yapılan toksisite testidir. Biyoluminesans 

inhibisyonu, direkt olarak hücrenin metabolik durumu ile orantılıdır. Toksik durumlar, hücresel 

metabolik durumun değişmesine sebep olur. Bu değişimler hızlı bir şekilde biyoluminesansın azalmasını 

sağlar (Farre ve ark., 2001).  

Bu çalışmada; evsel atıksu, endüstriyel atıksu ve yüzeysel sularda en çok tespit edilen farklı terapötik 

sınıflardan seçilen; antibiyotik, analjezik-anti-inflamatuvar, betabloker ve anti-epileptik ilaçlara ait yedi 

ilaç etken maddesinin Aliivibrio fischeri toksisite testi ile su ortamına olan akut toksisiteleri 

değerlendirilmiştir.  
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Materyal ve Metot 

Sentetik Atıksu Numunesinin Hazırlanması  

Tüm ilaçların stok çözeltisi 2 g/L konsantrasyonunda. hazırlanmıştır. Bu hazırlanan ana stok çözeltiler 

kullanılarak farklı konsantrasyonlarda (1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62.50 mg/L, 31.25 

mg/L, 15.625 mg/L, 7.8125 mg/L, 3.91 mg/L) seyreltilen test çözeltileri kullanılmıştır. Sentetik ilaç 

atıksularının hazırlanmasında direkt olarak deiyonize su kullanılmıştır. Suda çözünürlüğü düşük olan 

ilaç etken maddeleri için hidroalkolik (< % 1 etanol) çözeltiden 1-2 damla eklenerek numuneler 

hazırlanmıştır. Etanol konsantrasyonu % 1’den fazla olmadığı için, akut toksisite testinde kullanılan 

mikroorganizmalar açısından uluslararası prosedürlere göre toksik olmadığı belirtilmektedir (ISO 

11348/1-2-3. 2007). 

 

Aliivibrio fischeri. Toksisite Test Prosedürü.  

Microtox® .reaktifi, akut toksisiteyi belirlemek için özel olarak formüle edilmiştir. Bu nedenle toksik 

maddelere geniş konsantrasyon. aralıklarında duyarlıdır. Aliivibrio fischeri test prosedürü, temel test 

olarak uygulanmaktadır (Azur, 1997), ve suda az çözünür maddeler için adapte olmuştur. Çalışmalarda 

sıkça kullanılan ekotoksikolojik bir biyodeney olan Microtox®. akut toksisite testi, Aliivibrio fischeri 

bakterilerinin biyoluminesans ışık ölçümlerine dayalıdır (Cotou. ve ark.,. 2002).  

Microtox®. testi üretici firma tarafından belirtilen standart metotlara göre yapılmıştır. Deneyde, derin 

dondurucuda saklanan luminesent bakteri Aliivibrio fischeri test öncesinde 2 dakika süreyle su 

banyosunda tutularak oda sıcaklığına ulaşması sağlanmıştır. Reaktivasyon solüsyonu bakteriler üzerine 

dökülerek 15 dakika süre ile 15°C’de bekletilerek, bakterilerin testte kullanılabilmesi için aktive 

edilmiştir. Aliivibrio fischeri bir deniz mikroorganizması olduğu için osmolaritesinin %. 2 olması için 

analizi yapılacak çözelti numunelerinin 2.5 mL’sine 250 μg OAA (okzaloasetik asit) eklenmiştir. İlaç 

konsantrasyonları ise (1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62.50 mg/L, 31.25 mg/L, 15.625 

mg/L, 7.8125 mg/L, 3.91 mg/L) farklı konsantrasyonlarda, doğrudan örneklerin her biri için bir 

seyreltici yardımıyla başlangıçtaki konsantrasyonun test vialleri içerisinde seyrelme serileri şeklinde 

hazırlanmıştır. Hazırlanan bakterili solüsyon bir seri küvete, toksisite testinin gerçekleştirileceği ilaç 

solüsyonları bir başka seri küvete aktarılmıştır. Bakterili solüsyon içeren her bir küvet, ilaç solüsyonu 

içeren çözelti üzerine aktarılmadan önce ışık yayma şiddeti (I0) ölçülmüştür. Daha sonra, bakterili 

solüsyon, ilaç solüsyonlarını içeren çözelti küvetlerine test prosedürüne göre aktarılmıştır. Deney 15 °C. 

sıcaklık ve lüminesansı 490 nm dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. Aliivibrio fischeri bakteri 

kültürlerinin, toksik maddelerin varlığında ışık yayma özelliklerinin azalmasıyla toksisiteleri 

ölçülmüştür. Sonuçlar, 5. (I5) ve 15. (I15). dakikada ışık yayılımının. % 50’sinin kaybolduğu (EC50) 

konsantrasyon. olarak ifade edilmektedir (Gottlieb, 1976). 

Temel testten sonra çalışılan ilaçların, etki yüzdesinin hesaplanması için bir matematiksel denklem 

kullanılmıştır. % değer, I0, I5, I15 kullanılarak bilgisayar tarafından hesaplanır. 

% Değer = 100- {100 * [(fk*Ic)- It]/Ic}                                                     Eşitlik (1) 

Ic; kontrol ışık emisyonu. ve It; örneklerin (I5, I15) ışık emisyonudur. fk değeri (5 veya 15 dk) Ik/I0 oranı 

ile hesaplanır. I0 ve Ik biyoluminesans değeri sırasıyla bakteri inkübasyonundan önce ve sonraki 

değerlerdir. 
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Veri Analizi 

Belirli bir zaman periyodunda test popülasyonunun % 50’sinin etkilendiği konsantrasyona EC50 değeri 

denilmektedir. Toksisite testinden hesaplanarak elde edilen EC50 değerleri esas alınarak “Toksik Birim 

(TB)” değerleri Eşitlik (2)’de belirtilen formüle göre bulunur. Sonuçların sınıflandırılabilmesi için 

toksisite test sonuçları, “toksik birim.” olarak ifade edilmiştir. Toksik birim sonuçları Persoonee. ve ark., 

(1993), yapmış oldukları TB=0 ise “toksik değil”, 0<TB<1 aralığında ise “hafif toksik”, 1<TB<10 

aralığında “toksik” ve 11<TB<100 aralığında “çok toksik” şeklindeki sınıflandırmaya göre toksisite 

seviyeleri belirlenmiştir.  

𝑇𝐵 = [
1

𝐸𝐶50
] × 100                                  Eşitlik (2) 

 

Sonuçlar 

Çalışmada; flurbiprofen, naproksen Na, propranolol HCl, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin ve 

klindamisin ilaç etken maddelerine sahip dört farklı ilaç türünün farklı konsantrasyonlardaki numuneleri 

için Aliivibrio fischeri toksisite testi kullanılarak akut toksisiteleri belirlenmiştir.  

Farklı konsantrasyonlarda seyreltilmiş ilaç etken maddelerine maruz bırakılan Aliivibrio fischeri 

bakterilerinin Microtox® toksisite test süresine göre 5. ve 15. dakika sonunda elde edilen EC50 

değerlerine göre flurbiprofen, naproksen Na, propranolol HCl, karbamazepin, azitromisin, doksisiklin 

ve klindamisin ilaç etken maddelerine ait numunelerin hepsi için 15. dakika sonunda elde edilen EC50 

değerleri 5. dakika sonunda elde edilen EC50 değerlerinden daha düşük çıkmıştır. EC50 değerlerinin daha 

düşük çıkması toksisite ile ters orantılıdır. Buna göre, ilaç etken maddelerinin konsantrasyonlarının sabit 

kalmasına rağmen, mikroorganizmaya olan temas süresinin artması toksisitenin artmasına da sebep 

olmuştur. . Aliivibrio fischeri toksisite test sonucuna göre 5. ve 15. dakikada okunan EC50. değerleri 

(Tablo 1) ve toksik birimleri (Tablo 2) aşağıda verilmiştir.   

Tablo 1. Aliivibrio fischeri toksisite test sonuçlarına göre EC50 değerleri (mg/L). 

EC50 Azitromisin Doksisiklin Klindamisin Flurbiprofen Naproksen Na Propranolol HCl Karbamazepin 

5. dk sonunda alınan 
değerler (mg/L) 

0.24 0.16 1.06 3.97 9.61 51.7 62.5 

15. dk sonunda alınan 

değerler (mg/L) 
0.12 0.1 0.76 1.90 8.13 33.9 36.1 

 

Tablo 2. Aliivibrio fischeri toksisite testi ilaç etken maddelerine ait toksik birim(TB) değerleri.  

TB Azitromisin Doksisiklin Klindamisin Flurbiprofen Naproksen Na Propranolol HCl Karbamazepin 

5. dk sonundaki değerlere göre  417 625 94 25.1 10.4 1.9 1.5 

15. dk sonundaki değerlere göre  833 1000 132 52.4 12.2 2.9 2.7 
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Persoonee ve ark., (1993) yapmış olduğu toksik birim sınıflandırmasına göre 5. ve 15. dakika test süresi 

sonunda elde edilen toksik birim sonuçlarına göre, azitromisin ve doksisiklin etken maddeleri 

(TBazitromisin(5dk):417, TBazitromisin(15dk):833 ve TBdoksisiklin(5dk):625, TBdoksisiklin(15dk):1000) sınır değerlerin 

üzerinde toksik birimlere sahip olduğu belirlenmiştir. Klindamisin ilaç etken maddesi ise 

(TBklindamisin(5dk):94) toksik birim sınıflandırmasına göre “çok toksik” olarak tespit edilmiştir. Diğer ilaç 

etken maddeleri için toksik birim sınıflandırması yapıldığında 5. dakika için test sonuçları, flurbiprofen 

ve naproksen Na ilaç etken maddeleri “çok toksik”; propranolol HCl ve karbamazepin ilaç etken 

maddeleri ise “toksik” çıkmıştır. Aynı şekilde 15. dakika sonunda elde edilen değerlere göre toksik birim 

sınıflandırması yapıldığında 5.dakikada yapılan sınıflandırma sonuçlarının aynısı alınmıştır. 5. ve 15. 

dakika sonunda elde edilen değerlere göre yapılan toksik birim sıralaması TBdoksisiklin > TBazitromisin > 

TBklindamisin > TBflurbiprofen > TBnaproksen Na > TBpropranolol HCl> TBkarbamazepin şeklindedir. Çalışmada incelenen 

yedi ilaç etken maddesi arasında antibiyotik grubu ilaç etken maddeleri (azitromisin, doksisiklin ve 

klindamisin) ve analjezik-anti-inflamatuvar gruptan flurbiprofenin diğer ilaç etken maddelerinden daha 

toksik olduğu tespit edilmiştir.  

Tartışma  

Yapılan deneysel çalışmalar sonucunda, antibiyotik ilaç etken maddelerinin Aliivibrio fischeri 

bakterileri üzerinde “çok toksik” etki göstermesinin ve bu bileşenlerin atıksu arıtma tesisi çıkış sularında 

bulunmasının, çevre için olumsuz etkileri olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlara göre, antibiyotiklerin 

gideriminin oldukça önemli olduğu anlaşılmaktadır. Antibiyotik kullanımının gün geçtikçe artması ve 

bu farmasötiklerin insanlar ve hayvanlar tarafından kullanıldıktan sonra kısmen metabolize (yaklaşık 

olarak %30. ) olabilmeleri (Hamscher ve ark., 2006) konvansiyonel atıksu arıtma tesislerinin biyolojik 

olarak bozunamayan antibiyotik türlerinin gideriminde yetersiz olması (Rickman ve Mezyk, 2010), 

atıksu arıtma tesisi çıkış sularında antibiyotiklerin tespit edilmesinin ve bunların çeşitli akuatik türler 

üzerinde toksik etkilere.neden olduğu ve doğal ortamda bulunan bakteri popülasyonları arasında direnç 

artışına sebep olması (Le-Minh. ve ark., 2012) ve yapılan çalışmada sentetik. atıksuların toksik etki 

göstermesi, doğal çevrenin kullanılan antibiyotikler. ve diğer terapötik ilaç grupları tarafından tehdit 

altında olduğunun bir göstergesidir. Ayrıca flurbiprofen ilaç etken maddesinin “çok toksik” etki 

göstermesi literatürde yapılan çalışmalar incelendiğinde, flurbiprofene hem kimyasal yapı olarak 

benzeyen flurbiprofen gibi bir propiyonik asit türevi olan hem de aynı terapötik ilaç grubu içerisinde yer 

alan “İbuprofen” ilaç aktif bileşeninin, (Farre ve ark., 2001) yüksek bir antimikrobiyal aktivite 

potansiyeline sahip olmasından dolayı fungilerin ve Aliivibrio fischeri gibi gram-negatif bir bakterinin 

büyümesini inhibe etmesidir. Buna bağlı olarak, “flurbiprofen” ilaç etken maddesinin yüksek bir 

potansiyelde bakteri inhibisyonuna sebep olması Aliivibrio fischeri bakterisi ile yapılan toksisite testinde 

daha toksik çıkmasının nedeni olarak açıklanabilir. 

Sonuç olarak, çalışmada ilaç aktif bileşenlerinin Aliivibrio fischeri üzerinde akut toksik etkileri olduğu 

tespit edilmiştir. Bu yüzden, çevrede “iz seviyelerde” bulunan farmasötiklerin ekosistemlerdeki 

oluşumlarının insan, hayvan ve akuatik canlılar üzerinde meydana getirebilecekleri etkilerin 

ekotoksikolojik testlerle araştırılması gerekmektedir. Aliivibrio fischeri gibi akut toksisite testleri ile 

yapılan çalışmalar, deneysel hızlılık, tekrarlanabilirlik ve etkili maliyet özellikleri nedeniyle önemlidir 

(Conforti ve ark., 2008). Son olarak, mikrokirleticilerin gideriminde geleneksel atıksu arıtım 

yöntemlerinin yetersiz olduğu göz önünde bulundurulursa daha iyi giderim verimleri için ileri arıtım 

teknolojilerinin uygulanması önerilmektedir (Nas ve ark., 2017). 
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