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ONSOZ

Dunya nufusunun artmasiyla beraber site olan ititiyartmasi halk gh g
ve gida guvendi acisindan Kkaliteli sut dretimine olan ilgiyi deerbberinde
getirmistir. St icergindeki hayvansal protein, §alaktoz, vitamin ve mineraller ile

viicut fonksiyonlarini diizenlemekte ve kemikleriti gmine yardimci olmaktadir.

Antibiyotikler ciftlik hayvanlarinin tedavisi, buyielerini ve verimlerini
artirmak amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadincak bu ilaclarin uygun olmayan
sekillerde kullanimlari st ve sit trinlerinde kalinskini olusturmaktadir. Satteki
ila¢ kalintilar insanlarda alerjik reaksiyonlara s&lik problemlerine yol agmakta,
aynl zamanda fermente gidalarin kalitesinignaésine neden olmaktadir. Belirtilen
nedenlerle tuketilen sittin kalitesini ve guveniri kontrol etmek icin antibiyotik
kalintilarinin izlenmesi gerekmektedir. Bu tez galsi Afyonkarahisar Bolgesi'nde
tuketime sunulan gi sutlerde beta-laktam grubu antibiyotiklerin kalentini
aragtirmak ve halk sgligi acisindan bir risk okurup olgturmadgini belirlemek

amaciyla gercekbgrildi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
HPLC Yuksek performansli sivi kromotografisi
g gram

mi mililitre

ng nanogram

nm nanometre

Mg mikrogram

pl mikrolitre
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1. GIiRIS

Sut hayvancifiinda hastaliklarin tedavisinde siklikla ve prospekt
bilgilerine bakilmadan ya da prospektis bilgileringyulmadan kullanilan
antibiyotikler,  sutteki veteriner ilag kalintilarm gordlmesinin  6nemli
nedenlerindendir. Bu durumda sttteki ila¢c kalimtjlalerjik reaksiyonlar ya da
kanserojen etki gibi der uzun vadeli sk sorunlarini beraberinde getirmektedir.
Ayrica, antibiyotik kalintilarina uzun sire marualrkak, ilaca kan direncli
bakterilerin argina da sebep olmaktadir. Bu nedenle tiketilen sgtiwenilirligini
kontrol etmek icin antibiyotik kalintilarinin izlemesi 6nem tgil etmektedir.
Maksimum kalinti seviyelerinin altindaki tum ila@lkntilarini belirlemeye yonelik
olarak yapilan izleme programlarinda spesifik, hassve guvenilir analiz

yontemlerinin kullaniimasi gereklidir (Sarag, 2015)

Antibiyotik kalintilarinin  belirlenmesinde gdi tekniklerden yararlanilir.
Bircok antibiyotgin (sutlfonamitler, tetrasiklinler, beta-laktam, maliler,
amfenikol, streptomisin ve aminoglikozitler) tespdilmesinde Charm Il testi yaygin
olarak kullaniimgtir (Bogdanov, 2003; Morlot ve Beaune, 2003). Sdtarga ise
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) anatizigiksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC) ve likit kromotografisi kitlspektroskopisi gibi analitik
cihazlarla sut ve der kaynaklardan antibiyotik kalintisinin belirlersimele
yararlaniimaktadir. Bu yapilan ¢ahada, tuketici sgigini ilgilendiren antibiyotik
kalintilarindan beta-laktam tlrevi antibiyotik kali varliginin olup olmadiinin,
varsa hangi dizeylerde olglunun ortaya konmasi amaciyla Afyonkarahisar

Bdlgesi’nden toplanan sitlerde gtralmasi gerceklgirilmi stir.

1.1 Kalinti Olgusu

Hayvanlarda hastaliklarin gitimi, 6nlenmesi ve kontrolu ile gginenin

hizlandirilmasi amaciyla goudan veya dolayli olarak (yem ya da suya katilarak



uygulanan ila¢g ve d@er kimyasal maddelerin kullaniimalarini takibensibedeeri
tastyan doku ve organlar ile bunlardan elde edilenribexxle (et, sut, bal, yumurta
gibi) biriken veya depolanan giemems metabolitler ve parcalanma drtnleri,
serbest veya Igh haldeki madde kalinti olarak tanimlanir (WHO,889 Kaya ve
Unsal, 2000). Kalintilar kendi icerisinde toplanmika, belirte¢ kalinti, bg kalinti,
ekstre edilebilir kalinti, ekstrakte edilemeyenikalve biyoyararlanilabilir kalinti
olarak siniflandirilirlar (Yavuz, 1994; Kaya ve @h<2000).

Besinlerde kalintt halinde bulunan bir ilag veyamkasal maddenin,
tuketicilerin sgligr Uzerinde hicbir olumsuz etkisi olmaksizinsga boyunca ve
gunluk olarak alinabilir miktari kabul edilebilitiglik alim olarak tanimlanir (Kaya
ve Unsal, 2000). Bir ilag veya kimyasal maddeniisan ya da hayvanlar tarafindan
tiketilene (veya hayvanlar kesilene) kadar, beswvidga yemlerde bulunmasina izin
verilen en fazla miktari veya ganlugu da tolerans diizeyi olarak tanimlanir (Kaya
ve Unsal, 2000).

Besin dgeri olan hayvanlara en son ila¢c uygulamasindan asoayni
hayvanlardan elde edilen sit, et ve yumurta gifini@rin, ila¢ kalintilarinin insan
saligl acisindan timuyle sakincasiz dizeylere inmesagarkbekletiimelerinin 6n
goriildigi en kisa bekletme siiresine yasal arinma siireai. diagla ilgili bir kayit
yoksa, kanatli ve memeliler icin kesim 6ncesi bekke suresi gecici olarak 28 gun,
yumurta ve sit icin galtim suresince ve galtimi izleyen 7 ginduir. Baliklarda ise
avlanmama stiresi 500 derece gun birimi ortam eibiitinerek belirlenmektedir
(Kaya ve Unsal, 2000).

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotik terimi, kisaca bakterilerin Gremelerimhibe eden veya onlari 6ldiren
maddeler olarak tanimlanabilir. GUnimuzde antibikjetin cogunun sentetik ya da
yari-sentetik yontemlerle elde edilmesi mumkin @lchdan, antibiyotik terimi
tedavide kullanilan kemoterapotik ve antibiyotikatisindeki maddeler icin genel bir
ad olarak kullanilir (Kaya, 2007).



Antibiyotikler etki mekanizmalarina ve kimyasal y@apna gore
siniflandinimaktadir. Etki mekanizmalarina goretilaigotikler asagidaki sekilde

gruplandiriimaktadir (Kaya, 2007).
1) Hucre duvari sentezini engelleyenler (peniglinsefalosporinler)

2) Protein sentezini engelleyenler (makrolitler, irmglikozitler, tetrasiklinler,

linkozamitler, kloramfenikol)

3) Nukleik asitlere etki edenler (ofloksasin, sijwksasin, norfloksasin ve

levofloksasin)

4) Intermediyer metabolizmayi bozanlar (silfonamitigilfonlar, trimetoprim,
paraaminosalisilik asit, izoniazit, etambutol) (€a2007).

1.2.1. Beta-laktamlar

Yapilarinda birisi azot, ¢t karbon atomundarsatu4 Gyeli bir halka (beta-laktam
halka) bulunan ilaglar beta-laktam antibiyotiklefarak bilinirler. Bu halkaya
baglanan grup veya halkali yapiSdkil 1) veya bunun elemanlarina gore
siniflandirilirlar (Kaya, 2007).

Sekil 1. Beta-laktam antibiyotiklerin molekdler yapilaloi@imi ve ark., 2013)
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1.2.1.1. Penisilinler

P. notatumve P. chyrsogenunmantarlarindan elde edilen penisilinler en geni
kullanim alani bulan beta-laktam antibiyotikler sarala yer almaktadir. Tdm
penisilin cgitleri 6 amino penisillanik asit (6-APA)’'den turerl Bakterilere kar
etkinlik icin bu yapinin korunmasi gereklidir. Bapinin beta-laktamazlar tarafindan
acilmasiyla olgan penisilloik asit vicutta proteinlerle bgérek antijenik 6zellik

gosterir ve ilag alerjisinigekillenmesinde rol alir (Kaya, 2007).

Penisilinler; benzilpenisilin ve tuzlari (penisiliG, prokain penisin G),
fenoksipenisilinler (penisilin V, propisillin), pe&ilinaza dayanikli penisilinler
(Nafsilin, kloksasilin, oksasilin), Amino(benzil)pesinler (ampisilin, amoksisilin,
metampisilin), Karbenilisinler (karbenisilin, tikglin), Asilamino(Ureido)penisinler
(azlosilin, mezlosilin), piperazin penisilinler farasilin), etkisi guclendirilngi
penisilinler (klavulanik asit-amoksisillin, sulbakh-ampisillin) ve dier penisilinler
(mesillinam) olmak tzere 9 alt grupta incelenifi€aya, 2007).

1.2.1.2. Sefalosporinler

Cephalosporium acremoniuktltirlerinden elde edilen sefalosporinler betedan
halkasi ve buna kaysais dihidrothiazin halkasindan ibaret olan 7-
aminosefalosporanik asit (7-ASA)’den yapigtm. Penisilinler gibi sefalosporinlerde
de bakterilere kar etkinlik icin bu yapinin korunmasi gereklidir. Buupta 1. nesil
(sefaleksin, sefazolin, sefradin), 2. nesil (sedgkkefuroksim, sefotiam), 3. nesil
(sefoperazon, sefotaksim, seftiofur) ve 4. nesfl{sinom, sefepim) olmak tzere 4
grupta incelenirler. Bu grup ilacglarin etki spekidari daha gesiolup, 3. nesil
gruplarin etki spektrumlari pseudomonaslari da &agaktadir (Kaya, 2007).



1.2.1.3. Dger beta-laktam ilaglar

Bu grupta monobaktamlar (aztreonam) ve karbapemefimepenem, meropenem)
bulunur. Yapi yonunden giér beta-laktamlardan ayridirlar ve bu ilaclarin gikcleri
ve beta-laktamazlara duyarliliklarida farkhlik ggrsnektedir (Kaya, 2007).

1.3. 1lag Kalintilarinin Neden Olabilecesi Olumsuzluklar

1.3.1. Ilag alerjisi

Kalinti halinde alinan bircok ilac Bgiklik sistemini uyararak alerjik tepkimeye yol
acabilir. Orngin, penisilinler ¢ok kiicuk miktarlarda bile alerjilepkime sonucu
O0lume neden olabilirler. Benzeekilde, kloramfenikol alerjik tepkime ile kemik
iligini baskir altina alabilir. Bu nedenle, ulkemiz dehd, birgok ulkede
kloramfenikollin gida temini icin yatirilen hayvanlarda kullaniimasi yasaklagtm
(Kaya ve Unsal, 2000; Yarsan, 2012).

1.3.2. Farmakolojik etki

Gidalarda kalinti halinde bulunan bazi etkin magidehayvanlarin kesim 6ncesi
bekletme slresine uyulmadan kesilmeleri durumurdagidalarin tiketilmesiyle
insanlarda istenmeyen etkilere neden olabilmektddi®0’da Fransa’da klenbuterol
kalintisi iceren @irlarin  karaggerini yiyen 22 kside bdyle bir durumla
karsilasiimistir (Pulce ve ark., 1991).

1.3.3. Karsinojenik etki

Karsinojenik etkiye sahip madde kalintilari ile duk gidalarin uzun sireyle

tuketilmesi canlhlar icin gaik tehlikesi olgtururlar. Karsinojenik etkiye sahip bazi



maddelere 6rnek olarak; kloramfenikol, nitrofuranlaimidazol bilgikler
(metronidazol, ronidazol gibi), bazi silfonamitlerjstolaiya turleri, kokisin, bazi
agri kesiciler (ksilazin gibi) ve bazi pestisitler giérilebilir (Kaya ve Unsal, 2000;
Yarsan, 2012).

1.3.4. Gida endustrisi

Antibiyotik kalintilan ile kontamine sutlerin tekfojik olarak glenmesi (y@urt,
peynir yapimi gibi) sirasinda ciddi sikintilar gdacikar. Bazi antibiyotikler stte
gecerek bir yandan tuketicig@gzini olumsuz yonde etkileyebilecek gdr yandan da
sutteki bakteri kultirini baskilayabilecek miktadia gtinlerce sitte bulunabilirler.
Ayrica, antibiyotik kalintisi ihtiva eden hayvantaetleri sucuk ve benzeri Uriinlerin
hazirlanmasina (nitrat rediktaz gibi enzimlerinirdiginin engellenmesi) uygun
degildir (Yarsan, 2012).

1.3.5. Direncli suslarin ortaya ¢ikmasi

Gidalarda (et, sut gibi) kalinti halinde bulunaril@gotiklerin bakterilerde direncli
sularin ortaya ¢ikmasina yol acabilgc&abul edilmektedir. Ayrica, bu tir ilaclarla
kirli gidalar tiketicilerde daha sik geldette gida zehirlenmelerine sebep olabilirler;
bununda direncli bakteri skarindan ileri geldii saniimaktadir (Kaya ve Unsal,
2000; Yarsan, 2012).

1.3.6. Cinsiyet 0zeliklerinin degismesi

Anabolik etkili maddelerle kontamine gidalarin uziire tiketilmeleriyle insanlarda
cinsiyet 6zelliklerinde dasikliklere yol acabilecekleri kabul edilir. Hayvamta

uygulama hatasi veya zorunlu kesim yapilmasi dwuxurhiari¢, boyle bir kullanimla
hayvansal gidalarda bulunan ilag kalintisinin mmiktansanlarda cinsiyet



ozelliklerinde dgisiklige yol acabilecek olglide yuksek gldir (Kaya ve Unsal,
2000; Yarsan, 2012)

1.3.7. Sindirim kanali bakteri toplulu gunun degismesi

Gidalardaki antibiyotik kalintilar insanlarin desaklarindaki bakteri toplugiu
(400’den fazla tur vardir; bunlarin > %90 obligateeobik 30 tirde “bilhassa
Bacteroides, = Fusobacterium, Eubacterium, Clostndiu Ruminococcus,
Peptostreptococcus, Peptococaimak tGizere” bulunur) arasindaki ekolojik dengeyi
bozabilir. Kalinti halinde en cok 1,5 mg/60 kg fgan miktarda antibiyotik
alinmasina izin verilmektedir. Bu miktar bir insarginde 1,5 kg gida tuketegel

kg gidada bulunacak 1 mg antibiyotgin de mikrobiyolojik bir zararinin olmayaga
esasina dayanir. Antibiyotiklerin kabul edilebgjiinlik alim miktarlari ve tolerans

dizeylerinin belirlenmesinde bu durum da goz éralmenaktadir (Yarsan, 2012).

1.3.8. Sutlerde Antibiyotik Kalintilar

Sut hayvani vyettiricili ginde sistemik hastaliklara ve mastitise skailaglarin
kullanimi sonucu, ilagtan arinma siresi doneminddesle yiksek miktarda
antibiyotik kalintisi izlenmektedir. Ozellikle ¢dcuve bebeklerin beslenmesinde
onemli yeri olan sutte antibiyotik kalintilarininamgl zehirlenmelere neden
olabilmektedir. Sindirim kanalindan hizla emilerrasiklinlerin kemik dokuya ve
sinir sistemine birikkme @limi gostermesi sonucu blyumede gecikmeye,
yetiskinlerde ise sinirsel bozukluklara ve immunotoksige sebep olabilmektedir
(Sanh ve ark., 1991).

Antibiyotik kalintisi iceren sutlerdeki kalinti, gdan slemlerle (kaynatma
veya pastorizasyorslemleriyle) ortadan kaldirilamamaktadir. St ve nledindeki
ilac kalintilarinin  yikimlanmasi veya azalmasi jcimzun sireli kaynatma

islemlerinin uygulanmasi da besinsegeterin kaybina (protein ve vitaminlerde



yikimlanmaya) neden olagadan gecerli yontemler olarak gexlendiriimemektedir
(Gecger, 2006).

Ispanya’da yapilan bir cainaya (Cristina ve ark., 2010) gore, 90 adet inek
sutd, 65 adet buyik bdayvan etinde makrolit antibiyotik kalintilari araistir. Bu
calismanin sonucuna goére 90 sut dgnmen 44’Gnde tilmikosin, tylosin, spiramisin,
linkomisin antibiyotik kalintisi tespit edilrtir.

Cin'de yapilan capmada (Han ve ark., 2013) ise, 25 farjhirden, cgtli
marketlerden 180 adet UHT sit numuneleri toplanrantibiyotik kalintilari
arggtinimistir. Bu calgmaya gore; tetrasikliler hari¢ sulfamethazin, s@idfmit ve
kinolon antibiyotik seviyelerinin yiksek olgu belirlenmitir.

Hirvatistan’da yapilan bir ¢almaya gore (Nina ve ark., 2011) 3 yil boyunca
toplamda 1259 adet pastorize edilmgnsitierde mikrobiyal ve immunoasay
yontemle cgitli antibiyotikler (kloramfenikol, penisilin, teasiklin, silfonamit, beta-
laktam, kinolonlar) argiriimigtir. Mikrobiyal taramaya gore; 36 Ornekte pozitif
sonug, immunoassay yontemle de bir pozitif sonudmegtir. HPLC metoduyla
yapilan d@rulamalarda, maksimimum kalinti limitinin Gzerindatibiyotik kalintisi
(12 pg/kg penisilin, 19 ug/kg amoksisilin ve 1671ug/kg tetrasiklin olarak)

belirlenmitir.

Turkiye'de de sitteki antibiyotik kalintilarini béémede cgitli calismalar
yapiimstir. Tarim ve Koylsleri Bakanlgi’nin koordinatorligiinde csitli illerde
bulunan Kontrol ve Arglirma Enstitiisii ilell Kontrol Laboratuvarlari tarafindan
yuratulen gidalarda veteriner ilag kalinti dizeyier belirlenmesine yonelik
calsmada 3084 sit oOrgede penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol kalirdr
incelenmg olup sitlerin 377’sinde (%12) pozitif bulguya tastimistir (Anonim,
2005). Tanm ve Koysleri Bakanlg tarafindan yapilan izleme plani gergevesinde
yapilan bazi analizlere gére, 2000 yilinda sit Klevein % 24’Unde beta-laktam ve
% 8’inde sulfonamit icerg bildirilmi stir. 2003 yilinda yapilan izleme planina gore
ise 194 sit orngnin 21 tanesinde, 2004 yilindaki analiz sonuclkagire ise 185 st
ornesinin % 14'Unde beta-laktam kalintisi bulurgdu tespit edilmgtir (Anonim,
2005).



Ankara piyasasinda satilan 10@ @ut, 50 pastorize sut, 50 adet UHT sut
olmak Uzere toplam 200 sut opmede antibiyotik kalintisinin asarildigr bir
calismada, sitlerin % 5,5’'inde penisilin yoninden péziilgular elde edilngiir
(Ceyhan ve Bozkurt,1987).

Bir diger argtirmada; Konya'da faaliyet gosterensigk mandira ve st
isletmelerinden getirilen 50 adetgcsut drnginde HPLC yontemi ile penisilin G,
ampisilin ve penisilin V kalintilari agariimis, analizlerin sonucunda 6 stit 6gnmede

antibiyotik kalintisinin oldgu belirlenmgtir (Demet ve ark., 1992).

Bursa ve cevresindeki gisttlerde antibiyotik kalinti vagini belirlenmesi
amaciyla 150 @ sut orngi agar ve interest yontemiyle incelemisutlerin %
18'sinde penisilin, % 7,3'Unlin de tetrasiklin yod@ém pozitif oldgu rapor

edilmistir (Dokuzlu ve Tayyar, 2001).

Yapilan bu argtirmada en onemli hayvansal uriin olan sutlerdebsyatiik
kalintisi varlginin izlenmesi amaclandi. Bu amagcla, AfyonkarahBdigesi'nde sut
hayvancilgl yapilan gletmelerden tiketime sunulan 80 adeg gt 6rnginde
ELISA yontemi kullanilarak beta-laktam grubu angitik kalinti varlgi arastirildi.
Boylece elde edilen verilerle tuketici @g&ina yonelik olumlu ya da olumsuz
etkilerin gorulmesi ile yapilan veya yapilacak mk programlarina yonelik ilave

bilgilerin eldesi gercekigirildi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GERECLER

ELISA ticari kiti (Randox Ingiltere- Lot No: 348898)
ELISA okuyucu (Thermo Scientific Multiskan Go)
Mikropipet (Thermo Scientific)

Santriftjj cihazi (NUve NF 1000 R)

Falkon deney tupleri (Isolab)

Pipet ucu-filtreli (Axygen)

Ependorf tip (Isolab)

Kurutma Kadi (Isotherm)

2.2. YONTEM

2.2.1. Sut numunelerinin toplanmasi

Bu calsmada Afyonkarahisar Bolgesi'nde tiketime sunulansgitlerde beta-laktam
tirevi antibiyotik kalintilari argdurildi. Bu amacla bélgenin g#i yerlerinde sut
hayvancilgl yapilan gletmelerden (Tablo 1) 2015 yilhgAistos-Ekim aylari arasinda
saggim sonrasi toplamda 80 adet inek siitii numunesanoplisletmelerden plastik
tuplere alinan sutler hemen laboratuvara getisilelianalizler yapilincaya kadar -20
°C de muhafaza edildi. Analizler Kasim ay! icerirgercekigirildi.
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Tablo 1. St numunelerinin aling ilce ve merkezler

Numune alinan ilge

Numune alinan merkezler

il Merkezi

Sinanpasa

Cay

ihsaniye

Suhut

Evciler

Cayirba, Cikrik, Gebeceler, Fethibey,
Erkmen, Susuz, Cukurkdy, Saraydizu,
Karsilyaka, Sahipata, Nuribey, Sulln,
Degirmendere, Sulumenli, Buyukkalecik
Beyyazi,

Akoren, Cobanozu, Garipce, Saraycik,
Tinaztepe

Cayirpinar, Karacadren, Deresinek,
Bahcelievler, Gécen

Gazligol, Karacaahmet, Ayazini,
Cumali, D@er, Orhanli

Kogyatgsl, Senir, Talica, Isal

Altinova, Kayalik

2.2.2. Numunelerin analize hazirlanmasi

Deney tiplne 5 ml alinan st 6gnesantriflj cihazina yerkgirilerek 2000 devirde

15 dakika santrifj yapildi. Santrifilj sonrasi tigerisinde Ustte toplanan st

serumunun y& uzaklgtirllarak, temiz serum orge elde edildi. Santriflj slemi

sonrasi Ust kisimdan alinan sipernetant angiminde kullanildi.
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2.2.3. ELISA Testi

Hayvansal urlnlerde etkin bir kalinti izlemesi igarama analizlerinin kullanimi
zorunludur. Bu konudaki yaygin uygulama ELISA ilapylan uygulamadir. Bu
teknoloji, hedef molekile 6zel ggirilmis antikorlarin kullaniimasindan dolayi
yiuksek spesifiteye sahiptir ve son derece hassasasoyla karekterizedir.
Spesifiteden dolayr hem analiz sonuglarinin guwéigl yiksek, hem de gorece
kolay numune hazirlama proseddrleri icermelerindi@ayi kisa zamanda ¢ok sayida
numunenin farkl ila¢ kalintilari icin analizini mikin kilmaktadir §enyuva ve
Gilbert, 2015).

Yapilan analizin prensibine gmilenecek olunursa; yamali ELISA olup
genellikle antijen varfiini géstermek icin kullanilan bir yontemdir. Aranantijene
0zgul antikor kati faza gganmstir. Enzimle saretli antijen ve test edilecek antijen
(klinik 6rnek) kati fazdaki antikora ayni zamanddeair ve her iki antijenin de
antikordaki bglanma bolgeleri yasmasi amaciyla inkube ediliinkubasyondan
sonra yikanarak anmams antijenler uzaklgiriir ve enzim substrati konarak
inkube edilir. Bglanmi enzim substratla reaksiyona girerek renkstlwr ve

spektrofotometrede absorbans okurienyuva ve Gilbert, 2015).
ELISA icin yapilan glemler sirasiyla;

e ELISA pleyti analiz g§lemi oOncesi bir saat oda isisinda bekletildi ve

tzerindeki koruyucu plakasi ¢ikarildi.

* ELISA pleytinin kuyucuklarina 50 pl standartlar i pl 6rnekler ilave
edildi. Hepsinin tzerlerine 75 ul konjugat ilavegrceklatirildi. Pleyt bir

saat oda isisinda karanlik bir ortamda bekletildi.

* Sire sonunda pleyt 6 kez yikama solusyonuyla yikeegikama solusyonun

pleytten uzaklgtiriimasi sglandi

* Yikama glemi sonunda 125 pl one shot substrat soltisyoninkdiuyucuklara
ilave edildi ve 20 dakika oda isisinda karanlilaortia bekletildi.
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e Bu igslem sonunda 100 pl durdurma soltsyonu ilave edddigamada mavi
renk olgumu sariya domgii. Bu olgan rengin absorbansi ELISA

okuyucusunda 450 nm’de okundu.

Konsantrasyonlari belirli standartlara gaokunan absorbanslar temel alinarak bir
egri elde edildi. Sonrasinda numunelerin vérdibsorbanslar bugeiden elde edilen
formile konarak karligi olan konsantrasyonlar elde edildi. Bunun sonuauelde
edilen verilerin dgerlendirmeleri yapildi. Kullanimina izin verilenadlar igin
gelistirilen ELISA kitlerindeki tespit limitleri maksimm kalinti dgerlerinin altinda
belirlenmitir. Tespit limiti ng/ml (ppb) olarak belirlendi.da-laktam ELISA kitinin

bilesikleri ve verdgi capraz reaktivitesi Tablo 2'de verilgtir.

Tablo 2. Beta-laktam ELISA kitinin bilgkleri ve capraz reaktivitesi

Bilesik Capraz reaktivite (%)
Nafsilin 144
Ampisilin 100
Amoksisilin 94
Piperasilin 92
Azlosilin 89
Kloksasilin 69
Penisilin G 56
Dikloksasilin 52
Oksasilin 51
Metampisilin 30
Pensilin V 22
Karbenisilin

Tikarsilin

Sefalosporinler <0.01
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3. BULGULAR

Analiz sonunda standartlara kaokunan absorbans gkrleri elestirildi ve Sekil
2’'de gorilen konsantrasyon-absorbapsse elde edildi. Eriden yararlanilarak elde
edilen denklem Uzerinde numune absorbanslaringlikagelen konsantrasyonlar

belirlendi.

Sekil 2. Beta-laktam standart-konsantrasy@ns

Konsantrasyon (x)

50
43 y = 2267,9x%- 2233,6x7 + 740,98k - 82,392
40 R>=0,9987 /
35 /.
30 /; + Konsantrasyon (x}
25 /
20 / Polinom.
15 (Konsantrasyon (x))
10

5

O T T T 1

Q0,000 0,200 0,400 0,500 0,800

Seksen sit organde belirlenen beta-laktam kalinti dgm araliklari ve sonug veren
ornek sayisi Tablo 3'de verilgtir. Bu sonugclar incelengdinde 38 numunenin kalinti
icermedgi, 35 orngin maksimum kalinti limitleri igerisinde ve 7 nunmemn ise 3

ppb’nin Uzerinde fakat 30 ppb’nin altinda kaligeidigi tespit edildi. Toplam analiz

ornesi sayisina gore antibiyotikle kirlenme orani % 8plérak belirlendi.

Tablo 3. Sit numunelerindeki beta-laktam antibiyotik kalchiizeyleri

Konsantrasyon (ppb) Pozitif numune sayisi (n: 80)
0 38
0,1-0,5 19
05-1
1-3

>3




15

4. TARTI SMA

Hayvansal Urlnlerde saptanan ila¢ kalintilarinketigi sali g1 acisindan istenmeyen
etkiler (alerji, kanser gibi) meydana getirmeleenddolayi, bu Grinlerde kalint
analizlerinin  yapilmasi giderek ©6nem kazagtmu Gidalarin antibiyotik
kalintilarindan arindiriimasi igin gereken yasakléene siresi, ilagla tedavinin
kesilmesi ve gidalarda bulunmasina izin verilenirkalmiktarlarinin sinirlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan anamalar gida guvergi ve tiketici sglig
acisindan 6nem gamaktadir (Temamgullari ve Kaya, 2010). Bundan dolay! yapilan
bu calsmada da sitlerde beta-laktam antibiyotik kalintlar varlgl aratirildi ve
tuketici sgligl acisindan 6nemi g@erlendirildi. Ayrica cagmada kullanilan yénteme
ve analiz sonuclarina ¢kin verilerin benzeri yontemler ve sonuclarla

karsilastirilmasi gerceklgirildi.

Yapilan calgmada, Afyonkarahisar bolgesinde tiketime sunul@&nsgilerde
beta-laktam antibiyotik kalinti vagh ELISA yontemiyle argtirildi. Analiz
sonucunda 80 st orgieicerisinden 38 numunede kalinti v@rligorilmezken, 35
numunede dgsen konsantrasyonlarda ve bulunmasina izin verilesksimum
kalinti limitleri icerisinde beta-laktam antibiyltkalinti varlgi tespit edildi. Ayrica

7 sut érnginde maksimum kalinti limitlerinin tGzerinde kalimiiktari tespit edildi.

Sanliurfa bolgesinde tuketilen st o6rneklerinde Hakdam kalintilarinin
kalitatif olarak arsgtinldigi bir calsmada; 300 sut Orgein 64°'Unun beta-laktam
antibiyotik kalintisi, 32’sinin antimikrobiyel akfiteye sahip dier kalintilari igerdii
belirtiimistir (Ardic ve Durmaz, 2006).

Temamg@ullari ve Kaya (2010) yaptiklari cetnada, 120 @ sut ve 7 ticari
firmadan sglanan 120 pastdrize sutten gdn toplam 240 adet 6rnekte ampisilin,
amoksisilin, danofloksasin, enrofloksasin, eritreimj florfenikol ve kloksasilin
kalinti analizi gercekkgirmistir. Kalinti analizlerindelTK ve mikrobiyolojik disk

difizyon tekngine dayali biyootografik [TK/Biyootografik) yontem kullanilnstir.
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Sonuclara gore 1 pastorize sut @nede ampisilin kalintisina rastlanilghr. 239
ornekte hicbir antibiyotik kalintisi belirlenmegtir.

Ergin-Kaya ve Filazi (2010) Ankara’da satilang csit ve pastorize st
drnlerinde antibiyotik kalintilarini ag@rdiklari calgmada toplam 240 adet sut
ornesini toplamslar ve penisilin G, oksitetrasiklin, gentamisinfegtomisin ve
neomisin yonunden analiz etyl@rdir. Pastorize sut orneklerinin 1'inde 15Qg/L
oksitetrasiklin, 1'inde 33,pg/L penisilin G ve 1 adet gistt ornginde 7688,4ug/L
neomisin tespit edilmi ve bu konsantrasyonlarin Turkiye ve Avrupa Birli
ulkelerinde sutlerde bulunmasina izin verilen miadsn kalinti limitlerinin tGstliinde

oldugunu belirtmglerdir.

Farkli prensiplere dayal 3 farkli antibiyotik tdstinin performanslarinin beta-
laktam grubu antibiyotiklerden penisilin G, ampisjlamoksisilin ve kloksasilin ile
yapay olarak kontamine edilgn¢ig st drneklerinde derlendirildigi bir ¢alismada;
HPLC metodu ile metot tespit limitlerinin, ampisiligin 8 ng/kg, amoksisilin i¢in 8
ug/kg; penisilin G icin 6ug/kg ve kloksasilin icin 11ug/kg olarak belirlendgi
bildirilmi stir. Calismada, kromatografik metot ile elde edilen tespmitierinin,
ampisilin, amoksisilin ve penisilin G icin Turkiyee Avrupa Birligi maksimum
kalinti limitlerinin Gzerinde saptanglibelirtiimistir (Torlak ve ark., 2012).

Ulkemizde 7 ticari firma ve 9 ayri sutculik birindien elde edilen 75 give 14
pastérize toplam 89 sut oOrFiade kloramfenikol kalintisi yoninden yapilan
calismada,ITK/Biyootografik yontemle 6 sut orgade 0,8-1,6 ppm ygunlugunda
kloramfenikol kalintisi bulunmgur (Sanl ve ark., 1991).

Bursa ve c¢evresinde toplanan 150 adgtséit 6rnginde yapilan bir cagmada,
intertest yontemi kullanilarak sut orneklerinin iBde kloramfenikol kalintisina
rastlaniimgtir (Dokuzlu ve Tayyar, 2000). Benzesekilde, Konya'da faaliyet
gosteren c¢gtli mandiralardan toplanan 61 sut ¢gimele HPLC ile kloramfenikol
yoninden yaptiklari ¢gimada, 28 sut Orende kloramfenikol kalintisi
belirlenmitir (Demet ve ark., 1992).
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Ankara ve cevresinde sutgsciligi yapilan kamu ve 0Ozel sektbre ait
isletmelerden sdanan 444 @ ve pastOrize sUt orgmde intertest ve Uclu plak
testleriyle kloramfenikol kalintisi yoninden yamlaalsmada, intertest yontemiyle
78 pozitif (% 17,56), 65upheli (% 14,63), 301 negatif (% 67,78, subtilisile
yapilan 3’lU plak yontemiyle 24 (% 5,40) pozitif stipheli (% 0,22), 419 (% 94,36)
negatif sonug belirlenngir (Onal ve ark., 1993).

Tark Gida Kodeksinde “Hayvansal Gidalarda Bulured@k Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandiriimasi ve Maksimum Kath Limitleri Yonetmelgi” ne
gbre maksimum kalinti limitleri beta-laktam grulaciardan sutte bulunabilecek
penisilin tdrevi ilaglardan ampisilin, amoksisilienzilpenisilin icin 3 ppb,
kloksasilin, dikloksasilin, nafsilin ve oksasilicin 30 ppb olarak belirlenmstir.
Sefalosporinler icin genel olarak sitte ortalamapp® maksimum kalinti limiti
belirlenmgtir (TGK, 2007). Yapilan ¢cajmada elde edilen veriler incelegigide 7
numunenin 3 ppb duzeyinin Uzerinde tespit edilolup, beta-laktam antibiyotikler
yoninden sitlerde bulunmasina izin verilen maksinkatmti limitlerinin Gzerinde
oldugu tespit edildi. Bu durum antibiyotik verilgjnihayvanlardan gerekli arinma

suresi dolmadan elde edilen sutlerin tiketime gagiilseklinde dgerlendirilebilir.
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5. SONUC ve ONERLER

Gunumuz hayvancginda antimikrobiyel ilaclar, tedavi, hastaliklardesrunmak ve
gelismeyi hizlandirici amagla kullaniimaktaditac ve dger maddelerin istenen
etkilerinin yani sira, 0zellikle halk giagi acisindan da risk geyabilecekleri goz ardi
edilmemelidir. Bu risklerden de en 6nemlisi, bu nheldrin kalintilaridir. Ozellikle
de bu durum karsinojenik, teratojenik veya mutdeizellige sahip ila¢ ve kimyasal
maddeler icin gecerlidir. Ayni zamanda kalinti ewer Grlinleri tiketenlerde,
bunlardan kaynaklanan hastaliklarda (ila¢ alerjisindirim sistemi bakteri
toplulugunun inhibe edilmesi gibi) s6z konusu olabilmekte8ionug olarak insan ve
diger canlilarin sgigi da g6z o©ndnde bulundurularak, ilaglarin hayvanlar
uygulanmalarini takiben kesim dncesi bekletme siired dikkat edilmeli, bélgedeki
yetistiricilerin ve bunun ticaretiyle grasanlarin bilinglendirilmesi ve duzenli bir
sekilde hayvanlardan Ornekler alinarak ilgili kur@mkarafindan hizli ve kontrolll

bir tarama ve tespitliemlerinin titizlikle yapiimasi gerekgi sonucuna varilngtir.
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OZET

Afyonkarahisar bélgesinden toplanan g sutlerde beta-laktam grubu

antibiyotik kalinti varli ginin arastiriimasi

Hayvanlarda tedavi edici, koruyucu ve benzeri aaréglkullanilan antibiyotikler bu
hayvanlardan elde edilen gidalarda kalinti birdkadktedir. Antibiyotik kalintilari
bakimindan ¢ st yiksek risk icermektedir. Boyle gidalarin misa tarafindan
tuketimi ise ciddi sgik sorunlarina neden olabilmektedir. Bu amagla,
Afyonkarahisar bdlgesinden toplanan 8® @it orngi beta-laktam antibiyotik
kalinti varlgl bakimindan ELISA yontemiyle analiz edildi. Yamlaanalizler
neticesinde 38 or@n beta-laktam grubu antibiyotik kalintisi icerm@diB5 6rnein
degisen konsantrasyonlarda ve bulunmasina izin verilaksimum kalinti limitleri
icerisinde ve 7 numunenin ise maksimum kalinti timm Uzerinde beta-laktam
antibiyotik kalintisi icerdii tespit edildi. Sonug¢ olarak, &isttlerde saptanan
degerlerin nispeten yiksek olmasinin antibiyotik verg hayvanlardan gerekli

arinma suresi gecmeden sutlerin tiketime vejilgeklinde dgerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, beta-laktam, kalinti, stt
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SUMMARY

Investigation of beta-lactam antibiotic residues irraw milk obtained from

Afyonkarahisar Province

Antibiotics usage for treating, protective and $ampurposes of animals may cause
residue in foods of animal origin. Raw milk hastigsk in terms of antibiotics
residue. The consumption of such foods can caugmisehealth problems in human.
For this purpose, 80 raw milk samples were coltkétem Afyonkarahisar province
and analysed for beta-lactam antibiotics by medrsL&SA. The result of analyses
showed that 38 samples did not contain beta-lactsitlue, 35 samples contained
different concentration and acceptable maximundresiimits of beta-lactam and 7
samples contained high level of residue which igarthan acceptable maximum
residue limits. In conclusion, relatively high léwé residue in raw milk showed that
milk is offered for human consumption without taim into consideration of

withdrawal time.

Key words: Antibiotic, beta-lactam, residue, milk
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