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OZET

Bu tez ¢alismasinda Burdur il merkezindeki mezbahalardan toplanan 88 adet
sigir etinde florfenikol ve 86 adet sigir etinde siilfonamid kalinti varliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 100 gr et Ornekleri toplanarak ELISA
yontemi kullanilarak florfenikol ve siilfonamid kalinti analizleri yapildi. Ayrica
alinan tiim 6rneklerin hangi hayvanlara ait oldugu kayit altina alindi. Sonug olarak 3
adet ornekte florfenikol ve 3 adet Ornekte ise siilfonamid kalintisi tespit edildi.
Kalint1 tespit edilen etlerdeki florfenikol ve siilfonamid konsantrasyonlari izin verilen
maksimum kalinti limitlerinin altinda oldugu tespit edildi. Incelenen diger 85 adet
florfenikol ve 83 adet siilfonamid numunesinde kalintiya rastlanmadi. Dolayisiyla
tiketime sunulan ve analizi yapilan oOrneklerde florfenikol ve siilfonamid

kalintilarinin halk sagligini tehdit edecek diizeyde olmadig1 kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, Florfenikol, Kirmiz1 Et, Mezbaha, Siilfonamid.
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ABSTRACT

In this thesis, it was aimed to determine the presence of florfenicol in 88 beef
meat samples and sulfonamide residue in 86 beef meat samples collected from
slaughterhouses in Burdur province center. For this purpose, 100 g of meat samples
were collected and florfenicol and sulphonamide residue analyzes were performed by
ELISA. It was also recorded which sample belonged to particular animal from which
the sample was taken. As a result, fluorfenicol was detected in 3 samples and
sulfonamide residues in 3 samples analysed. Concentrations of florfenicol and
sulfonamide in the residues detected were found to be below the maximum allowed
residue limits. No residue were found in remaining 85 and 83 samples. Therefore, it
was concluded that florfenicol and sulfonamide residues in samples were not at a

level that would threaten public health.

Key words: ELISA, Florfenicol, Beef Meat Samples, Slaughterhouse, Sulfonamide



1. GIRIS

Glinlimiiz toplumlarinda niifusun hizla artmasi sonucunda, Oncelikle
hayvansal protein agiginin kapatilmasi i¢in, hayvan yetistiriciliginde gerek
hastaliklarin 6nlenmesi ve hayvanlarda gelismeyi hizlandirici gerekse etin
dayanikliligin1 arttirmak amaciyla antibiyotik ve benzeri maddelerin kullanim1 hizla
yayginlasmistir (42, 65, 66). Diinyada yilda 100 000 - 200 000 ton antibiyotik
tretimi yapildigi tahmin edilmekte ve bunun biiyiik kismi tarim, balik¢ilik ve
veteriner hekimlik alaninda kullanilmaktadir (1, 2, 43). 2012 yilinda Goékgen ve ark.
yaptig1 bir derlemeye gore; Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nda ruhsath
tahmini 1 800 civarinda veteriner ilact bulunmakta ve bu ilaglardan asagi-yukar: 500

tanesinin sahada kullanildig1 belirtilmektedir (28).

Antibiyotikler, enfeksiydz hastaliklarin sagaltiminda, gida niteligi tasiyan
ciftlik hayvanlariin biiylimelerini ve bu hayvanlardan alinan verimleri tesvik edici
olarak ve etin dayanikliligini arttirict amaglarla genis ¢apta kullanilmaktadirlar (17,
27, 59, 60). Tirkiye’de cesitli antibiyotiklerin kullanilmaya baglanmasi, ulusal ve
uluslararas1 diizeyde canli hayvan ve hayvansal iiriinlerin ticaretinin artmasi,
hayvansal gidalarin antibiyotik kalintilart yoniinden analiz edilmelerini mecbur
kilmaktadir (66).

Gida amagh yetistirilen hayvanlarda en ¢ok kullanilan antimikrobiyaller
genellikle bes grup altinda toplanmaktadir. Bunlar beta-laktamlar, tetrasiklinler,
aminoglikozidler, makrolidler ve siilfonamidlerdir (8). Gidalardaki antibiyotik
kalintilart genellikle alerjik reaksiyonlara, baz1 doku ve organlarda zararlara, direng

gelisimine neden olmaktadir (46, 63, 64).

En sik karsilagilan kalintilar, antibiyotik kalintilaridir. Antibiyotiklerden
streptomisin, penisilin, oksitetrasiklin ve neomisin en fazla kalinti problemi
olusturanlardir. Siilfonamidlerden ise en fazla siilfametazin kalint1 problemi
olusturmaktadir. Antibiyotik kalintilarina en fazla sigir, dana ve domuz etlerinde
rastlanmaktadir (28). Gidalarda ilag kalintilar1 genellikle alerjik reaksiyonlara, bazi

doku ve organlarda zararlara, direng gelisimine neden olur (42, 52, 55, 56).

Burdur yoresi hayvansal gida maddeleri ticareti yoniinden Akdeniz

Bolgesi’nin 6nemli merkezlerinden birisi konumundadir (44). Ticari bakimdan



Burdur’da il ve ilge merkezlerinde toplam 7 adet kombinanin bulunmasi ve bu
kombinalarin satiglarini iilke geneline gergeklestirmesi, ayn1 zamanda Burdur’da
tikketime sunulmasi nedeniyle etlerde antibiyotik kalintilarinin mevcudiyeti agisindan

incelenmesinin 6nem arz ettigi kanisina varildi.

Burdur yoresinde yetistirilen sigir etlerinde florfenikol ve siilfonamid kalint
diizeylerini arastirmak ve bu ilaglarin bilingsiz kullanimlari sonucu ortaya
cikabilecek ciddi saglik problemlerine dikkat ¢ekmek amaciyla boyle bir arastirma

planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotik

Antibiyotik; mantar aktinomisetler, bakteriler gibi mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen veya sentetik olarak da olusturulabilen son derece
diisiik yogunluklarda dahi bakterileri dldiiren veya gelismesini engelleyen maddeler

olarak tanimlanir (19).

Tiirkiye’de Veteriner Hekimliginde antibakteriyel ilaglar tedavi etmek ve
koruyucu ama¢ igin kullanilirlar. (65). Veteriner hekimlikte en sik kullanilan
antibiyotikler; beta-laktamlar (penisilinler ve sefalosporinler), tetrasiklinler,
makrolidler, linkozamidler, kinolonlar, aminoglikozidler  siilfonamidler,
polimiksinler (50, 65) ve glikopeptidlerdir (65). Yiizde olarak dagilimlart
Sekil.2.1°de gosterilmistir (50).

m Oksazolidinonlar

® Fenikoller

® Beta Laktamlar

m Tetrasiklinler

m Sulfonamidler

= Aminoglikozidler

= Florokinonlar

Sekil 2.1. Gidalarda antibiyotik ailesinin tespit dagilimi (50).

Antibiyotikler gerek verim iizerine etkileri gerekse etki metabolizmalari
bakimindan arastirmacilar tarafindan siklikla c¢alisilmistir  (16). Gelisme
hizlandiricilar yagamin belirli periyotlarinda biiylime oranini etkileyerek iireticiye
gereken maddi kazancin saglanmasi icin gelistirilmistir. Alinan olumlu sonuglara

olmasia ragmen, olumlu etkisinin olmadigin1 bildiren raporlar da mevcuttur (16).

3



Basitrasin, monensin, salinomisin, virginamisin, tilosin, spiramisin, avilamisin,
avoparsin (10, 13) ve lasalosid (16) biiylitme faktorii olarak kullanilan

antibiyotiklerdir.

Antibiyotik katkili yemlerin yaygm kullaniminin, antibiyotik direncini
arttirdigina dair yeterli bilgi mevcutken, enfeksiyonlar azalttigina dair bulgular ¢ok
azdir. En 6nemli sorun bu direncin genetik transfer yoluyla yayilabilmesidir (34, 60).
Yapilan bir arastirmaya gore, 1999 yilinda Avrupa Birligi (AB)’nde ¢iftlik
hayvanlar1 i¢in 4 700 ton (%35) antibiyotik kullanilirken, insanlar 8 500 ton (%65)
antibiyotik kullanmuistir. Hayvanlara verilen antibiyotiklerin 3 900 tonu (toplam
kullanimin %29°’u) hasta hayvanlarin tedavi amaciyla uygulanirken, 786 ton (veya
toplam kullanilanin %6°s1) antibiyotik ¢iftlik hayvanlarinda yemlere katilarak,
biiylime saglayici yem katki maddesi olarak kullanilmistir (67).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nde hayvansal tiretimde uygulanan biitiin
antibiyotiklerin 1/3’ii ¢iftlik hayvanlarinda biiyiime ilerletici olarak kullanilmaktadir.
Antibiyotiklerin biiylitmeyi ilerletici olarak kullanimu ile ilgili yapilan ilk kontrolii
1969°da, isve¢ Komitesi yapmistir. Bu komite, antibiyotik biiyiitme faktorlerinin
veteriner regetesi yazilmadan kullanimi, sinirlandirmalart uygulamaya konulmustur.
Avrupa Birligi, 1970’lerin ilk yillarinda hayvansal yemlerde, tedavi amaciyla
kullanilan ¢esitli ana antibiyotiklerin ruhsatlarim1 gegici olarak yliriirliikten

kaldirmistir (59).

Danimarka’da hayvan yemlerinde antibiyotik biiylitme faktorlerinin
yasaklanmasindan Once, Enterecoccus bakteri tiirlerinin %60-80’1 antibiyotik
biiylitme faktorlerine kars1 direncli iken, yasaklanmasindan sonra bu oranin %5-35

azaldig1 saptanmustir (59).

Diinya Saglik Organizasyonunun 2003’de hazirladig1 rapora gore, Britanya,
ABD ve Cin’den 10 bagimsiz bilim adami Danimarka deneyiminin sonuglarimni
incelemis olup antibiyotik kullaniminin %54 distiigiinii ve hayvan hastaliklarinda
biiyliik bir degisime sebep olmadigini, hayvansal verimlilige, hayvan saglig1 ve
maliyete de anlamli etkisinin olmadigi kaydedilmistir. Nekrotik enteritisle ilgili
problemlerin yasanmayisi ise antikoksidiyostatik olarak siirekli olarak iyonofor

antimikrobiyallerin kullanilmasi ile agiklanmistir (59).



Ciftlik hayvanlarinda biiytime faktorii olarak kullanilan bazi antibiyotiklerin

farkl: tilkelerde yasaklanmasiyla ilgili veriler Tablo 2.1’°de verilmektedir (59).

Tablo 2.1. Antibiyotik Biiyiitme Faktorlerinin Yillara Gore Yasaklanmasi (59).

Yil ﬁlke Antibiyotik Biiyiitme Faktorleri

1969  Isveg Antibiyotik biiyiitme faktorleri yasaklandi.

1970 Avrupa Birligi Antibiyotik biiylitme faktorleri kisitlamalar basladi.

1970 Ingiltere Penisilin ve tetrasiklin yasaklandi.

1971 Avrupa Birligi Tetrasiklin yasaklandi.

1971 Isvec Tetrasiklin ve antibiyotik biiylitme faktorlerinin bir kismi
yasaklandi.

1986 Isveg Antibiyotik biiytlitme faktorleri yasaklandi.

1997 Avrupa birligi Avoparsin yasaklandi.

1998 Hollanda Olaquindox yasaklandi.

1998 Danimarka Virginamisin ve antibiyotik biiylitme faktorlerinin tiimii
yasaklandi.

1998 Isvigre Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

1998 Avrupa birligi Tylosin fosfat, ¢inko basitrasin, spiramisin, virginamisin
yasaklandi.

1999 Ingiltere Tylosin  fosfat, ¢inko  basitrasin, spiramisin,
virginyamisin yasaklandi.

2006  Avrupa birligi Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

2006 Tiirkiye Antibiyotik biiytlitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

2.2. Kalinti

Hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, dnlenmesi ve kontrolii ile biiyiimenin

hizlandirilmasi nedeniyle dogrudan veya dolayli olarak ilag ve diger kimyasal

maddelerin kullanilmalarini takiben besin degeri tasiyan doku ve organlar ile

bunlardan elde edilen besinlerde biriken veya depolanan degismemis, metabolitleri,

parcalanma triinleri, serbest veya bagli haldeki madde kalint1 olarak ifade edilir.

(37). Diger veteriner ilaglar1 gibi antibiyotikler de farmakokinetik 6zelliklerine gore

slitte, ette ve yumurta gibi hayvansal tirlinlerde kalint1 birakabilir, bdylelikle hayvana

verilen molekiiliin bir bolimi tiiketicilere gegmektedir. Bu nedenle iiriinleri insan



gidas1 olarak degerlendirilen hayvanlarda kullanilacak veteriner ilaglarina ruhsat
asamasinda, Birlesmis Milletlere bagh kuruluslarca (WHO, FAO) belirlenen
kavramlar ¢ergevesinde, bazi yaklagimlar uygulanmaktadir (55). Antibiyotik

kalintilarinin kontroliine neden olan siire¢ Sekil 2.2°de verilmistir (27).

Niifus artis1

Sanayilesme, kentlesme Besin istegi

v \2

Tarim alanlarinda Isteklerde

daralma ve azalma artis

Daha genis ve yogun iiretim tinitelerinin

ﬁ kurulmasi

Maliyet, ekonomik

Hastalik Problemleri H H

sorunlar

Antibiyotik dahil yeni bakim

metodlarinin kullanimi1 kaginilmaz hale

getirdi ve siire¢ baglamis oldu é

_>

Sekil 2.2. Antibiyotik kalintilarinin kontroliine neden olan siireg (27).



Demir ve ark. (16) 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 3 aylik donemde siitten
kesilmis 24 adet kuzuya biiylitme yemi ve kaliteli kuru ot ad libitium vermislerdir.
Yaptiklart arasgtirmada, ZnB (Albac %15°lik), Deneme 1 grubuna 200mg/kg (30
ppm), Deneme 2 grubuna 400 mg/kg (60 ppm) verilmis ve kontrol grubuna
antibiyotik vermemislerdir. Sonunda tespit edilen besi sonu canli agirliklarini
Kontrol, Deneme 1, Deneme 2 gruplarinda sirasiyla 230.4, 196.8 ve 198.5 gram
olarak bulmuslardir. Arastirma sonucunda entansif kuzu besisinde konsantre yemlere
ZnB degisik oranlarda katilmasi kuzularin besi performansini, karkas ozelliklerini

pozitif yonde etkilemedigi sonucuna varmiglardir.
2.2.1. Antibiyotik Kalint1 Limitleri

Hayvanlarda veteriner ilaglarina bagli kalinti olusumu; ilacin dozu, uygulama
sekli, galenik yapisi, bekletme siiresi ve farmakokinetik Ozellikleri gibi birgok
nedene bagl olarak degisiklik gosterir (20). Hayvansal gidalarda bulunmasina izin
verilen farmakolojik aktif madde kalintisinin maksimum konsantrasyonu, Maksimum
Kalint1 Limitini ifade eder (53). Maksimum kalint1 limitleri Tablo 2.2’de verilmistir
(53).

Tablo 2.2. Maksimum Kalint1 Limitleri (MKL) (53).

Farmakolojik Belirleyici Hayvan Tiirii Maksimum Hedef
Etkili Madde Kalinti Kahnt1 Limiti organ
Biitiin Ana madde Gida 100 png/kg Kas
stilfonamid iireten/liretilen

100 pg/kg Yag
kalintilar biitiin tiirler

100 pg/kg Karaciger

100 pg/kg Bobrek
Florfenikol Florfenikol ve Sig1r, koyun, 200 pg/kg Kas

florfenikol amin  kegi _
3000 pg/kg Karaciger

olarak Olctilen

metabolitleri 300 ng/kg Bobrek

toplam1




2.2.2. Antibiyotik Kalintilarimin Neden Olabilecegin Olumsuzluklar
2.2.2.1. Tla¢ Alerjisi

[laglarm biiyiik bir kism1 bagisiklik sistemini uyararak, cesitli tiplerde alerjik
reaksiyonlara yol agar. Bu tip ilaglarin kalintisini igeren gidalarin da benzeri etkileri
ortaya cikabilir. Penisilinler ¢ok kiigiik miktarlarda (5 iinite veya 3 pg) alerjik
tepkimeye neden olarak oliime yol agabilirler. Kloramfenikol oliime gotiirecek
Olgiide kemik iligini baski altina alarak alerjik tepkimeye yol agabilir.
Kloramfenikoliin yol agabilecegi etkilerden kaginmak i¢in, diinyada bir¢ok iilke gida
niteligindeki hayvanlarda kloramfenikoliin kullanimini yasaklanmistir. Gerek
sagaltim, gerekse besin kirliligi halinde siilfonamid alimina bagli olarak, siilfonamide
maruz kalan insanlarda %1.5-2 siklikla mukozalarda ve deride lezyonlar ve serum
hastalign seklinde siilfonamid alerjilerinin olusabilecegi anlasilmistir. Onceden
siilfonamidlere duyarli hale gelmis bireylerde anafilaksi gelisebilecegine iliskin
calismalarda bulunmaktadir (26, 46, 56, 64).

2.2.2.2. Farmakolojik Etki

Besinlerdeki ila¢ kalintilart ¢ogunlukla farmakolojik etkiye yol agabilecek
miktarlarda bulunmazlar. Etkinligi yiiksek olan bazi maddeler, hayvanlarin kesim
Oncesi bekletme siliresine uyulmaksizin kesilmeleri durumunda, kendilerini iceren
besin  maddelerinin tiiketilmesiyle insanlarda istenmeyen etkilere neden
olabilmektedir. 1990’da Fransa’da Klenbuterol kullanilmis buzagilarin karacigerini

tilketen 22 birey boyle bir durumla karsilagsmustir (64).
2.2.2.3. Karsinojenik Etki

Deney hayvanlarinda yapilan arastirmalarda karsinojenik oldugu tespit edilen
maddelerin gida niteligi olan hayvanlarda kullanilmasina izin verilmez. Tespit edilen
bu madde kalintilarinin uzun siireli kullanilmasi insanlar i¢in de karsinojenisite
tehlikesi arz etmektedir. Karsinojenik etkisi olan bazi maddeler sunlardir;
kloramfenikol, nitrofuranlar, bazi siilfonamidler, imidazol bilesikler (metronidazol,
ronidazol gibi Aristolosiya tiirleri, kolsisin, bazi agr kesiciler (ksilazin gibi), bazi
pestisitler (63, 64).



2.2.2.4. Gida Endiistrisi

Antibiyotiklerin viicudu terk etme yollarindan biri de siittiir. Siitlerdeki
antibiyotik kalintilar1 siitlerin teknolojik olarak islenmesini (peynir yapimi, yogurt
gibi) 6nemli dlgiide etkiler. Bazi antibiyotikler plazmadakinin bir¢ok kati miktarlarda
slite gegebilir. Bir yandan tiiketici sagligin1 olumsuz anlamda etkileyebilecek, diger
yandan da siitteki bakteri kiiltiiriinii baskilayabilecek miktarlarda giinlerce, siitte
bulunabilirler. Antibiyotik kalintis1 barindiran hayvanlarin etleri sucuk ve benzeri
tirlinlerin yapilmasi i¢in uygun degildir. Etlerde bulunan ilag kalintilar1 nitratin nitrite
indirgenmesini saglayacak nitrat rediiktaz gibi enzimlerin etkinligini engeller.

Nitrozomiyoglobin sekillenemez ve sucugun dogal rengi meydana gelemez ( 63, 64).
2.2.2.5. Diren¢ Gelismesi

Antibiyotiklerin kullaniminin ka¢inilmaz bir yan etkisi, direncli bakterilerin
ortaya c¢ikmasi ve yayilmasidir. Bir ¢ok retrospektif ve prospektif ¢alisma, bir
antibiyotigin kullanilmasindan sonra sadece patojenik bakterilerin direncinin degil,
aynt zamanda komensal bakterilerin de arttigin1 gostermektedir (6). Benzer
antibiyotik gruplarinin hem beseri hekimlikte hem de veteriner hekimlikte
kullaniliyor olmasi, ilerde beseri hekimlikte kullanilabilecek antibiyotik sayisinda
biiyiikk bir azalmanin olacagina isaret etmektedir (14, 34, 49). Bakterilerde direng
olusumu; direnglilik genlerini antibiyotigi olusturan mikroorganizmalardan alarak
kendilerine uyumlu hale getirmeleri, genlerin asamali olarak mutasyona ugramasi ve

hedef yapilarin modifikasyonu seklinde olur (21).
2.2.2.6. Sindirim Kanah Bakteri Toplulugunun Degismesi

Insan bagirsaginda 400’ den fazla bakteri toplulugu vardir. Bunlarin > %90’ 1
obligat aneorobiktir. Gidalardaki antibiyotik kalintilar1 insanlardaki bu bakteri
toplulugunun 6zellikle 30 tiirii (6zellikle; Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcu, Peptococcus tiirleri) {izerinde

olumsuz etkilere yol agarak ekolojik dengeyi bozabilmektedir (48, 63, 65).
2.3. Florfenikol

Amfenikoller; kloramfenikol, florfenikol ve tiamfenikolleri igeren genis

spektrumlu bir antibiyotik siifidir (57). Yapisal olarak birbirlerine benzemelerine



ragmen, florfenikoliin antibakteriyel etkinligi kloramfenikolden daha fazladir.
Florfenikoliin yapist Sekil 2.3’de verilmistir (15). Florfenikol, yalniz kloramfenikole
duyarl patojenlere degil, ayrica kloramfenikole direncli bakterilere de etkili olmasi
ve yan etkilerinin az olmasi sebebi ile hayvan hastaliklarinin tedavisinde genis
olctide kullanilir. iki ilag arasinda 6nemli noktalarda fark bulunmaktadir. Bunlardan
ilki, kloramfenikolde olan para-nitro yerine florfenikolde p-metil siilfonil grubunun
bulunmasidir, ikincisi hidroksil grubundaki 3. karbon atomunda birincil alkol yerine
flor atomu bulunmasidir. Molekiil yapisinda flor atomu bulunmasi1 nedeniyle ilaca
kars1 daha zor direng sekillenmektedir. Bu farkliliklar sebebiyle kloramfenikoliin
aksine kemik iligi baski altina alinmamaktadir. Bu sebeple diger hayvanlar gibi besin

degeri olan hayvanlarda da giivenle kullanilmaktadir (12).

Veteriner hekimlikte gida niteligindeki hayvanlarda antibakteriyellerin ve
ozellikle florfenikoliin kullanim1 6nemli bir yer teskil eder. Yetistiricilikte kullanilan
antibiyotikler basta bobrek, karaciger ve kas olmak {iizere ¢esitli organ ve dokularda
birikebildiginden basta hayvansal gidalar olmak {izere insan sagligina ve iilke

ekonomisine olumsuz yonde tesir etmektedir (29).
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Sekil 2.3. Florfenikol yapisi (15).

Gelistirilen ilk genis spektrumlu antibiyotik kloramfenikoldur. Cogu Gram-
pozitif ve birgok Gram-negatif aerobik bakteri i¢cin bakteriyostatiktir, ancak daha
yiiksek konsantrasyonlarda, ¢ok hassas bazi organizmalara kars1 bakterisidal olabilir.
Birgok Salmonella suslar1 kloramfenikole duyarli, Pseudomonas aeruginosa suslari
direnglidir. flag da tiim zorunlu anaeroblara karsi cok etkilidir ve riketsiya ve
klamidya tiirlerinin biiylimesini baski altina alir. Fenikol smifinin diger tiyeleri

tiamfenikol ~ ve  florfenikoldiir.  Tiamfenikolin  antibakteriyel  aktivitesi
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kloramfenikoliin antibakteriyel aktivitesinden daha diisiiktiir. Insanlarda kullanimi
onaylanmamig olan florfenikoliin aktivite spektrumu kloramfenikole benzer ancak
daha aktiftir. Florfenikol ¢ogu viicut dokusuna niifuz eder fakat beyin omurilik s1visi
ve goz ile ilgili vakalarda kloramfenikolden daha az 6lclide gecer. Sigirlarda, bir doz
florfenikol’iin yaklasik %64'i degismemis olarak idrar ile atilir. Tiamfenikol 6nemli

oranda metabolize olmaz ve idrarla degismeden atilir (33).

Kloramfenikol ve tiirevleri olan tiamfenikol ile florfenikol, genis spektrumlu
bakteriostatik antimikrobik maddelerdir. Kloramfenikol, sentezlenmeden Once
Streptomyces venezuelae'den elde edilmistir. Kloramfenikol, kemik iligi toksisitesine
neden oldugundan gelismekte olan iilkelerde sebebiyle beyin apseleri ve goz
enfeksiyonlarmin tedavisi haricinde tipta nadiren kullanilmaktadir. Tiamfenikol,
birgok tilkede beseri veya veteriner hekimlik alaninda kullanilmaktadir. Tiamfenikol,
kirmizi hiicre sayisinda onleyici etkisi olmasina ragmen, aplastik anemi ise hig
goriilememistir. Bununla birlikte florfenikol, aplastik anemi riskini tasimaktadir.
Florfenikol, sigir solunum hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica bazi

kloramfenikole direngli bakterilere kars1 da etkindir (41).
2.4. Siilfonamidler

Stilfonamidler, yapilarinda benzen halkasi, amin grubu ve siilfonamid grubu
bulunduran antibakteriyellerdir. Beseri hekimlikte ve veteriner hekimlikte yaygin
olarak kullanilmaktadir (47). Siilfonamidler, penisilinlerin tedavide kullanilmasina
baglanmasina kadar bakteriyel enfeksiyonlarda sistematik kullanilabilen ilk
kemoterapotik ilaglardir (54). Kullanim alanlarinin genis olmasi sebebiyle hayvan
tirtinlerindeki siilfonamid kalintilari, alerjik 6zelliklerinden dolay1 potansiyel saglik
risklerine neden olmakta ve giiniimiizde kalint1 tespitlerinde ilk sirada yer almaktadir.
Siilfonamidler, genis spektrumlu, bakteriyostatik (bakterinin {iremesini engelleyici)
etkili antibakteriyellerdir. Gram (+) ve Gram (-) mikroorganizmalara karsi etki
gosterirler. Penisilin ve diger antimikrobiyal ilaclarin kullanilmasit ve pek c¢ok
mikroorganizmada siilfonamidlere karsi direng gelismesi nedeniyle enfeksiyon
tedavisinde  tercih  edilmemektedirler.  1970°’li  yillarda  trimetoprim ile
siilfometaksazoliin  kombinasyonun (Baktrim) tedaviye girmesiyle spesifik

enfeksiyonlarda tekrar kullanilmaya baslanmislardir (47).
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Glinlimiize kadar yaklagik 5 000 civarinda siilfonamid cesitli sentezlenmis
ama bunlardan yalmizca 25-30 kadar1 insan ve hayvanlarda uygulama sahasi

bulmustur. Siilfonamidler viicutta emilme ve atilma durumlarina gore;

1) Hizli emilen ve atilanlar (stilfizoksazol, siilfadiazin, siilfamethoksazol,

siilfametizol, siilfastin, stilfadimidin ve siilfamerazin),

2) Hizli emilip yavas atilanlar (siilfadimethoksin, siilfaethoksipridazin,

siilfamethoksidiazin, siilfadoksin, siilfafenazol ve siilfasomizol),

3) Sindirim  kanalinda etkili olanlar  (siilfaguanidin, fitalilsiilfatiazol,

fitalilsiilfasetamit, siilfasalazin ve siiksinilsiilfatiazol)

4) Lokal etkiye sahip olanlar (siilfasetamit, giimiis siilfadiazin, mafenit, sulfizonidin

ve siilfapridin) seklinde dort grup altinda incelenirler (36).

Stilfonamidler genellikle sari-beyaz renkli, tatlar1 aci1, kristalize toz
halindedirler. Serbest asit formlar1 suda dagilmaz, etanol ve asetonda kismen dagilir.
Bu bilesiklerin sodyum tuzlarmin sudaki ¢oziiniirliikleri ise yiiksektir. Safrada ve
serumdaki ¢oziintrlikleri iyidir (35). Siilfonamidler kimyasal yapi olarak kararli
bilesiklerdir. Siilfotiazol’iin yar1 émrii pH: 3.5 ve 80°C’de 530 yil olarak tahmin
edilmektedir (35).

Siilfonamidler para-aminobenzoik asidin (PABA) yapisal olarak analoglart ve
yarigmali antagonistleri olmasi nedeni ile PABA’nin kullanimini engelleyerek folik
asit sentezlenmesini engellerler (54). Siilfonamidlerin yapilar1 Sekil 2.4’de

verilmistir (25).
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Sekil 2.4. Siilfonamidlerin yapilari (25).
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Siilfonamidler halen c¢esitli hastaliklarin ve hastaliklarin tedavisinde tercih
edilen ilaglardir. Antimikrobiyal stilfonamidler ve metabolitleri kalici organik
kirleticiler olarak smiflandirilir.  Siilfonamidlerin  bozunmast ve c¢evreden
uzaklastirilmasi i¢in, klorlama ve ileri oksidasyon islemleri, adsorpsiyon islemleri,
membran iglemleri ve birlestirilmis islemler gibi farkli oksidasyon teknikleri gibi
cesitli teknikler uygulanabilir. Stilfonamidler iirogenital, gastrointestinal ve solunum
yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde, daha sonra goz, deri ve mukoza zararl
enfeksiyonlarinda, yanik enfeksiyonlarimin onlenmesi ve tedavisinde kullanilir.
Terapide siilfonamid uygulamalar1 kismen bakteri direnci ve siilfonamid yan etkileri
ile smirlanir. Direncin istesinden gelmek ve olumsuz etkileri azaltmak i¢in, yeni
antimikrobiyal bilesikleri stilfonamid yapisiyla sentezlemek ve mevcut siilfonamid
maddeleri ile yeni formiilasyonlar gelistirmek i¢in siirekli cabalar gdsterilmektedir.
Ote yandan, tedavideki siilfonamid uygulamalari, gevreye girmelerine ve direnci
siirdiirmelerine yol acar. Siilfonamidlerin ¢evresel akibeti, bozucu bakteri ve
mantarlarin, sicaklik, pH ve UV i1gmlarimin varligi gibi gesitli biyotik ve abiyotik
faktorlerin etkisine baghdir. Ek olarak, mevcut siilfonamidlerin ortamin farkli
bolmelerinden ayrilmasi ve uzaklastirilmasi igin ¢esitli teknikler uygulanabilir.
Stlfonamidlerin bozunmasi, daha az aktif ve toksik bilesiklerin olusmasina ve
sonunda karbondioksitin ve suyun olusumuna neden olur. Bu sekilde, ortamdaki
stilffonamidlerin varligi sinirlandirilabilir (4). Siilfonamidler enfeksiyéz hastaliklarin
sagitiminda genis Olgiide kullanmilmaktadir. Ancak penisilinler ile diger
kemoterapoétiklerin bulunmasi ve uygulama alanina dahil edilmeleri sonucu, dnemleri
zaman i¢inde giderek azalmistir. Buna ragmen trimetoprim ve ormetoprim gibi
maddelerle hazirlanan kombinasyonlar1 bugiin bile bir¢ok bakteriyel ve protozoal

enfeksiyonlarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir (36, 40).

Siilfonamidler genellikle giivenli maddelerdir, ama kullanilirken akut ve
kronik nitelikte bir¢ok istenmeyen ve zehirli etkiyle karsilasilir. Bunlarin baslicalari;
mide irkiltisi, tikiirlis salgisinda artig, bulanti, siirgiin, kas gili¢siizliigli, idrar
yollarinda kristallesme, idrar yapamama, akut hemolitik anemi, akyuvar sayisinda
azalma, vitamin K eksikligi, yumurta kabugunun sekillenmesinde bozulma, iirtiker,
asirt duyarlilik tepkimeleri (deri ve mukozalarda dokiilme, ila¢ hastaligi, ilag atesi,

karacigerde hiicre 6liimii gibi)’dir (38).
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Literatiirlerde ~ Stilfonamidlerin siklikla ates ve ishale neden oldugu
bildirilmistir. Ayn1 zamanda hemolitik anemi, Stevens-Johnson sendromu ve toksik

epidermal nekroliz nadir goriilen yan etkileridir (4).
2.5. Antibiyotik Kalint1 Analiz Yontemleri

Analiz yontemleri ‘Hizli Tarama Metotlar1’ (Test Kitleri) ile °Analitik
Cihazlarda Yapilan Yontemler’ seklinde iki gruba ayrilabilirler. Hizli Tarama
Metotlari igerisinde yaygin olanlardan birisi; Enzim Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) testi metodudur. Analitik cihazlarda yapilan yontemler icerisinde Likit
Kromatografisi ve Kiitle Spektrofotometrisi (LC/MS), Likit Kromatografisi, Kiitle
Kromatografisi ve Kiitle Spektrofotometrisi (LC/MS/MS) siklikla uygulanan
yontemlerdir (7). Ayrica LC/UV, Biosensér ve Elektroforez gibi baska analitik
metotlar da vardir (7, 50). Gidalarda antibiyotik tespiti i¢in kullanilan analitik
yontemlerin yiizde olarak dagilimlart Sekil 2.5’de verilmistir (50).

Hassasiyetinin diisitk olmasi1 disinda Hizli Tarama Metotlari’nin, Analitik
Cihazlarda Yapilan Metotlara gore bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Kullanimi basittir,
genellikle baslangic limitlerinin lizerinde EVET ya da HAYIR cevabim verir,
hizlidir, temizleme islemine gerek duyulmaz, deney yapan kisinin yetenegine bagli
degildir, laboratuvar kosulu gerektirmez ve diizenek maliyeti enstriimantal tekniklere

gore oldukga diistiktiir (7).

M Biosensor

M Elektroforez

mELiZA

mILC/UV

mLC/MS

H Diger tarama yontemleri

Sekil 2.5. Gidalarda antibiyotik tespiti i¢in kullanilan analitik yontemler (50).
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2.5.1. Enzim Bagh immiinosorbent Analizi (ELISA)

Veteriner hekimlikte sagaltim ve koruyucu amagla ¢ok sayida farmakolojik
madde kullanilmaktadir. En sik ve bilingsiz kullanilanlarinin  basinda ise
antibiyotikler gelmektedir. Antibiyotiklerin, hastaliklarin tedavisinde onemli rolii
olmasina ragmen, hatali bir bicimde kullanimlarina bagl olarak et, siit, bal, yumurta
gibi hayvansal gidalarda kalinti sorunu olusturmaktadirlar. Antibiyotik kalintisi
iceren besinler halk sagligi bakimindan tehlike olusturmaktir. Halk sagligini koruma
amaciyla, Avrupa Birligi hayvansal kokenli besinlerde farmakolojik aktif maddeler
icin maksimum kalinti1 limitleri belirlemistir. Giiniimiizde gidalarda antibiyotik
kalintilarinin ~ saptanmasi  ig¢in  gelistirilmis mikrobiyal inhibisyon testleri,
immunoassayler ve kromatografik yontemler bulunmaktadir. Enzim-linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemi antibiyotik kalintilarinin gidalarda
saptanmasi i¢in uygulanmasi kolay, yliksek spesifite ve sensitiviteye sahip olan bir
yontemdir. Ayrica kisa zamanda c¢ok sayida Ornegin incelenmesi miimkiin

oldugundan 6nem arz etmekte ve laboratuarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (2).

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) farkli Olgiitlere gore
siiflandirilabilir, ancak antibiyotik gibi kiigiik molekiiler agirlikli maddeler tek bir
baglanma noktasina sahip olduklari icin sadece kompetitif sistemler ile tespit
edilebilir. Kompetitif sistemlerde tespit edilecek olan serbest antijen ile isaretli
antijen sinirh sayidaki antikor i¢in yarisir. Kompetitif sistem kendi i¢inde dogrudan
ve dolayli olarak ikiye ayrilir. Dogrudan metotta spesifik antikorlar dogrudan ya da
ikincil antikorlar vasitasi ile tasiyici materyale baglanir. Serbest ve enzime bagh
antijen, antikor yiizeyindeki bos olan antikor baglanma noktalar1 i¢in rekabet ederler.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra, baglanmamis olan maddeler yikanarak
uzaklastirilir. Bu islemden sonra enzime spesifik substrat ilave olur. Bu substrat
enzim tarafindan serbest antijen miktaria ters orantili olacak sekilde katalize edilir.
Dolayli metotta ise proteine bagli olan antijen tasiyici yiizeye baglanir ve bu antijen
ile serbest antijen, serbest haldeki antikorun sinirli baglanma noktalar i¢in yarisir.
Daha sonra, baglanmis olan spesifik antikoru saptayabilmek i¢in enzime bagli olan
tiire 6zgli ikincil antikor eklenir ve inkiibe edilir. Yikama asamasindan sonra, enzim
spesifik substrat eklenir ve yukarida agiklandigi gibi reaksiyondaki serbest antijen
miktarina ters orantili olarak renk degisimi izlenir. Diger bir yonden bu sistemler

homolog ve heterolog olarak gruplandirilir. Homolog sistemlerde hem immunojen
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hem de antijen-konjugatlart ayni hapten ve baglama metodu ile sentezlenir.
Heterolog sistemler de kendi icinde farkli gruplara ayrilabilir. Ornegin hapten
heterolojisinde, hedef haptene benzer fakat farkli bir antijen kullanilir, koprii
heterolojisinde immunojenin sentezlenmesinde kullanilandan farkli bir baglama ajani
kullanilir, ya da yan heterolojide hapten molekiiliiniin farkli kisimlarindan
konjugasyon yapilir. Heterolog sistemlerde, hassasiyet kullanilan antikorun
afinitesine bagl olarak yiikseltilebilir (2, 58, 62). ELISA’nin ¢alisma prensibi
sematize olarak Sekil 2.6’da gosterilmistir (9, 22).
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Sekil 2.6. Enzim bagli immiinosorbent analizi c¢alisma prensibi. (a) Antikorla
kaplanmis kuyucuk yiizeyi, (b) 6rnekteki antijenin antikora baglanmasi, (c) enzim
bagli (yaban turpu peroksidazi, HRP) antikorun antijene baslanmasi ve (d) enzimin
ortama eklenen substratla (H202) reaksiyona girmesi sonucu olusan iiriintin (O2)
ortamda bulunan kromojenik maddenin (tetrametilbenzidin, TM) renk degistirmesini
saglamasi (9, 22).

18



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklem ve Materyal

Arastirmanin 6rneklemini Burdur il merkezindeki mezbahalardan toplanan
100’er gramlik 88 adet disi s181r eti olusturmustur. Ilgili numuneler 2000-2014 aras1
dogum tarihli 88 adet sigirin etinden toplanan orneklerde Siilfonamid (multi-
stilfonamide Il Elisa -Europroxima_510 SULMI [5]06.15) ve Florfenikol (LYS-
10008) taramalar ticari ELISA Kitleriyle yapilmistir. Orneklerin hangi hayvana ait
oldugu, kulak kiipe numaralari, yaslari, hayvan sahiplerinin adi soyadi, isletme

numaralar1 ve adresleri kayit altina alinmistir.

Arastirma kapsaminda olan her bir hayvanin dogum tarihi, il merkezi veya

hangi ilgeden geldigi ve 1rki1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Numunelere ait bilgiler.

Dogum Yih  Adet 1V/ilce Merkezi Irk
2000 1 Bucak(1) Holstein(1)
2001 1 Merkez(1) Montofon(1)
2004 2 Karamanli(1) Merkez(1) Holstein(2)
2005 1 Bucak(1) Holstein(1)
2006 7 Bucak(1) Kemer(1) Merkez(3) Holstein(7)

Yesilova(2)
2007 6 Celtik¢i(1) Karamanli(1) Merkez(4) Holstein(5)
Simenta(1)
2008 3 Bucak(2) Merkez(1) Holstein(3)
2009 9 Bucak(2) Celtik¢i(1) Merkez(6) Holstein(9)
2010 10 Bucak(3) Celtik¢i(1) Kemer(2) Holstein(9)
Karamanli(1) Tefenni(1) Yesilova(l) Simenta(1)
Merkez(1)
2011 13 Bucak(5) Kemer(5) Merkez(2) Holstein(13)
Yesilova(l)
2012 14 Merkez(10) Celtik¢i(1) Bucak(3) Holstein(13)
Simental(1)
2013 12 Bucak(5) Celtik¢i(2) Kemer(1) Holstein(8)
Karamanli(1) Merkez(2) Yesilova(1) Simental(4)
2014 9 Bucak(3) Merkez(5) Yesilova(1) Holstein(8)
Montofon(1)

3.2. Sigir Eti Orneklerinin Toplanmasi

Burdur il merkezindeki mezbahalardan yaklagik olarak 100 gr olacak sekilde
ornekler toplanarak etiketlendi. Toplanan ornekler Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim dali Arastirma
Laboratuvari’na soguk zincir altinda getirildi. Ornekler ELISA analizine kadar -20

°C ¢ de muhafaza edildi.
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3.3. ELISA Yontemi ile Florfenikol ve Siilfonamid Kalintilarinin Aranmasi

Orneklerdeki florfenikol ve siilfonamid antijenlerinin aranmasi igin,
Siilfonamid (multi-siilfonamide Il Elisa -Europroxima_510 SULMI [5]06.15) ve
Florfenikol (LYS-10008)) ticari ELISA kitleri kullanilmistir. Kullanilan Kkitlerin
i¢erikleri Tablo 3.2 ve Sekil 3.1°de verilmistir.

Sigir etleri uygulama oncesi derin dondurucudan (-20°C) ve Siilfonamid
(multi-siilfonamide Il Elisa -Europroxima_510 SULMI [5]06.15) ve Florfenikol
(LYS-10008) kitleri buzdolabindan ¢ikarilip oda 1sisimna 20-25°C gelmesi i¢in 1 saat
bekletilmistir.

Siilfonamid (multi-siilfonamide 11 Elisa -Europroxima_510 SULMI [5]06.15)
kitimizin tespit limiti (LOD) 4.5 ppb’dir. Florfenikol (LYS-10008) kitimizin tespit
limiti (LOD) 0.1 ppb’dir.

21



Tablo 3.2. Calismada kullanilan ticari ELISA kitlerinin igerikleri.

Kit Adi Kit Bileseni Aciklama
ELISA plakasi 96 kuyulu plak (monoklonal anti-florfenikol
antikorlart ile kaplanmis)
Standart 0 ppb, 0.5 ppb, 1.5 ppb, 4.5 ppb, 13.5 ppb, 40.5 ppb
sollisyon
Yikama Yikama tamponu, fosfat tamponlanmig NaCl
¢oOzeltisi, %0.1 thimerosal icermektedir
Antikor
Florfenikol Negatif kontrol Ornek seyreltme tamponu
Kiti Enzim konjugat  Stabilize protein ¢ozeltisi igerisinde biyotinle
konjuge edilmis monoklonal anti-florfenikol
antikorlart
Substrat A Stabilize protein ¢ozeltisi icerisinde streptavidin
poliperoksidaz konjugati
Substrat B H,0,
Durdurma 1 N H,SO,4
¢cozeltisi
ELISA plakasi 96 kuyulu plak (monoklonal anti-siilfonamid
antikorlari ile kaplanmas)
Diluent 1 Ornek seyreltme tamponu (protein tamponlanmis
NaCl ¢ozeltisi)
Yikama Yikama tamponu, fosfat tamponlanmis NaCl
¢oOzeltisi, %0.1 thimerosal igermektedir
Zero Standart
Siilfonamid
- Standart 0.313 ng/ml, 0.625 ng/ml, 1.25 ng/ml, 2.5 ng/ml,
. solusyon 5.0 ng/ml, 10.0 ng/ml, 100 ng/mi
Konjugat Stabilize protein ¢ozeltisi i¢erisinde siilfonamid
kars1 biyotinle konjuge edilmis antikorlar
Substrat H,0,
Durdurma 1 N H,S0O,
¢Ozeltisi
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Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan a) florfenikol ve b) siilfonamid kitleri.

3.4. Numunelerin Analizleri
3.4.1. Florfenikol

Oda 1s1s1na gelen etlerden 30 g idrar kaplarina kesilerek alindi. Her bir kaba 3
ml ionize su ve 6 ml etil asetat ilave edildi. Shaker’da etler pargalanana kadar
tutuldu. 1 dk vortekslenerek 10 dk 3 000 r’da santrifiij edildi. Olusan karisim cam

tiiplere aktarildi. Siipernatant kisstmdan 2 ml n-Hexane ile ¢6zdiiriildii daha sonra 1ml
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redissolving soliisyonundan ilave edilerek 30 sn. vortekslendi. 15 dk 4 000 r’de
santrifiij edildi. Florfenikol analizi i¢in ticari test kitlerinden faydalanildi. Reaktiflere
pleytler oda 1s1sina getirildi (20°C-25°C).

Mikroplate’in

1. kutucuguna zero standart 50 pl+50 pl enzim konjugat + 50 ul antikor eklendi.
. kutucuga zero standart 50 pl+50 pl enzim konjugat + 50 ul antikor eklendi.

. kutucuga standart 2 - 50 pul+50 ul enzim konjugat + 50 pul antikor eklendi.

. kutucuga standart 3 - 50 pl+50 pl enzim konjugat + 50 ul antikor eklendi.

. kutucuga standart 4 - 50 ul+50 pl enzim konjugat + 50 pl antikor eklendi.

. kutucuga standart 5 - 50 ul+50 pl enzim konjugat + 50 pl antikor eklendi.

. kutucuga standart 6 - 50 pl+50 pl enzim konjugat + 50 pl antikor eklendi.

o N N W B W

. kutucuga standart 7 - 50 ul+50 pl enzim konjugat + 50 pl antikor eklendi.

Diger biitiin (88 kutucuga) hazirlanan numunelerin siipernatant kisimlarindan
50 pl eklendi. Her birinin tizerine 50 pl enzim konjugat + 50 pl antikor eklendi.
Yavasca karigtirilir. Karanlikta 25 “C’de 30 dk beklemeye alindi. 4 kez yikanir ve
kurutuldu. Her kutucuga oOnce substrat A sonra substrat B konur. Yavas¢a cle
karigtirildi. Karanlikta 25 °C’de 15 dk beklemeye alinir. Her bir kutucuga 50 pl stop
soliisyon eklendi ve 450 nm dalga boyunda ELISA reader’ da okunur. Dilusyon

katsayis1 kitin ¢aligma prensibine gore 1 olarak alindu.
3.4.2. Siilfonamid

Oda 1s1sina gelen etlerden 1g idrar kaplarina kesilerek alindi. Her bir kaba 1
ml %100 metanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra her bir kaba 4 ml etil asetat
ilave edildi. Shaker’da etler parcalanana kadar tutuldu. Her bir tip Idk
vortekslenerek 5 dk 3000 r’de santrifiij edildi. Olusan karisim cam tiiplere dokerek
aktarildi. Santrifiij edilen numunelerin siipernatant kisimlarinda otomatik pipetle 1 pl
alinarak bagka tiiplere tek tek aktarildi. Benmari usulii ile 50 °C’de kuruyana kadar
buharlastirildi. Fosfat tamponlu salin (PBS) hazirlandi. (11t suyun i¢ine NaCl 8.0 g/L,
KCI 0.2¢/L, Na;HPO, 1.44 G/L, KH,PO, 0.24 g/L) Buharlasan tiiplerin her birine 1
ul PBS ve 1 pl n-Hexane eklendi. 1 dk vortekslendi ve 10 dk 3 000 r’de santrifiij
edildi. Siipernatant kistmdan her bir tiipe 100 pl almir ve 150 ul PBS eklenip

vortekslenir
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Mikroplate’in;

—

. kutucuga 100 pul zero standart (blank) eklendi.

. kutucuga zero standart 1 - 50 pl eklenir, tizerine 50 ul konjugat eklendi.
. kutucuga zero standart 1 - 50 ul eklenir, tizerine 50 pl konjugat eklendi.
. kutucuga standart 2 - 50 pl eklenir, tizerine 50 pul konjugat eklendi.

. kutucuga standart 3 - 50 pl eklenir, {izerine 50 pl konjugat eklendi.

. kutucuga standart 4 - 50 pl eklenir, {izerine 50 pl konjugat eklendi.

. kutucuga standart 5 - 50 pl eklenir, tizerine 50 pul konjugat eklendi.

. kutucuga standart 6 - 50 pl eklenir, {izerine 50 pl konjugat eklendi.

O 00 3 O W B~ W DN

. kutucuga standart 7 - 50 pl eklenir, {izerine 50 pl konjugat eklendi.
10. kutucuga standart 8 - 50 pl eklenir, {izerine 50 ul konjugat eklendi.

Kalan tiim kutucuklara sirasiyla numune Orneklerinden 50 pl aktarilip
tizerlerine 50 pl konjugat eklendi ve elle yavasca karistirildi. Karanlikta 30 dk 20 °C-
25 °C’de bekletildi. Kutucuklar yikama tamponuyla 3 kez yikandi ve kurutuldu. Her
kutucuga 100 pl substrat/kromojen soliisyon eklendi ve elle yavasca karigtirild.
Karanlikta 15 dk 20°C-25°C’de bekletildi. Her kutuya 100 ul stop soliisyonu ilave
edilerek ELISA mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okuma yapildi. Dilusyon katsayisi

kitin ¢aligma prensibine gore 12.5 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Calismada Burdur il merkezindeki mezbahalardan toplanan 100’er gramlik
100 adet disi s1g1r etinin 88 tanesinde florfenikol ve 87 tanesinde siilfonamid kalinti
varligi ELISA yontemi ile arastirilmistir. Etlerden alinan 6rneklerde florfenikol ve
stilfonamid antijenlerinin varligr ile ilgi ELISA testi sonuglar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Ayrica ilgili antibiyotiklerin antijenlerinin et Orneklerindeki bulunma

durumunu gosteren mikroplaka sonug fotograflar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Bu c¢alismada 87 adet sigir kas dokusu orneklerinin 3 (%3.5)’linde 44.40
ug/kg, 34.50 ug/kg, 27.13 ng/kg (ortalama 35.31 pg/kg) seviyelerinde siilfonamid
tespit edildi.

Bu ¢alismada 88 adet sigir kas dokusu 6rneklerinin 3 (%3.4)’tinde 1.35 pg/kg
ile 1.40 pg/kg, 0.97 png/kg (ortalama 13.01 pg/kg) seviyeleri arasinda florfenikol
tespit edildi.

Bu arastirma saptanan florfenikol ve siilfonamid kalinti seviyelerinin
MKL’nin altinda oldugu icin tiiketici sagligi agisindan bir risk olusturmadigi

kanisina varildi.
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Sekil 4.1. (a) Florfenikol ve (b) Siilfonamid antijenlerinin et 6rneklerindeki bulunma
durumunu gosteren mikroplaka sonug fotograflari.
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Tablo 4.1. ELISA mikroplaka okuyucuda florfenikol ve Siilfonamid test kitlerinde et
ornekleri i¢cin okunan optik yogunluk degerleri*.

FLORFENIKOL SULFONAMID
(absorbans) (absorbans)
ZERO 1.994 BLANK 0.074
STANDART
ZERO 1.754 ZERO 0.411
STANDART STANDART
STANDART 2 1.340 ZERO 0.419
STANDART
STANDART 3 1.016 STANDART 2 0.416
STANDART 4 0.591 STANDART 3 0.393
STANDART 5 0.392 STANDART 4 0.354
STANDART 6 0.210 STANDART 5 0.298
STANDART 7 0.072 STANDART 6 0.257
ORNEK 1 2.402 STANDART 7 0.233
ORNEK 2 2.107 ORNEK 1 0.494
ORNEK 3 2.505 ORNEK 2 0.532
ORNEK 4 2.104 ORNEK 3 0.478
ORNEK 5 2.596 ORNEK 4 0.518
ORNEK 6 2.521 ORNEK 5 0.441
ORNEK 7 2.546 ORNEK 6 0.444
ORNEK 8 0.188* ORNEK 7 0.489
ORNEK 9 2.620 ORNEK 8 0.449
ORNEK 10 2.389 ORNEK 9 0.464
ORNEK 11 2.505 ORNEK 10 0.503
ORNEK 12 2.298 ORNEK 11 0.444
ORNEK 13 2.652 ORNEK 12 0.478
ORNEK 14 2.461 ORNEK 13 0.475
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Tablo 4.1. ELISA mikroplaka okuyucuda florfenikol ve Siilfonamid test Kitlerinde et
ornekleri i¢cin okunan optik yogunluk degerleri*.

FLORFENIKOL SULFONAMID
(absorbans) (absorbans)
ORNEK 15 2.753 ORNEK 14 0.442
ORNEK 16 1.052 ORNEK 15 0.463
ORNEK 17 2.911 ORNEK 16 0.472
ORNEK 18 2.782 ORNEK 17 0.470
ORNEK 19 2.917 ORNEK 18 0.505
ORNEK 20 2.532 ORNEK 19 0.324*
ORNEK 21 2.530 ORNEK 20 0.403
ORNEK 22 2.725 ORNEK 21 0.466
ORNEK 23 2.789 ORNEK 22 0.411
ORNEK 24 1.855 ORNEK 23 0.392
ORNEK 25 2.798 ORNEK 24 0.410
ORNEK 26 2.681 ORNEK 25 0.455
ORNEK 27 2.937 ORNEK 26 0.486
ORNEK 28 2.645 ORNEK 27 0.475
ORNEK 29 2.525 ORNEK 28 0.450
ORNEK 34 2.390 ORNEK 29 0.462
ORNEK 31 0.148~* ORNEK 30 0.339*
ORNEK 32 0.525* ORNEK 31 0.419
ORNEK 33 2.712 ORNEK 32 0.422
ORNEK 36 2.669 ORNEK 33 0.416
ORNEK 35 2.811 ORNEK 34 0.413
ORNEK 37 2.626 ORNEK 35 0.412
ORNEK 38 2.745 ORNEK 36 0.449
ORNEK 46 2.285 ORNEK 37 0.431

29



Tablo 4.1. ELISA mikroplaka okuyucuda florfenikol ve Siilfonamid test kitlerinde et
ornekleri i¢cin okunan optik yogunluk degerleri*.

FLORFENIKOL SULFONAMID
(absorbans) (absorbans)
ORNEK 50 2.958 ORNEK 55 0.736
ORNEK 51 2.465 ORNEK 38 0.722
ORNEK 53 2.723 ORNEK 39 0.416
ORNEK 54 2.782 ORNEK 40 0.400
ORNEK 56 2.790 ORNEK 41 0.437
ORNEK 58 2.547 ORNEK 42 0.460
ORNEK 59 2.712 ORNEK 43 0.467
ORNEK 60 2.584 ORNEK 44 0.441
ORNEK 72 2.535 ORNEK 45 0.428
ORNEK 78 2.765 ORNEK 46 0.422
ORNEK 64 2.845 ORNEK 47 0.439
ORNEK 74 2.778 ORNEK 48 0.505
ORNEK 76 2.572 ORNEK 49 0.465
ORNEK 75 2.394 ORNEK 51 0.509
ORNEK 79 2.501 ORNEK 52 0.425
ORNEK 77 2.647 ORNEK 53 0.491
ORNEK 71 2.656 ORNEK 54 0.464
ORNEK 40 2.426 ORNEK 56 0.481
ORNEK 43 2.791 ORNEK 57 0.465
ORNEK 48 2.587 ORNEK 58 0.509
ORNEK 84 2.619 ORNEK 59 0.508
ORNEK 49 2.337 ORNEK 60 0.541
ORNEK 45 2.538 ORNEK 50 0.468
ORNEK 57 2.566 ORNEK 61 0.388*
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Tablo 4.1. ELISA mikroplaka okuyucuda florfenikol ve Siilfonamid test kitlerinde et
ornekleri i¢cin okunan optik yogunluk degerleri*.

FLORFENIKOL SULFONAMID
(absorbans) (absorbans)
ORNEK 42 2.609 ORNEK 62 0.427
ORNEK 47 2.554 ORNEK 64 0.405
ORNEK 86 1.785 ORNEK 65 0.482
ORNEK 52 2.733 ORNEK 66 0.508
ORNEK 65 2.785 ORNEK 67 0.543
ORNEK 62 2.523 ORNEK 68 0.580
ORNEK 66 2.527 ORNEK 69 0.514
ORNEK 67 2.529 ORNEK 70 0.503
ORNEK 68 2.681 ORNEK 71 0.482
ORNEK 70 2.605 ORNEK 72 0.503
ORNEK 69 2.935 ORNEK 73 0.537
ORNEK 63 2.648 ORNEK 74 0.502
ORNEK 81 2.687 ORNEK 75 0.498
ORNEK 61 2.379 ORNEK 76 0.514
ORNEK 73 2.555 ORNEK 77 0.479
ORNEK 82 1.595 ORNEK 78 0.487
ORNEK 83 2.644 ORNEK 79 0.506
ORNEK 55 2.552 ORNEK 80 0.478
ORNEK 44 2.777 ORNEK 82 0.551
ORNEK 41 2.839 ORNEK 83 0.475
ORNEK 39 2.845 ORNEK 84 0.469
ORNEK 87 2.339 ORNEK 63 0.495
ORNEK 88 2.719 ORNEK 87 0.494
ORNEK 85 2.714 ORNEK 86 0.511
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Tablo 4.1. ELISA mikroplaka okuyucuda florfenikol ve Siilfonamid test kitlerinde et
ornekleri i¢cin okunan optik yogunluk degerleri*.

FLORFENIKOL SULFONAMID
(absorbans) (absorbans)
ORNEK 30 2.411 ORNEK 85 0.457
ORNEK 80 2.297 ORNEK 81 0.510

*: pozitif sonug

Sonu¢ olarak sigir kas dokusu orneklerinden; 88 tanesinin 3(%3.5)’linde

florfenikol ve 87 tanesinin 3(%3.4)’iinde siilfonamid tespit edildi. incelenen diger 85

florfenikol numunesi ve 84 siilfonamid numunesinde kalintiya rastlanmadi.
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5. TARTISMA

Yetistiricilikte hastaliklarin sagaltimi ve canli agirlik artigini saglamak gibi

cesitli nedenlerle kullanilan antibiyotikler saglik agisindan tehlike arz etmektedir
(44).

Bu calisma ile Burdur ili merkezindeki mezbahalardan toplanan sigir eti
numunelerinde veteriner hekimliginde siklikla kullanilan siilfonamidler ile
florfenikol kalinti diizeylerinin oncelikle insan sagligi acisindan risk olusturup
olusturmayacagin1 ELISA yontemiyle belirlemek amaglanmistir. Diger taraftan gerek
siilfonamidler gerekse florfenikol antibiyotik kalintilarina dair yapilan diger
calismalarin oldukca az olmasi nedeniyle literatiirel anlamda bir katki saglanmasi da

amaclanmgtir.

Bu calismada 88 adet sigir kas dokusu 6rneklerinin 3 (%3.4)’tinde 1.35 pg/kg
ile 1.40 ng/kg, 0.97 ng/kg seviyeleri arasinda florfenikol tespit edildi. Gokmen ve
ark. (29) 2014 yilinda yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullanarak,
Elazig’daki bes farkli alabalik isletmesinden 25 adet hasat 6ncesi ve 25 adet hasat
donemine ait toplam 50 adet alabalik deri, kas, karaciger dokusunda yaptiklari
calismalarinda, hasat oncesi donemindeki alabaliklarin deri dokusunun %44’{inde,
kas dokusunun %32’sinde ve karaciger dokusunun %16’sinda, hasat donemindeki
alabaliklarin ise deri dokusunun %40’1inda, kas dokusunun %36’sinda ve karaciger

dokusunun %32’sinde florfenikol saptamislardir.

Bu calismada 87 adet si8ir kas dokusu orneklerinin 3 (%3.5)’linde 44.40
ug/kg, 34.50 ug/kg, 27.13 pg/kg seviyelerinde siilfonamid tespit edildi. Orug ve ark.
(46) 2007°de ELISA ile yaptiklari bir g¢alismada 2005 ve 2006 yillar1 arasinda
toplanan 60 adet sigir etinin 4’iinde 25.2 ug/kg ile 31.4 pg seviyeleri arasinda
Streptomisin, 60 numunenin birinde 12 pg/kg diizeyinde siilfametazin kalintis1 tespit
etmislerdir. Bu aragtirmada saptanan siilfametazin ve streptomisin kalintilarinin
tilketici sagligi bakimindan bir risk olusturamayacagi sonucuna varmislardir. Bu
calismada etlerde bulunan siilfonamid degerlerinin yiizdesi (%3.5) Orug ve ark. (46)
2007 yilinda bulduklar1 degerlerinin yiizdesinden (Streptomisin %6, siilfametazin

%1.5) azdir.
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Er ve ark. (19) 2013’de yaptig1 bir calismada ELISA yontemiyle 104 sigir eti
orneginde ¢alismis, 60’inda ortalama 6.64 + 1.11 npgkg degerlerde kinolon
bulunmustur. 54 ithal sigir etinin 33’linde ortalama 6.74 ng/kg, yerli 50 sigir etinin
27’sinde ortalama 6.50 pg/kg kinolon bulunmustur. Arastirmacilar ¢alisma
sonucunda ithal ve yerli sigir rklar1 arasinda kinolon grubu antibiyotik kalintist

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundugunu sonucuna varmislardir.

Nur (66) tarafindan 2000 yilinda yapilan bir arastirmada 50 adet sigirin ¢esitli
hayvansal dokularindan (kas, karaciger, bobrek ve dalak) oksitetrasiklin (OTC),
kloramfenikol (CAP) ve ginko basitrasin (ZnB) kalintis1 disk difiizyon ve {iglii plak
yontemi kullanilarak bakilmis, bobrek dokularinda OTC ve CAP kalintilar
saptanmis diger dokularda higbir kalint1 saptanmamis, ZnB kalintisina ise dokulardan
hicbirinde rastlamamislardir. Arastirmacilar aym1 ¢alismayr 50 adet tavukta da

yapmis olup OTC, CAP ve ZnB kalintilar1 saptamamuslardir.

Ramatla ve ark. (51) 2017 yilinda yaptig1 calismada sigir, tavuk ve domuz
etleri ile karaciger ve bobrekleri olmak {izere etlerde ti¢ farkli yontem (ELISA, TLC
ve HPLC) kullanarak antibiyotik kalintisin1 arastirmislardir. Toplam 150 adet ette
ELISA, TLC ve HPLC yontemiyle yaptiklar1 calismada %18, %92.5 ve %88.8
oraninda  siilfonilamid  kalintis1  belirlemislerdir. ~ Sulphanilamide  kalinti
konsantrasyonlar1t ELISA ve HPLC yontemleriyle sirasiyla 19.8-92.8 ng/kg ve 20.7-
82.1 png/kg diizeylerinde tespit edilmis olup arastirmacilar ¢alismada 15 adet sigir
kasinin 1’inde (%6.6), 17 adet karacigerin 5’inde (%29.4) ve 18 adet bobregin 5’inde
(%27) sulphanilamide belirlenirken; 25 adet tavuk kasinin 3’iinde (%12) ve 25 adet
tavuk karacigerinin 7’sinde (%28) sulphanilamide kalintisi; 16 adet domuz etinde
belirlenmezken, 11 adet domuz karacigerin 4‘inde (%36.4) ve 23 adet domuz

bobregin 2’sinde (%8.2) sulphanilamide kalintis1 saptamiglardir.

Gidalara uygulanan 1si1l islemler, fermantasyon, soguk hava deposunda
muhafaza ve diger gida isleme yontemleri gidanin antibiyotik kalint1 yiizdesini

etkilemektedir (57).

Yumurta ve siitlerde yapilan ¢alismalarda siilfonamidlerin bozulma yiizdeleri

sifirdan %99'a kadar degismekte oldugu belirlenmistir (57).
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Etler iizerinde yapilan ¢esitli c¢alismalarda 1sil islemlerin siilfanomid

diizeylerinin belli oranlarda azalttig: tespit edilmistir (24, 45, 32, 3, 18, 5, 61).

Amfenikoller; kloramfenikol, florfenikol ve tiamfenikolleri igeren genis
spektrumlu bir antibiyotik smifidir (57). Franje ve ark. (23) 2010 yilinda yaptiklar
caligmada tarafindan Amfenikollerin 1s1 kararlili§i ve 1sitmadan sonraki yapisal
bozulma ve antimikrobiyal aktivite arasindaki iligki arastirilmistir. Aragtirmacilar
Florfenikol (FF), Tiamfenikol (TAP) ve Kloramfenikol (CAP) su, tuzlu su, soya sosu
ve tavuk etinde 100°C'de 2 saate kadar 1sitmis ve Amfenikollerin matrisler i¢indeki
1s1 kararliligi, su > tuzlu su> soya fasulyesi sosu>et olarak siralamistir. Istnin Soya
fasulyesi sosunda amfenikollerin bozunmanin hizlandigin1 ve ette korunmadigini
gostermektedir. Etlerde yapilan ¢aligmalarda Amfenikollerin bozulma yiizdeleri %0-

100 arasinda oldugu belirlenmistir (23, 45, 57).

Ayn1 sekilde etler iizerinde yapilan diger c¢aligmalarda da antibiyotik
kalintilarinin  azaldigr fakat tamamen ortadan kaldirilamadig belirlenmistir.
Bulgaristan’da  tobramisinin tavuk etlerindeki kalintilar1 iizerine sogukta
muhafazanin etkisini incelemek amaciyla yapilan ¢aligmanin sonucunda, etlik pili¢
dokularindaki (but, gogiis eti ve karaciger) tobramisin kalitilarinin -18°C’de 60 giin
bekletilmesi ile onemli oranda azaldigi gozlenmistir (49). Domuz etinde ¢esitli
antibiyotik kalintilar1 iizerine 1s1 islemlerinin etkisi incelendiginde, penisilin,
amoksisilin, ampisilin,  kloksasilin,  oksitetrasiklin,  doksisiklin,  kolistin,
dihidrostreptomisin ve siilfametoksazol kalintilarinin 134°C’de 3 atmosfer basing
altinda 20 dakika siire ile sterilizasyon islemi sonucunda tamamen yikimlanmadigini

ve yaklasik %10’unun ette kaldigin1 saptanmustir (5, 61).
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma sonucunda Burdur il merkezindeki mezbahalardan toplanan 88 adet
sigir etinde florfenikol kalint1 varliginin belirlenmesi agisindan incelenmis ve 3 adet
sigir etinde florfenikol antibiyotik kalintisi tespit edilmistir. Calismada incelenen

diger 85 sigir eti 6rneklerinde florfenikol kalintisina rastlanmamustir.

Yine aynmi sekilde Burdur il merkezindeki mezbahalardan toplanan 87 adet
sigir etinde Siilfonamid kalint1 varliginin belirlenmesi agisindan incelenmis ve 3 adet
sigir etinde siilfonamid antibiyotik kalintis1 tespit edilmistir. Calismada incelenen

diger 84 siilfonamid sig1r eti 6rneklerinde siilfonamid kalintisina rastlanmamustir.

Nitelikli gidaya ulagim, giinlimiiziin en temel sorunlarindan biridir. Bu sorunu
¢ozmek adina cesitli tedbirler alinmis, ulusal stratejiler gelistirilmis fakat bu ¢oziim
yollar1 da ¢esitli sorunlari birlikte getirmistir. Gida kaynakli hastaliklar birgok tilkede
hizla artmaktadir. (11).

Alfredsson ve Ohlsson (36) 1998 yilinda yaptigi ¢alismada sigir ve domuz
kas orneklerine bes farkli siilfonamid enjekte etmis ve 3 ay boyunca dondurulmus
olarak muhafaza etmislerdir. Oda sicakliginda 24 saat ve -20°C'de 1 hafta siiresince
ila¢ seviyelerinin degismedigi, ancak 1 ay dondurulmus muhafazadan sonra sigir ve
domuz kasinda seviyeleri onemli 6lgiide azaldig1 belirlenmistir. Ug ay sonra ortalama

azalma sigirlarda %35, domuz kasinda ise%55 azalma olmustur.

Pisirme siiresi ve sicakligi etteki antibiyotik kalintilarini etkileyen iki ana
faktordiir; pisirme prosediirlerinde, yeterli 1sitma sicakligi ve siiresi birkag
antibakteriyel ilag kalintisin1 azaltabilir, ancak genel olarak tiiketicilere ek bir

giivenlik saglamamaktadir (31).

Hayvan sahipleri tarafindan yapilan, bilingsizce antibiyotik kullaniminin
online gegmek icin Bakanlik mevzuatlarinin genisletilmesi gerekmektedir. Gerek
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigi personeli gerekse Universite ile isbirligi
yapilarak koylerde ve sehirlerde yetistirici egitimleri verilerek bilinglendirmeler
yapilabilir. Ayn1 zamanda Saglik Bakanligi tarafindan ylriirliige giren, recetesiz
antibiyotik satiginin yasaklanmasi Ornek alinarak veteriner hekimlikte de kalinti

problemlerinin Oniine gegilebilir. Aynt zamanda bakanlik mevzuatinda kesime
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gonderilen hayvanlar igin “’Insan tiiketimi icin kesime gonderilen sigir cinsi
hayvanlar icin gida zinciri bilgisi’’ olmaksizin kesimhaneye hayvanlarin kabulii
miimkiin olmakla birlikte, 24 saat icerisinde bu belgenin hayvan sahibi tarafindan

isletmeye temin edilmemesi durumunda, karkas ve sakatatlar total imha edilir (52).

Mezbahaya kesim i¢in sevk edilen disi hayvanlarin, serbest veteriner
hekimler tarafindan diizenlenen pasaportlarinin arka kismina “Herhangi bir ilag
tedavisi yapilmamistir, kesime uygundur” ibaresi yazilmasi zorunlu olup mezbaha
veteriner hekimleri tarafindan bu kontrollerin siki tutulmasi konunun hassasiyeti

nedeniyle 6nem arz etmektedir.
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