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ONSOZ

Diinya niifusunun artmasiyla beraber siite olan ihtiyacin artmasi halk sagligi
ve gida giivenligi agisindan Kkaliteli siit Uretimine olan ilgiyi de beraberinde
getirmistir. Siit icerigindeki hayvansal protein, yag, laktoz, vitamin ve mineraller ile

viicut fonksiyonlarini diizenlemekte ve kemiklerin gelisimine yardimci olmaktadir.

Antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarinin tedavisi, biiyiimelerini ve verimlerini
artirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin uygun olmayan
sekillerde kullanimlart siit ve siit {irlinlerinde kalint1 riskini olusturmaktadir. Siitteki
ilag kalintilar1 insanlarda alerjik reaksiyonlara ve saglik problemlerine yol agmakta,
ayni1 zamanda fermente gidalarin kalitesinin diismesine neden olmaktadir. Belirtilen
nedenlerle tiiketilen siitiin kalitesini ve gilivenilirligini kontrol etmek igin antibiyotik
kalintilarinin izlenmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasi Afyonkarahisar Bolgesi’nde
tiketime sunulan ¢ig siitlerde beta-laktam grubu antibiyotiklerin kalintilarini
arastirmak ve halk saglhigi agisindan bir risk olusturup olusturmadigini belirlemek

amactyla gerceklestirildi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

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

mi mililitre

ng nanogram

nm nanometre

ng mikrogram

pl mikrolitre
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1. GIRIS

Siit hayvanciliginda hastaliklarin  tedavisinde siklikla ve prospektiis
bilgilerine bakilmadan ya da prospektiis bilgilerine uyulmadan kullanilan
antibiyotikler, siitteki  veteriner ilag kalintilarinin = goériilmesinin ~ 6nemli
nedenlerindendir. Bu durumda siitteki ilag kalintilari, alerjik reaksiyonlar ya da
kanserojen etki gibi diger uzun vadeli saglik sorunlarin1 beraberinde getirmektedir.
Ayrica, antibiyotik kalintilarina uzun siire maruz kalmak, ilaca karsi direngli
bakterilerin artisina da sebep olmaktadir. Bu nedenle tiiketilen siitiin giivenilirligini
kontrol etmek i¢in antibiyotik kalintilarinin izlenmesi 6nem teskil etmektedir.
Maksimum kalint1 seviyelerinin altindaki tiim ilag kalintilarin1 belirlemeye yonelik
olarak yapilan izleme programlarinda spesifik, hassas ve giivenilir analiz

yontemlerinin kullanilmasi gereklidir (Sarag, 2015).

Antibiyotik kalintilarinin  belirlenmesinde ¢esitli tekniklerden yararlanilir.
Bir¢ok antibiyotigin (siilfonamitler, tetrasiklinler, beta-laktam, makrolitler,
amfenikol, streptomisin ve aminoglikozitler) tespit edilmesinde Charm II testi yaygin
olarak kullanilmistir (Bogdanov, 2003; Morlot ve Beaune, 2003). Son yillarda ise
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) analizleri, yiiksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC) ve likit kromotografisi kiitle spektroskopisi gibi analitik
cihazlarla siit ve diger kaynaklardan antibiyotik kalintisinin belirlenmesinde
yararlanilmaktadir. Bu yapilan ¢aligmada, tiiketici sagligini ilgilendiren antibiyotik
kalintilarindan beta-laktam tiirevi antibiyotik kalinti varliginin olup olmadiginin,
varsa hangi diizeylerde oldugunun ortaya konmasi amaciyla Afyonkarahisar

Bolgesi’nden toplanan siitlerde arastirilmasi gerceklestirilmistir.

1.1. Kalnti1 Olgusu

Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi, onlenmesi ve kontrolii ile gelismenin

hizlandirilmas1 amaciyla dogrudan veya dolayli olarak (yem ya da suya katilarak)



uygulanan ila¢ ve diger kimyasal maddelerin kullanilmalarini takiben, besin degeri
tagiyan doku ve organlar ile bunlardan elde edilen besinlerde (et, siit, bal, yumurta
gibi) biriken veya depolanan degismemis metabolitler ve pargalanma firiinleri,
serbest veya bagl haldeki madde kalint1 olarak tanimlanir (WHO, 1988; Kaya ve
Unsal, 2000). Kalintilar kendi igerisinde toplam kalint1, belirte¢ kalinti, bagl kalints,
ekstre edilebilir kalinti, ekstrakte edilemeyen kalintt ve biyoyararlanilabilir kalinti

olarak simiflandirilirlar (Yavuz, 1994; Kaya ve Unsal, 2000).

Besinlerde kalinti halinde bulunan bir ilag veya kimyasal maddenin,
tilkketicilerin saglig1 lizerinde hicbir olumsuz etkisi olmaksizin, yasam boyunca ve
giinliik olarak alinabilir miktar1 kabul edilebilir giinliik alim olarak tanimlanir (Kaya
ve Unsal, 2000). Bir ilag veya kimyasal maddenin, insan ya da hayvanlar tarafindan
tilkketilene (veya hayvanlar kesilene) kadar, besinler veya yemlerde bulunmasina izin
verilen en fazla miktar1 veya yogunlugu da tolerans diizeyi olarak tanimlanir (Kaya

ve Unsal, 2000).

Besin degeri olan hayvanlara en son ila¢g uygulamasindan sonra, ayni
hayvanlardan elde edilen siit, et ve yumurta gibi iirlinlerin, ila¢ kalintilarinin insan
saglig1 agisindan tiimiiyle sakincasiz diizeylere inmesine kadar bekletilmelerinin 6n
goriildiigii en kisa bekletme siiresine yasal arinma siireci denir. Ilacla ilgili bir kayit
yoksa, kanatli ve memeliler i¢in kesim Oncesi bekletme siiresi gegici olarak 28 giin,
yumurta ve siit i¢in sagaltim siiresince ve sagaltimi izleyen 7 giindiir. Baliklarda ise
avlanmama siiresi 500 derece giin birimi ortam 1sisina boliinerek belirlenmektedir

(Kaya ve Unsal, 2000).

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotik terimi, kisaca bakterilerin iiremelerini inhibe eden veya onlar1 6ldiiren
maddeler olarak tanimlanabilir. Giiniimiizde antibiyotiklerin ¢cogunun sentetik ya da
yari-sentetik yontemlerle elde edilmesi miimkiin oldugundan, antibiyotik terimi
tedavide kullanilan kemoterapdtik ve antibiyotik niteligindeki maddeler igin genel bir

ad olarak kullanilir (Kaya, 2007).



Antibiyotikler —etki mekanizmalarina ve kimyasal yapilarina gore
smiflandirilmaktadir. Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler asagidaki sekilde

gruplandirilmaktadir (Kaya, 2007).
1) Hiicre duvari sentezini engelleyenler (penisilinler, sefalosporinler)

2) Protein sentezini engelleyenler (makrolitler, aminoglikozitler, tetrasiklinler,
linkozamitler, kloramfenikol)

3) Niikleik asitlere etki edenler (ofloksasin, siprofloksasin, norfloksasin ve

levofloksasin)

4) Intermediyer metabolizmay! bozanlar (siilfonamitler, siilfonlar, trimetoprim,

paraaminosalisilik asit, izoniazit, etambutol) (Kaya, 2007).

1.2.1. Beta-laktamlar

Yapilarinda birisi azot, ii¢ii karbon atomundan olusan 4 {iyeli bir halka (beta-laktam
halka) bulunan ilaglar beta-laktam antibiyotikler olarak bilinirler. Bu halkaya
baglanan grup veya halkali yapt (Sekil 1) veya bunun elemanlarina gore

siiflandirilirlar (Kaya, 2007).

Sekil 1. Beta-laktam antibiyotiklerin molekiiler yapilari (Ibraimi ve ark., 2013)
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1.2.1.1. Penisilinler

P. notatum ve P. chyrsogenum mantarlarindan elde edilen penisilinler en genis
kullanim alan1 bulan beta-laktam antibiyotikler arasinda yer almaktadir. Tim
penisilin gesitleri 6 amino penisillanik asit (6-APA)’den tiirerler. Bakterilere karsi
etkinlik i¢in bu yapinin korunmasi gereklidir. Bu yapinin beta-laktamazlar tarafindan
acilmasiyla olusan penisilloik asit viicutta proteinlerle birleserek antijenik 6zellik

gosterir ve ilag alerjisinin sekillenmesinde rol alir (Kaya, 2007).

Penisilinler; benzilpenisilin ve tuzlar1 (penisilin G, prokain penisin G),
fenoksipenisilinler (penisilin V, propisillin), penisilinaza dayanikli penisilinler
(Nafsilin, kloksasilin, oksasilin), Amino(benzil)penisinler (ampisilin, amoksisilin,
metampisilin), Karbenilisinler (karbenisilin, tikarsilin), Asilamino(iireido)penisinler
(azlosilin, mezlosilin), piperazin penisilinler (piperasilin), etkisi giiclendirilmis
penisilinler (klavulanik asit-amoksisillin, sulbaktam-ampisillin) ve diger penisilinler

(mesillinam) olmak iizere 9 alt grupta incelenirler (Kaya, 2007).

1.2.1.2. Sefalosporinler

Cephalosporium acremonium kiiltiirlerinden elde edilen sefalosporinler beta-laktam
halkast ve buna kaynasmis dihidrothiazin halkasindan ibaret olan 7-
aminosefalosporanik asit (7-ASA)’den yapilmistir. Penisilinler gibi sefalosporinlerde
de bakterilere kars1 etkinlik i¢in bu yapinin korunmasi gereklidir. Bu grupta 1. nesil
(sefaleksin, sefazolin, sefradin), 2. nesil (sefaklor, sefuroksim, sefotiam), 3. nesil
(sefoperazon, sefotaksim, seftiofur) ve 4. nesil (sefkuinom, sefepim) olmak tizere 4
grupta incelenirler. Bu grup ilaclarin etki spektrumlari daha genis olup, 3. nesil

gruplarin etki spektrumlari pseudomonaslar1 da kapsamaktadir (Kaya, 2007).



1.2.1.3. Diger beta-laktam ilaclar

Bu grupta monobaktamlar (aztreonam) ve karbapenemler (imipenem, meropenem)
bulunur. Yap1 yoniinden diger beta-laktamlardan ayridirlar ve bu ilaglarin etki giicleri

ve beta-laktamazlara duyarliliklarida farklilik gostermektedir (Kaya, 2007).

1.3.  Ila¢ Kahntilarimin Neden Olabilecegi Olumsuzluklar

1.3.1. Tlac alerjisi

Kalint1 halinde alinan birgok ila¢ bagisiklik sistemini uyararak alerjik tepkimeye yol
acabilir. Ornegin, penisilinler ¢ok kiiciik miktarlarda bile alerjik tepkime sonucu
oliime neden olabilirler. Benzer sekilde, kloramfenikol alerjik tepkime ile kemik
iligini baski altina alabilir. Bu nedenle, ilkemiz de dahil, bir¢cok iilkede
Kloramfenikoliin gida temini igin yetistirilen hayvanlarda kullanilmasi yasaklanmistir

(Kaya ve Unsal, 2000; Yarsan, 2012).

1.3.2. Farmakolojik etki

Gidalarda kalinti halinde bulunan bazi etkin maddeler, hayvanlarin kesim Oncesi
bekletme siiresine uyulmadan kesilmeleri durumunda, bu gidalarin tiiketilmesiyle
insanlarda istenmeyen etkilere neden olabilmektedir. 1990°’da Fransa’da klenbuterol
kalintis1 igeren sigirlarin  karacigerini yiyen 22 kiside boyle bir durumla

karsilagilmistir (Pulce ve ark., 1991).

1.3.3. Karsinojenik etki

Karsinojenik etkiye sahip madde kalintilar1 ile bulasik gidalarin uzun siireyle

tilketilmesi canlilar i¢in saglik tehlikesi olustururlar. Karsinojenik etkiye sahip bazi



maddelere 6rnek olarak; kloramfenikol, nitrofuranlar, imidazol bilesikler
(metronidazol, ronidazol gibi), bazi siilfonamitler, aristolosiya tiirleri, kolsisin, bazi
agn kesiciler (ksilazin gibi) ve baz1 pestisitler gosterilebilir (Kaya ve Unsal, 2000;
Yarsan, 2012).

1.3.4. Gida endiistrisi

Antibiyotik kalintilar1 ile kontamine sitlerin teknolojik olarak islenmesi (yogurt,
peynir yapimi gibi) sirasinda ciddi sikintilar ortaya g¢ikar. Bazi antibiyotikler siite
gecerek bir yandan tiiketici saghigini olumsuz yonde etkileyebilecek, diger yandan da
stitteki bakteri kiiltiiriinii baskilayabilecek miktarlarda giinlerce siitte bulunabilirler.
Ayrica, antibiyotik kalintist ihtiva eden hayvanlarin etleri sucuk ve benzeri iiriinlerin
hazirlanmasina (nitrat rediiktaz gibi enzimlerin etkinliginin engellenmesi) uygun
degildir (Yarsan, 2012).

1.3.5. Direngcli suslarin ortaya ¢ikmasi

Gidalarda (et, siit gibi) kalint1 halinde bulunan antibiyotiklerin bakterilerde direngli
suslarin ortaya ¢ikmasina yol acabilecegi kabul edilmektedir. Ayrica, bu tiir ilaglarla
Kirli gidalar tiiketicilerde daha sik ve siddette gida zehirlenmelerine sebep olabilirler;

bununda direngli bakteri suslarindan ileri geldigi sanilmaktadir (Kaya ve Unsal,
2000; Yarsan, 2012).

1.3.6. Cinsiyet 6zeliklerinin degismesi

Anabolik etkili maddelerle kontamine gidalarin uzun siire tiikketilmeleriyle insanlarda
cinsiyet Ozelliklerinde degisikliklere yol acabilecekleri kabul edilir. Hayvanlarda
uygulama hatas1 veya zorunlu kesim yapilmasi durumlari harig, boyle bir kullanimla

hayvansal gidalarda bulunan ilag kalintisinin miktar1 insanlarda cinsiyet



ozelliklerinde degisiklige yol acabilecek odlgiide yiiksek degildir (Kaya ve Unsal,
2000; Yarsan, 2012)

1.3.7. Sindirim kanah bakteri toplulugunun degismesi

Gidalardaki antibiyotik kalintilar1 insanlarin bagirsaklarindaki bakteri toplulugu
(400’den fazla tiir vardir; bunlarin > %90 obligat anerobik 30 tiirde “bilhassa
Bacteroides, = Fusobacterium,  Eubacterium,  Clostridium,  Ruminococcus,
Peptostreptococcus, Peptococcus olmak iizere” bulunur) arasindaki ekolojik dengeyi
bozabilir. Kalinti halinde en ¢ok 1,5 mg/60 kg c.a./glin miktarda antibiyotik
alinmasina izin verilmektedir. Bu miktar bir insanin giinde 1,5 kg gida tiiketecegi, 1
kg gidada bulunacak < 1 mg antibiyotigin de mikrobiyolojik bir zararinin olmayacagi
esasina dayanir. Antibiyotiklerin kabul edilebilir giinliikk alim miktarlar1 ve tolerans

diizeylerinin belirlenmesinde bu durum da gdz oniine alinmaktadir (Yarsan, 2012).

1.3.8. Siitlerde Antibiyotik Kahntilan

Siit hayvani yetistiriciliginde sistemik hastaliklara ve mastitise karsi ilaglarin
kullanim1 sonucu, ilagtan armmma siiresi doneminde siitlerde yliksek miktarda
antibiyotik kalintis1 izlenmektedir. Ozellikle gocuk ve bebeklerin beslenmesinde
onemli yeri olan siitte antibiyotik kalintilarinin varligi zehirlenmelere neden
olabilmektedir. Sindirim kanalindan hizla emilen tetrasiklinlerin kemik dokuya ve
sinir sistemine birikme egilimi gOstermesi sonucu biliyimede gecikmeye,
yetiskinlerde ise sinirsel bozukluklara ve immunotoksisiteye sebep olabilmektedir
(Sanl1 ve ark., 1991).

Antibiyotik kalintis1 igeren siitlerdeki kalinti, yapilan islemlerle (kaynatma
veya pastorizasyon islemleriyle) ortadan kaldirilamamaktadir. Siit ve triinlerindeki
ilag kalintilarinin  yikimlanmasi veya azalmasi i¢in, uzun siireli kaynatma

islemlerinin uygulanmasi da besinsel Ogelerin kaybma (protein ve vitaminlerde



yikimlanmaya) neden olacagindan gecerli yontemler olarak degerlendirilmemektedir

(Geger, 2006).

Ispanya’da yapilan bir ¢alismaya (Cristina ve ark., 2010) gore, 90 adet inek
stitii, 65 adet biiyiik bas hayvan etinde makrolit antibiyotik kalintilar1 aranmistir. Bu
¢alismanin sonucuna gore 90 siit 6rneginin 44’tinde tilmikosin, tylosin, spiramisin,

linkomisin antibiyotik kalintis1 tespit edilmistir.

Cin’de yapilan ¢alismada (Han ve ark., 2013) ise, 25 farkli sehirden, ¢esitli
marketlerden 180 adet UHT siit numuneleri toplanmis antibiyotik kalintilari
aragtirtlmistir. Bu ¢alismaya gore; tetrasikliler hari¢ siilfamethazin, siilfonamit ve

kinolon antibiyotik seviyelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismaya gore (Nina ve ark., 2011) 3 yil boyunca
toplamda 1259 adet pastorize edilmemis siitlerde mikrobiyal ve immunoasay
yontemle cesitli antibiyotikler (kloramfenikol, penisilin, tetrasiklin, siilfonamit, beta-
laktam, kinolonlar) arastirilmistir. Mikrobiyal taramaya gore; 36 ornekte pozitif
sonug, immunoassay yontemle de bir pozitif sonug edilmistir. HPLC metoduyla
yapilan dogrulamalarda, maksimimum kalint1 limitinin tizerinde antibiyotik kalintist
(12 pg/kg penisilin, 19 pg/kg amoksisilin ve 1671 pg/kg tetrasiklin olarak)

belirlenmistir.

Tirkiye’de de siitteki antibiyotik kalintilarini belirlemede ¢esitli ¢alismalar
yapilmigtir. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’min koordinatérliigiinde gesitli illerde
bulunan Kontrol ve Arastirma Enstitiisii ile 11 Kontrol Laboratuvarlar tarafindan
yirlitiilen gidalarda veteriner ilag kalinti diizeylerinin belirlenmesine yo6nelik
caligmada 3084 siit Orneginde penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol kalintilar
incelenmis olup siitlerin 377’sinde (%12) pozitif bulguya rastlanilmistir (Anonim,
2005). Tarim ve Koy Isleri Bakanlig1 tarafindan yapilan izleme plani cergevesinde
yapilan bazi analizlere gore, 2000 yilinda siit 6rneklerinin % 24’tinde beta-laktam ve
% 8’inde siilfonamit igerdigi bildirilmistir. 2003 yilinda yapilan izleme planina gére
ise 194 siit 6rneginin 21 tanesinde, 2004 yilindaki analiz sonuglarina gore ise 185 siit
orneginin % 14’inde beta-laktam kalintis1 bulundugu tespit edilmistir (Anonim,
2005).



Ankara piyasasinda satilan 100 ¢ig siit, 50 pastorize siit, 50 adet UHT siit
olmak {tizere toplam 200 siit Orneginde antibiyotik kalintisinin arastirildigi bir
calismada, siitlerin % 5,5’inde penisilin yoniinden pozitif bulgular elde edilmistir
(Ceyhan ve Bozkurt,1987).

Bir diger arastirmada; Konya’da faaliyet gosteren cesitli mandira ve siit
isletmelerinden getirilen 50 adet ¢ig siit orneginde HPLC yontemi ile penisilin G,
ampisilin ve penisilin V kalintilar1 arastirilmis, analizlerin sonucunda 6 siit 6rneginde

antibiyotik kalintisinin oldugu belirlenmistir (Demet ve ark., 1992).

Bursa ve gevresindeki ¢ig siitlerde antibiyotik kalinti varligini belirlenmesi
amaciyla 150 ¢ig siit Orne8i agar ve interest yontemiyle incelemis, siitlerin %
18’sinde penisilin, % 7,3’liniin de tetrasiklin yoniinden pozitif oldugu rapor

edilmistir (Dokuzlu ve Tayyar, 2001).

Yapilan bu arastirmada en 6nemli hayvansal iiriin olan siitlerde antibiyotik
kalintis1 varliginin izlenmesi amaglandi. Bu amagla, Afyonkarahisar Bolgesi’nde siit
hayvanciligi yapilan isletmelerden tiiketime sunulan 80 adet ¢ig siit Orneginde
ELISA yontemi kullanilarak beta-laktam grubu antibiyotik kalint1 varlig arastirild.
Boylece elde edilen verilerle tliketici sagligma yonelik olumlu ya da olumsuz
etkilerin goriilmesi ile yapilan veya yapilacak izleme programlarina yonelik ilave

bilgilerin eldesi gerceklestirildi.
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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)

Santrifiij cihaz1 (Niive NF 1000 R)

Falkon deney tiipleri (Isolab)

Pipet ucu-filtreli (Axygen)

Ependorf tiip (Isolab)

Kurutma Kagidi (Isotherm)

2.2. YONTEM

2.2.1. Siit numunelerinin toplanmasi

Bu galismada Afyonkarahisar Bolgesi’nde tiiketime sunulan ¢ig siitlerde beta-laktam
tiirevi antibiyotik kalintilar1 arastirildi. Bu amacla bolgenin cesitli yerlerinde siit
hayvancilig1 yapilan isletmelerden (Tablo 1) 2015 yili Agustos-Ekim aylar1 arasinda
sagim sonrasi toplamda 80 adet inek siitii numunesi toplandi. Isletmelerden plastik
tiiplere alinan siitler hemen laboratuvara getirildi ve analizler yapilincaya kadar -20

°C de muhafaza edildi. Analizler Kasim ayi icerisinde gerceklestirildi.



Tablo 1. Siit numunelerinin alindig1 ilge ve merkezler

Numune alinan il¢e Numune alinan merkezler

Akoren, Cobanozu, Garipge, Saraycik,
Sinanpasa
Tinaztepe

. Gazligol, Karacaahmet, Ayazini,
Ihsaniye
Cumali, Déger, Orhanli

Evciler Altinova, Kayalik

2.2.2. Numunelerin analize hazirlanmasi

Deney tiipiine 5 ml alinan siit 6rnegi, santrifiij cihazina yerlestirilerek 2000 devirde
15 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi tiip igerisinde istte toplanan siit
serumunun yagi uzaklastirilarak, temiz serum Ornegi elde edildi. Santrifiij iglemi

sonrast Ust kisimdan alinan siipernetant analiz isleminde kullanildu.
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2.2.3. ELISA Testi

Hayvansal iriinlerde etkin bir kalint1 izlemesi i¢in tarama analizlerinin kullanimi
zorunludur. Bu konudaki yaygin uygulama ELISA ile yapilan uygulamadir. Bu
teknoloji, hedef molekiile 6zel gelistirilmis antikorlarin kullanilmasindan dolay1
yiikksek spesifiteye sahiptir ve son derece hassas olmasiyla karekterizedir.
Spesifiteden dolayr hem analiz sonuglarinin giivenilirligi yiliksek, hem de gorece
kolay numune hazirlama prosediirleri igermelerinden dolay1 kisa zamanda ¢ok sayida
numunenin farkli ila¢ kalintilar1 i¢in analizini miimkiin kilmaktadir (Senyuva ve

Gilbert, 2015).

Yapilan analizin prensibine deginilenecek olunursa; yarismali ELISA olup
genellikle antijen varligin1 gostermek i¢in kullanilan bir yontemdir. Aranan antijene
0zgll antikor kat1 faza baglanmistir. Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen
(klinik ornek) kat1 fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki antijenin de
antikordaki baglanma bélgeleri yarismasi amaciyla inkube edilir. inkubasyondan
sonra yikanarak baglanmamis antijenler uzaklastirilir ve enzim substrati konarak
inkube edilir. Baglanmis enzim substratla reaksiyona girerek renk olusturur ve

spektrofotometrede absorbans okunur (Senyuva ve Gilbert, 2015).
ELISA ig¢in yapilan islemler sirasiyla;

e ELISA pleyti analiz islemi Oncesi bir saat oda 1sisinda bekletildi ve

iizerindeki koruyucu plakasi ¢ikarildi.

e ELISA pleytinin kuyucuklarmma 50 pl standartlar ile 50 pl 6rnekler ilave
edildi. Hepsinin iizerlerine 75 pl konjugat ilavesi gerceklestirildi. Pleyt bir

saat oda 1sisinda karanlik bir ortamda bekletildi.

e Siire sonunda pleyt 6 kez yikama solusyonuyla yikandi ve ytkama solusyonun

pleytten uzaklastirilmasi saglandi

e Yikama islemi sonunda 125 pul one shot substrat soliisyonu biitiin kuyucuklara

ilave edildi ve 20 dakika oda 1sisinda karanlik ortamda bekletildi.



e Bu islem sonunda 100 pl durdurma soliisyonu ilave edildi. Bu asamada mavi

renk olusumu sariya doniistii. Bu olusan rengin absorbansi
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okuyucusunda 450 nm’de okundu.

Konsantrasyonlar1 belirli standartlara karsi okunan absorbanslar temel alinarak bir
egri elde edildi. Sonrasinda numunelerin verdigi absorbanslar bu egriden elde edilen
formiile konarak karsiligi olan konsantrasyonlar elde edildi. Bunun sonucunda elde
edilen verilerin degerlendirmeleri yapildi. Kullanimimna izin verilen ilaglar igin
gelistirilen ELISA kitlerindeki tespit limitleri maksimum kalint1 degerlerinin altinda

belirlenmistir. Tespit limiti ng/ml (ppb) olarak belirlendi. Beta-laktam ELISA Kitinin

bilesikleri ve verdigi capraz reaktivitesi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Beta-laktam ELISA kitinin bilesikleri ve ¢apraz 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 8
Tikarsilin 6
Sefalosporinler <0.01
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3. BULGULAR

Analiz sonunda standartlara karsi okunan absorbans degerleri eslestirildi ve Sekil
2’de goriilen konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Egriden yararlanilarak elde
edilen denklem {iizerinde numune absorbanslarina karsilik gelen konsantrasyonlar

belirlendi.

Sekil 2. Beta-laktam standart-konsantrasyon egrisi

Konsantrasyon (x)

50
45 y = 2267,9x7- 2233,6x2+ 740,98k~ 82,392
40 R*=0,9987 f
35 /
30 /. + Konsantrasyon (x)
25 !/
20 / Polinom.
15 (Konsantrasyon (x))
10

5

o ; : . .

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800

Seksen siit drneginde belirlenen beta-laktam kalint1 derisim araliklar1 ve sonug veren
ornek sayis1 Tablo 3’de verilmistir. Bu sonuclar incelendiginde 38 numunenin kalinti
icermedigi, 35 drnegin maksimum kalint1 limitleri igerisinde ve 7 numunenin ise 3
ppb’nin {izerinde fakat 30 ppb’nin altinda kalint1 igerdigi tespit edildi. Toplam analiz

Ornegi sayisina gore antibiyotikle kirlenme oran1 % 8,75 olarak belirlendi.

Tablo 3. Siit numunelerindeki beta-laktam antibiyotik kalint1 diizeyleri

Konsantrasyon (ppb) Pozitif numune sayisi (n: 80)
0 38
0,1-0,5 19
05-1 8
1-3 8

>3 7
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4.  TARTISMA

Hayvansal iiriinlerde saptanan ila¢ kalintilarinin tiiketici saglig1 agisindan istenmeyen
etkiler (alerji, kanser gibi) meydana getirmelerinden dolayi, bu iiriinlerde kalinti
analizlerinin  yapilmasi1 giderek Onem kazanmistir. Gidalarin  antibiyotik
kalintilarindan arindirilmasi i¢in gereken yasal bekletme siiresi, ilagla tedavinin
kesilmesi ve gidalarda bulunmasina izin verilen kalinti miktarlarinin siirlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan arastirmalar gida giivenligi ve tiiketici saglig
acisindan 6nem tagimaktadir (Temamogullar1 ve Kaya, 2010). Bundan dolay: yapilan
bu c¢alismada da siitlerde beta-laktam antibiyotik kalintilarinin varligi arastirildi ve
tilkketici saglig1 acisindan 6nemi degerlendirildi. Ayrica ¢calismada kullanilan yonteme
ve analiz sonuglarma iliskin verilerin benzeri yontemler ve sonuclarla

karsilastirilmasi gergeklestirildi.

Yapilan ¢alismada, Afyonkarahisar bolgesinde tiilketime sunulan ¢ig siitlerde
beta-laktam antibiyotik kalinti varligt ELISA yOntemiyle arastirildi. Analiz
sonucunda 80 siit 6rnegi icerisinden 38 numunede kalint1 varligi goriilmezken, 35
numunede degisen konsantrasyonlarda ve bulunmasina izin verilen maksimum
kalint1 limitleri i¢erisinde beta-laktam antibiyotik kalint1 varligi tespit edildi. Ayrica

7 siit 0rneginde maksimum kalint1 limitlerinin tizerinde kalint1 miktari tespit edildi.

Sanlurfa bolgesinde tiiketilen siit orneklerinde beta-laktam kalintilarinin
kalitatif olarak arastirildigi bir ¢alismada; 300 siit 6rneginin 64’liniin beta-laktam
antibiyotik kalintis1, 32°sinin antimikrobiyel aktiviteye sahip diger kalintilar1 i¢erdigi
belirtilmistir (Ardig¢ ve Durmaz, 2006).

Temamogullar1 ve Kaya (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 120 ¢ig siit ve 7 ticari
firmadan saglanan 120 pastorize siitten olusan toplam 240 adet o6rnekte ampisilin,
amoksisilin, danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin
kalint1 analizi gergeklestirmistir. Kalint1 analizlerinde ITK ve mikrobiyolojik disk

difiizyon teknigine dayali biyootografik (ITK/Biyootografik) yontem kullanilmistir.



16

Sonuglara gore 1 pastorize siit 6rneginde ampisilin kalintisina rastlanilmistir. 239

ornekte hicbir antibiyotik kalintist belirlenmemistir.

Ergin-Kaya ve Filazi (2010) Ankara’da satilan ¢ig siit ve pastorize siit
driinlerinde antibiyotik kalintilarini arastirdiklar1 ¢alismada toplam 240 adet siit
ornegini toplamislar ve penisilin G, oksitetrasiklin, gentamisin, streptomisin ve
neomisin yoniinden analiz etmislerdir. Pastorize siit 6rneklerinin 1’inde 150,4 ug/L
oksitetrasiklin, 1’inde 33,5 ug/L penisilin G ve 1 adet ¢ig siit 6rneginde 7688,4 ug/L
neomisin tespit edilmis ve bu konsantrasyonlarin Tiirkiye ve Avrupa Birligi
tilkelerinde siitlerde bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 limitlerinin {istiinde

oldugunu belirtmislerdir.

Farkli prensiplere dayali 3 farkli antibiyotik test kitinin performanslarinin beta-
laktam grubu antibiyotiklerden penisilin G, ampisilin, amoksisilin ve kloksasilin ile
yapay olarak kontamine edilmis ¢ig siit 6rneklerinde degerlendirildigi bir ¢calismada;
HPLC metodu ile metot tespit limitlerinin, ampisilin i¢in 8 pg/kg, amoksisilin i¢in 8
pg/kg; penisilin G icin 6 pg/kg ve kloksasilin i¢in 11 pg/kg olarak belirlendigi
bildirilmistir. Calismada, kromatografik metot ile elde edilen tespit limitlerinin,
ampisilin, amoksisilin ve penisilin G i¢in Tirkiye ve Avrupa Birligi maksimum

kalint1 limitlerinin lizerinde saptandigi belirtilmistir (Torlak ve ark., 2012).

Ulkemizde 7 ticari firma ve 9 ayr siitgiiliik biriminden elde edilen 75 ¢ig ve 14
pastorize toplam 89 siit Orneginde kloramfenikol kalintisi yoniinden yapilan
calismada, ITK/Biyootografik yontemle 6 siit 6rneginde 0,8-1,6 ppm yogunlugunda
kloramfenikol kalintis1 bulunmustur (Sanh ve ark., 1991).

Bursa ve ¢evresinde toplanan 150 adet ¢ig siit 6rneginde yapilan bir caligmada,
intertest yontemi kullanilarak siit 6rneklerinin 2’sinde kloramfenikol kalintisina
rastlanilmistir (Dokuzlu ve Tayyar, 2000). Benzer sekilde, Konya’da faaliyet
gosteren cesitli mandiralardan toplanan 61 siit 6rneginde HPLC ile kloramfenikol
yoniinden yaptiklari ¢alismada, 28 siit Orne8inde kloramfenikol kalintisi

belirlenmistir (Demet ve ark., 1992).
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Ankara ve cevresinde siit sigircilifi yapilan kamu ve oOzel sektdre ait
isletmelerden saglanan 444 ¢ig ve pastorize siit orneginde intertest ve tglii plak
testleriyle kloramfenikol kalintis1 yoniinden yapilan ¢alismada, intertest yontemiyle
78 pozitif (% 17,56), 65 siipheli (% 14,63), 301 negatif (% 67,79), B. subtilis ile
yapilan 3’1li plak yontemiyle 24 (% 5,40) pozitif, 1 siipheli (% 0,22), 419 (% 94,36)
negatif sonug belirlenmistir (Onal ve ark., 1993).

Tirk Gida Kodeksinde “Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalinti Limitleri Y6netmeligi” ne
gore maksimum kalint1 limitleri beta-laktam grubu ilaglardan siitte bulunabilecek
penisilin tiirevi ilaglardan ampisilin, amoksisilin, benzilpenisilin i¢in 3 ppb,
kloksasilin, dikloksasilin, nafsilin ve oksasilin i¢in 30 ppb olarak belirlenmistir.
Sefalosporinler i¢in genel olarak siitte ortalama 50 ppb maksimum kalint1 limiti
belirlenmistir (TGK, 2007). Yapilan ¢alismada elde edilen veriler incelendiginde 7
numunenin 3 ppb diizeyinin tizerinde tespit edilmis olup, beta-laktam antibiyotikler
yoniinden siitlerde bulunmasina izin verilen maksimum kalinti limitlerinin iizerinde
oldugu tespit edildi. Bu durum antibiyotik verilmis hayvanlardan gerekli arinma

stiresi dolmadan elde edilen siitlerin tiikketime verildigi seklinde degerlendirilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Gliniimiiz hayvanciliginda antimikrobiyel ilaglar, tedavi, hastaliklardan korunmak ve
gelismeyi hizlandirict amagla kullanilmaktadir. flag ve diger maddelerin istenen
etkilerinin yani sira, 6zellikle halk saglig1 acisindan da risk tastyabilecekleri goz ardi
edilmemelidir. Bu risklerden de en 6nemlisi, bu maddelerin kalintilaridir. Ozellikle
de bu durum karsinojenik, teratojenik veya mutajenik 6zellige sahip ila¢ ve kimyasal
maddeler icin gecerlidir. Ayni zamanda kalinti iceren {iriinleri tiiketenlerde,
bunlardan kaynaklanan hastaliklarda (ilag alerjisi, sindirim sistemi bakteri
toplulugunun inhibe edilmesi gibi) s6z konusu olabilmektedir. Sonug olarak insan ve
diger canlilarin saghigt da goz Oniinde bulundurularak, ilaclarin hayvanlara
uygulanmalarini takiben kesim oncesi bekletme siirelerine dikkat edilmeli, bolgedeki
yetistiricilerin ve bunun ticaretiyle ugrasanlarin bilinglendirilmesi ve diizenli bir
sekilde hayvanlardan ornekler alinarak ilgili kurumlar tarafindan hizli ve kontrollii

bir tarama ve tespit islemlerinin titizlikle yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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OZET

Afyonkarahisar bolgesinden toplanan ¢ig siitlerde beta-laktam grubu

antibiyotik kalinti1 varhginin arastirilmasi

Hayvanlarda tedavi edici, koruyucu ve benzeri amaglarla kullanilan antibiyotikler bu
hayvanlardan elde edilen gidalarda kalinti1 birakabilmektedir. Antibiyotik kalintilari
bakimindan ¢ig siit yiiksek risk igermektedir. Boyle gidalarin insanlar tarafindan
tiketimi ise ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Bu amagla,
Afyonkarahisar bolgesinden toplanan 80 ¢ig siit 6rnegi beta-laktam antibiyotik
kalinti varligi bakimindan ELISA yontemiyle analiz edildi. Yapilan analizler
neticesinde 38 6rnegin beta-laktam grubu antibiyotik kalintis1 igermedigi, 35 6rnegin
degisen konsantrasyonlarda ve bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 limitleri
igerisinde ve 7 numunenin ise maksimum kalint1 limitinin {izerinde beta-laktam
antibiyotik kalintis1 icerdigi tespit edildi. Sonu¢ olarak, ¢ig siitlerde saptanan
degerlerin nispeten yiiksek olmasinin antibiyotik verilmis hayvanlardan gerekli

arinma siiresi gegmeden siitlerin tiikketime verildigi seklinde degerlendirildi.

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

Investigation of beta-lactam antibiotic residues in raw milk obtained from

Afyonkarahisar Province

Antibiotics usage for treating, protective and similar purposes of animals may cause
residue in foods of animal origin. Raw milk has high risk in terms of antibiotics
residue. The consumption of such foods can cause serious health problems in human.
For this purpose, 80 raw milk samples were collected from Afyonkarahisar province
and analysed for beta-lactam antibiotics by means of ELISA. The result of analyses
showed that 38 samples did not contain beta-lactam residue, 35 samples contained
different concentration and acceptable maximum residue limits of beta-lactam and 7
samples contained high level of residue which is more than acceptable maximum
residue limits. In conclusion, relatively high level of residue in raw milk showed that
milk is offered for human consumption without taking it into consideration of

withdrawal time.

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