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OZET

ANTIBIYOTIK TAYiNiNE S.((")NEL.iK BIYOSENSOR
GELISTIRILMESI

Nazife Nur KARACAGLAR
Doktora, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damsmani: Doc¢. Dr. Ali TOPCU

Haziran 2017, 144 Sayfa

Antibiyotikler, saglik sektoriinde en fazla kullanilan ila¢ tiirlerinden biridir. Fakat
yeterlilikleri giin gectikge yayginlasan bakteriyel direng olgusundan dolayr sekteye
ugramaktadir. Insanlar tarafindan antibakteriyel ilaglarin yetersiz kullanimi, hayvanlarda
antibakteriyellerin yaygin olarak kullanilmasi veya c¢evre ve gidada antibakteriyel
maddelerin bulunmas1 antibiyotige direngli bakteri suslarinin artmasina neden olmustur.
Antibiyotikler hayvanlari tedavi etme, hastaliktan koruma amaci ile verilmekte ise de bazi
durumlarda biiylime ve beslenme verimliliklerini artirma amaci ile de verilebilmektedir.
Bu yiizden hayvanlarda ve hayvansal kaynakli gidalarda antibiyotigin kontrolii son derece
onemlidir. Bu kapsamda kalint1 antibiyotik diizeyinin kolayca saptanabilecegi, hizli ve
hassas tayin sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Antibiyotiklerin basit, hizli ve hassas
tayini, saglik riskleri olusturabilecek direngli bakteri suslarinin artmasinin engellenmesi
ayrica teknolojik acidan gida proseslerinde fermentasyon basamaginda sorun olugmasinin
engellenmesi agisindan oldukca 6nemlidir. Ozellikle gida daha islenmeden, ¢iftlikte veya
fabrikada bu analizlerin hizli bir sekilde yapilabilmesi 6nemlidir. Gidalarda antibiyotik
tayini igin siklikla kullanilan immunoassayler, yiiksek performansli sivi kromotografisi

(HPLC) ve sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (LC/MS) gibi yontemler oldukca



hassas olmakla birlikte yiiksek maliyetli olup, gelismis ve uzmanlik gerektiren ekipmanlara
ihtiya¢ duymaktadir.

Bu tez kapsaminda, antibiyotik tayinine yonelik basit, hizli, diisiik maliyetli ve Avrupa
Birligi (EU) tarafindan belirlenen maksimum kalint1 limiti (MKL) diizeyindeki
hassasiyette bakteri temelli bir biyosensor sistemi gelistirilmesi hedeflenmektedir.
Calismanin odaginda siit hayvancilifinda en ¢ok kullanilan antibiyotik gruplarinin tayini
bulunmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda o6ncelikle, biyoanaliz sisteminde kullanilacak
floresans ozellige sahip bakteri hiicrelerinin olusturulmasi hedeflenmistir. Bu nedenle,
yesil floresans proteininin (Green Fluorescence Protein-GFP) rekombinasyon yoluyla
Escherichia coli hiicrelerinde ekspresyonu saglanmistir. Bu asamada, optimizasyon
calismalari ile analiz sistemi antibiyotik tayini i¢in iyilestirilmistir. Antibiyotik tayini, canl
bakteri hiicresinin antimikrobiyal varligindaki inhibisyonu takip edilerek yapilmistir.
Analiz sisteminde floresans intensitesindeki degisim izlenmistir. Bu kapsamda, ampisilin,
basitrasin A, benzilpenisilin, furazolidon, gentamisin, linkomisin, neomisin, sefazolin,
spektinomisin, spiramisin, streptomisin, sulfadiazin ve tetrasiklin antibiyotikleri
denenmistir. Degisen antibiyotik konsantrasyonlarina karsilik, floresans intensitesindeki
artigin hiz1 belirlenerek denenen her antibiyotik i¢in kalibrasyon egrisi, gdzlenebilme siniri
(LOD) ve tayin alt simir1 (LOQ) degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
gelistirilen yontem ampisilin, benzilpenisilin, gentamisin, neomisin ve tetrasiklin 60 dakika
icerisinde basarili bir sekilde tayin edilebilmektedir. Bu antibiyotikler i¢in elde edilen LOD
degerleri sirasi ile 3.33 ppb, 0.29 ppb, 28.00 ppb, 618.36 ppb ve 33.17 ppb olup, elde
edilen bu degerler herbir antibiyotik icin izin verilen MKL degerlerinden daha diisiik
diizeydedir.

Tezde antibiyotik tayini i¢in model sistem ve kalinti antibiyotik agisindan biiyiik risk
olusturan ve en ¢ok denetime tabii gida olan siit ele alinmis ve gergek drnek denemeleri siit
ile yapilmigtir. Bu kapsamda, ampisilin, benzilpenisilin, sefazolin, tetrasiklin, gentamisin
ve neomisin antibiyotikleri igeren siit dérnekleri kullanilmistir. Elde edilen geri kazanim
degerleri, % 91.00 ile % 105.85 arasindadir.

Gelistirilen antibiyotik tayinine yonelik biyosensoriin validasyon ¢aligmalari i¢in dogruluk
ve kesinlik degerleri incelenmistir. Bu kapsamda giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik
datalar1 incelenmistir. Dogruluk i¢in bias, kesinlik i¢in bagil standart sapma (RSD)
degerleri hesaplanmistir. Bias degerleri % -8.00 ile % 0.64 arasinda iken, RSD degerleri %
1.30 ile % 7.34 arasinda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik tayini, yesil floresans proteini, plazmid, biyosensor, siit



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOSENSOR FOR THE DETECTION OF
ANTIBIOTIC

NAZIFE NUR KARACAGLAR
Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Ali TOPCU
June 2017, 144 pages

Antibiotics are one of the most used drug type in pharmaceutical. But the efficiency of
these drugs comes to a standstill point because of the bacterial resistance fact that has
become widespread day after day. Inefficient usage of antibacterial drug by human being,
widespread usage of antibacterials in animals or existence of antibacterials in environment
and food caused increment in antibiotic resistant bacterial strains. Even antibiotics can be
given for the purpose of healing and preventing animals from sickness they can also be
given for the enhancement of growth and nutritional productivity. Therefore, examining of
antibiotic in animals or foodstuffs of animal origin is so important. In this scope, sensitive
and fast detection systems are needed for the detection of residual antibiotic level. Simple,
fast and sensitive detection of antibiotics is highly important because of the prevention of
resistant bacterial strains that may cause health risks and also from the technological point
of view prevention of problems at the fermentation step in the food processes. Especially,
it is important to perform these analyses fastly at the farm or at the plant, before processing
of food. Antibiotic detection methods that are often used in foods such as immunoassays,
high performance liquid chromatography (HPLC) and liquid chromatography/mass
spectrometry (LC/MS) are very sensitive as well as they are over costing and they need

some improved or specialization-required equipment.



In the scope of this thesis, development of a simple, fast, cost-efficient and sensitive as the
maximum residual levels (MRL) that have been set by the Europion Union (EU), whole
cell based biosensor is aimed. Detection of commonly used antibiotic groups in dairy
farming is present in the focus of this study. In accordance with this purpose firstly, it is
aimed to form the bacteria, which have a fluorescens feature and will be used in the
bioanalysis system. Therefore, expression of green fluorescence protein in the cells of
Escherichia coli by the recombination was provided. At this stage, analysis system was
improved by the optimization studies for the detection of antibiotic. Antibiotic detection
was carried out by following the inhibition of viable bacteria cells at the presence of
antibiotic. Changes in fluorescent intensity were pursued in the analysis system. In this
context, ampicillin, bacitracin A, benzylpenicillin, furazolidone, gentamicin, lincomycin,
neomycin, cefazolin, spectinomycin, spiramycin, streptomycin, sulfadiazine, and
tetracycline antibiotics were tested. The calibration curve, limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) values were obtained for each tested antibiotic by
determining the rate of increment in fluorescent intensity versus varying antibiotic
concentrations. Acording to obtained results; developed method can be successfully used
for the detection of ampicillin, benzylpenicillin, gentamicin, neomycin and tetracycline
within 60 minutes. LOD values for the these antibiotics are 3.33 ppb, 0.29 ppb, 28.00 ppb,
618.36 ppb and 33.17 ppb, respectively and these values are lower than the allowed MRL
for each antibiotic.

In the thesis, model system and milk, which poses great risk and is the most audited food
from the standpoint of antibiotic level, are investigated and real sample trials were done
with milk. Within this scope, milk samples that contain ampicillin, benzylpenicillin,
cefazolin, tetracycline, gentamicin and neomycin are used. Obtained recovery results were
in the range of 91.00% and 105.85%.

On behalf of the validation studies of the developed biosensor for the detection of
antibiotic, accuracy and precision values were investigated. In this context, in a day and
inter day repeatability data were examined. Bias values for accuracy, relative standart
deviation values for precision were calculated. While bias values were found in the range
of -8.00% and 0.64%, RSD values were found in the range of 1.30% and 7.34%.

Keywords: Determination of antibiotic, green fluorescent protein, plasmid, biosensor,

milk
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1. GIRIS
Antibiyotikler, bakteri {iremesini engelleyen veya bakterileri Oldiiren maddelerdir.
Antibiyotikler 1941 yilinda penisilinin kesfinden bugiine kadar bakteri enfeksiyonunu
engellemek i¢in siklikla kullanilmaktadir [1]. Kolay erisimi ve gii¢lii etkilerinden dolay1
Ozellikle hayvan yetistiriciliginde asir1 kullanim1 nedeni ile bakterilerde direng¢ gelisimine
neden olmaktadir. insanlarm siirekli olarak aldiklar1 gidalar ile kalinti antibiyotige maruz
kalmast veya antibiyotigin cevreden kontaminasyonla insanlara ge¢mesi neticesinde,
cagimizin en biiyilk sorunu olan antibiyotik diren¢li mikroorganizmalar olusmaktadir.
Antibiyotik direnci, 6zellikle son yillarda 6nlem alinmasi gereken oldukga ciddi bir
konudur. Bu direng biitiin diinya igin tehdit olusturmaktadir. Insan viicudunda antibiyotik
direnci gelisen mikroorganizmalar bulundugunda, var olan antibiyotiklerle tedavi miimkiin

olamamakta ve saglik acisindan biiyiik riskler dogmaktadir.

Antibiyotik direncinin gelismesine neden olan ii¢ olgu bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
insanlar tarafindan antibiyotiklerin gereksiz ve bilingsizce kullanimi, ikincisi
antibiyotiklerin hayvanlarda siklikla kullanilmasi sonucu antibiyotiklerin hayvansal
gidalarda kalinti seklinde bulunmasi, tglinciisii ise Ozellikle antibiyotik dretimi yapan
fabrikalar vasitasi ile g¢evrenin kontamine olmasidir. Bakteriler tarafindan olusturulan
antibiyotik direnci i¢in ¢6ziim yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi veya akilct antibiyotik
kullanimi ve kalintt antibiyotik diizeyinin disiiriilmesidir. Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi uzun zaman ve maliyet gerektirmesi ve bu yeni gelistirilen antibiyotige de
direng gelisiminin goriilebilmesi bakimindan antibiyotik direncinin uzun vadeli ¢6zliimii
yeni ilag formiilasyonlarinin gelistirilmesi degildir. Etkin ¢oziim, antibiyotiklerin akilct
kullanim1 ve kalint1 antibiyotik diizeyinin diisiiriilmesidir. Bu ise, insanlarda ve
hayvanlarda gereksiz antibiyotik kullaniminin O6nlenmesi, hayvansal gidalardaki ve
cevredeki kalint1 antibiyotik miktarlarin siirekli denetlenmesi ile miimkiindiir. Bu ylizden

hizli antibiyotik tayini bu kapsamda oldukg¢a 6nemlidir.

Hayvansal gidalar igerisinde siit, kalint1 antibiyotik bakimindan biiylik 6neme sahiptir.
Hayvanlara verilen antibiyotik kan dolagimi yolu ile siite gegmektedir. Siitteki antibiyotik,
antibiyotik direncini artirmasi bakimindan 6nemli oldugu kadar, siit endiistrisi igin
teknolojik ve ekonomik nedenlerle de olduk¢a dikkat ¢eken bir konudur. Siitte
antimikrobiyal bulunmasi durumunda, fermentasyon proseslerinde gorev alan starter
mikroorganizmalarin ¢alismasi engellenerek istenen iirlinlin olugsmasi imkansiz olmaktadir.

Antibiyotik kalintisi, starter kiiltiirlerin ¢aligmasin1 engelleyerek veya yavaglatarak



fermentasyon iriinlerinin olusumunu (laktik asit vb) kismen veya tamamen inhibe
etmektedir. Dolayis1 ile antibiyotik kalintis1 6zellikle fermente siit iiriinlerinde sorunlara
neden olmaktadir. Ornegin peynirde ve yogurtta yetersiz fermentasyon nedeni ile istenilen
yapida tiretim yapilamamaktadir ya da hig tirtin olusamamaktadir. Bu durum siit endiistrisi
icin biiyiikk ekonomik kayiplar dogurmaktadir. Kalint1 antibiyotik, sadece ekonomik
kayiplar bakimindan degil, ayrica kalint1 antibiyotik igeren hayvansal kaynakli gidalarin
tilketilmesi durumunda insanlarda antibiyotik alerjilerinin gézlenmesine neden olmasi
bakimindan da oOnem tasimaktadir. Toplum sagligmmin siirdiriilebilmesi, ekonomik
kayiplarin minimize edilemesi i¢in kalint1 antibiyotik diizeyinin siirekli kontrolii oldukca
onemlidir. Bu yiizden siitler fabrikaya alinmadan antibiyotik agisindan rutin bir sekilde ve

hizlica test edilmelidir.

Antibiyotik tayini ig¢in genellikle yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi
kromatografisi / kiitle spektrometresi (LC/MS) gibi geleneksel yontemler kullanilmaktadir.
Fakat bu yontemlerin maliyetleri daha yiiksek olup, hem uzman personel hem de uzun
zaman gerektirmektedir. Su an 6zellikle siit fabrikalarinda antibiyotik tayini i¢in test Kitleri
kullanilmaktadir. Bu kullanilan test kitlerinden bazilari inhibisyon esasina dayanirken
bazilar1 antijen antikor iliskisine dayanmakatadir. Inhibisyon esasina dayanan test
kitlerinde analiz siireleri yaklasik 3 saat iken, antikor antijen iliskisine dayananlarda siire
kisalarak genelde yaklasik 15 dk olmaktadir. inhibisyon esasina dayananlarda siire oldukga
uzun iken, antijen antikor iligkisine dayanan test kitlerinde siire kisa fakat hem maliyet
yiiksek olmakta hem de her antibiyotik igin farkli test kitleri kullanilmas1 gerekmektedir.
Siit endiistrisi i¢in, kisa siirede, diisiik maliyetli ve ¢ogu antibiyotik i¢in sonug¢ verebilen

analiz sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez kapsaminda antibiyotik tayini i¢in hizli ve maksimum kalinti limitleri (MKL)

diizeyinde hassasiyette, hiicre temelli biyosensor hazirlanmasi hedeflenmistir.

Y ontemin prensibi mikrobiyal inhibisyonun yesil floresans protein (GFP; green fluorescent
protein) ile izlenmesidir. GFP’nin biyomarker olarak kullanimi yaygin olup, herhangi bir
kofaktore ihtiyag duymadan iiretilebilmesi 6nemli bir avantajdir. Bu kapsamda GFP geni
ve kloroamfenikol diren¢ geni tasiyan konstitiitif promoterli plazmid E. coli hiicrelerine
aktarilmistir. Konstitutif promoterli plazmid GFP geninin herhangi bir indiikleyici ajana
gerek kalmadan siirekli olarak {iretilmesine olanak tamimaktadir. Bu sistemde,
antimikrobiyal varligindaki inhibisyon, zamana karsi floresans intensitesindeki artigin

egiminin azalmasi ile takip edilmektedir. Gelistirilen yontemin gergcek 6rnek denemeleri



stitte yapilmustir. Siite belirli konsantrasyonda eklenen antibiyotiklerin geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. Floresansa dayali biyosensoriin, ¢aligma kapsaminda validasyon
caligmalar1 yapilmistir. Validasyonda dogruluk ve kesinlik degerlerinin incelenmesi igin

giin ici ve glinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir.

Sonug olarak, kalint1 antibiyotik tayini i¢in hizli, kolay uygulanabilir bir analiz sistemi
gelistirilmistir. Gelistirilen yontem tek bir antibiyotigin tayinine yonelik olmayip, siitte
bulunan antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin tespitine de olanak vermektedir. Gelistirilen
yontemde, siit daha islenmeden, siitiin iireticiden alim1 ve/veya isletmeye kabulii esnasinda
antibiyotik varligi hizli bir sekilde tespit edilebilecektir. Boylece, gereksiz kayiplarin
ontine gecilecek ve ulusal ekonomiye katki saglanacaktir. Ayrica, gelistirilen yontemin siit

disinda diger alanlarda da uygulama imkani bulunmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Antibiyotikler

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin gelisimlerini veya metabolik aktivitelerini inhibe eden
mikrobiyal orijinli kimyasal molekiiller olarak tanimlanmaktadir [1]. Antibiyotikler dogal
orijinli olup, bircok kiif ve bakteriler tarafindan firetilmekte ve bulunduklart ortama
salimmaktadir. Antibiyotik terimi ilk kez Waksman ve arkadaglari tarafindan 1942 yilinda

kullanilmis olup, bu tarihten itibaren yaygin sekilde kullanilmistir [2].

Antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinda kullanimlarindan 6nce bir ¢ok insan bulasic
hastaliklar yiizinden 6lmekte idi. Tarihsel siire¢ goz Oniine alindiginda, tip tarihinde en
Oonemli basarilardan biri bulasict hastaliklarda antibiyotiklerin ~ kullanilmasidir.
Antibiyotigin kesfinden bu yana, hi¢ bir ilag¢ tiirii hastaliklarin tedavisi ve 6liim oranini

diisiirmesi bakimindan antibiyotiklerle rekabet edememistir.

2.1.1 Antibiyotiklerin Tarihi

Insanlik tarihinde eski zamanlarda, bakteriyel enfeksiyonlar bitkilerle tedavi edilmekteydi
fakat bu tedavinin etki mekanizmasi ne doktorlar ne de hastalar tarafindan anlasilabilmis
degildi. Bu donemdeki tedavilerin ¢ogu bakterilerden ziyade protozoon enfeksiyonlarina
etki etmeye yonelikti. 1619 yilinin baslarinda, sitmanin kinin ekstresi ile, amipik
dizanterinin ise emetin ile tedavi edilebilecegi biliniyordu [3]. Fakat bitkisel terapiler cogu
enfeksiyonlarm tedavisi igin yetersiz kalmakta ve bakteriyel enfeksiyonlar ciddi

hastaliklara ve yliksek mortalite oraninin goriilmesine neden olmaktaydi.

Gergek kemoterapi donemi basladiginda, frenginin tedavisinde kullanilan civa gibi sadece
birkag tane antibakteriyel kullanilmaktaydi. 19. yy’in sonlarinda, Louis Pasteur ve Robert
Koch tarafindan mikroorganizmalarin varligi ve bunlarin ¢esitli hastaliklarin sorumlusu
oldugunun kesfi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisine yaklagimda devrim yaratmistir ve
ilgiyi antimikrobiyallere ¢ekmistir [4]. Ayn1 zamanlarda, Avrupa’da devam etmekte olan
endiistriyel ve bilimsel devrim de, biiyiikk miktarlarda saf kimyasallar iiretebilen kimya
endiistrisine ilgiyi artirmigtir. Kemoterapinin kurucusu olan Paul Ehrlich bu kimya
fabrikalarindan birinde enfeksiyon hastaliklarii tedavi etmek igin, enfeksiyona sebep olan
mikroorganizmay1 selektif bir sekilde 6ldiiren fakat insana zarar1 olmayan ‘sihirli kursun’
olarak anilacak, bir kimyasal arayisini baslatmistir [5]. Paul Ehrlich, boyalarin da
antimikrobiyal ilaglar olarak kullanilabilecegini ilk kez 1900'lerin basinda ortaya
cikarmistir. 1904 yilinda Ehrlich ve Shiga, trypanosomalara karsi kullanilabilen trypanrot
olarak adlandirilan kirmizi bir boya kesfetmislerdir [6]. 1909 yilinda, Paul Ehrlich ve
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Sahachiro Hata, sifiliz spiroketine karsi etkili Salvarsan olarak adlandirilan bir arsenik
bilesigini kesfetmislerdir [5]. Bu kesif, antimikrobiyal aktiviteye sahip diger kiiciik
molekiillerin arayigini tesvik etmistir. Bu arastirma 1930 yillarinda bulunan ve halen
kullanilmakta olan 6nemli bir sentetik ila¢ smifi olan siilfonamidlerin antibakteriyel
aktivitesinin kesfedilmesine yol agmustir [4]. Gerhard Domagk tarafindan kesfedilen
sulfonamidler, ilk ger¢ek etkili antimikrobiyal sinifidir [6]. 1932 yilinda, Bayer firmasinda
calisan Mietzsch ve Klarer, siilfonamid grubundan Prontosil kirmizisini sentezlemislerdir.
Domagk, 1935 yilinda farelerdeki hemolitik streptokok enfeksiyonunun Prontosil kirmizisi
ile tedavi edilebildigini gostermistir [3]. Fakat sonrasinda yapilan in vitro c¢aligmalarda
Prontosil kirmizisinin antibakteriyel aktivitesinin olmadig1 ortaya konmustur. Tréfouél ve
arkadaslari, in vivo sartlarda Protosil kirmizisinin boya ve aktif antibakteriyel ajan olan
sulfanilamid bilesenlerine boliindiigiinii bu yiizden antibakteriyel etki gosterdigini ortaya
koymustur [3]. Bu gelismeden sonra bir ¢ok firma, sulfanilamid ftretimi yaparak,

molekiiliin performansini artirma ve yan etkilerini azaltma yoniinde ¢alismalar yapmustir.

Enfeksiyonlarin antimikrobiyallerle tedavisinde ikinci bir devrim de 1928 yilinda
Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfidir. Penisilin ilk kesfedilen dogal antibiyotik
olmasina ragmen, mikroorganizma hiicrelerinin enfeksiyon tedavisinde kullanimi yeni
degildir. Kiifler yaralarin tedavisinde uzun yillardir kullanilmakta idi. 1899 yilinda
yaralarin tedavisinde Pseudomonas aeruginosa’dan ektrakte edilen piyosiyonaz
kullanilmistir [7]. Fleming, mikroorganizmalarin kendisinin antibiyotik olarak adlandirilan

antibakteriyel madde iretebildiklerini ilk kez gostermistir [8].

Fleming penisilini kesfetmesine ragmen, herhangi bir kullanim ic¢in yeterli diizeyde
penisilin izole etmeyi ve saflastirmayr gergeklestirememistir. 1941 yilinda Chain ve
arkadaslar1 da penisilinin terapdtik etkisini gdstermelerine ragmen, ticari kullanim igin
yeterli diizeyde penisilin iiretememislerdir [9]. Moyer ve Coghill ¢aligmalari ile penisilin
tiretiminde daha yiiksek {iretim randimanina ulasmislardir [10]. Raper ve Fennell yerel bir
markette kiiflii bir kavunda daha yiiksek penisilim iiretim verimi elde edilebilen

Penicillium chrysogenum susunu bulmuslardir [11].

Penisilinin 2. Diinya Savasi’nda bagarili tibbi uygulamalari, diger dogal antibiyotiklerin
arastiritlmasina ilgiyi artirmis ve farkli antibiyotikler kisa siirede kesfedilmistir. 1940
yilinda Selman Waksman toprak mikroorganizmalar1 tarafindan {iretilen antibiyotik
bilesenlerini arastirmaya baslamistir [12]. 1943 yilinda, Waksman’in &grencilerinden biri

streptomisini kesfetmis ve bu olay yeni antibiyotiklerin kesfi i¢in aragtirmacilari her tiirli



maddeyi taramaya yonlendirmistir [13]. Bu kapsamda toprak disinda, ilging ve alisilmadik
kaynaklardan mikroorganizmalar izole edilmeye baslanmistir. Ornegin, bir yara
enfeksiyonundan, kanalizasyondan, tavugun bogazindan ve Paris’teki islak bir duvar
kenarindan antibiyotik iireten bakteri izolasyonlari yapilmistir [7]. 1941 yilinda, Gram
pozitif bakterilere etkili ilk antibiyotik gramisidin kesfedilmistir [14]. Klortetrasiklin,

kloramfenikol ve diger antibiyotikler de hemen arkasindan kesfedilmeye baglanmistir [7].

1950’lere  gelindiginde bugiinkii bilinen antibiyotiklerin yaris1 kesfedilmis ve
antibiyotiklerin ‘altin ¢agr’’ yasanmugtir [15]. Daha sonraki c¢aligmalar dogal
antibiyotiklerin daha iyi farmakinetik ve farmadinamik ozellikler gosterecek sekilde
sentetik veya yar1 sentetik tiirevlerini gelistirmeye yonelmistir. 1962 yilinda, ilk
tanimlanan Kinolon olan sentetik ila¢ nalidiksik asit tanimlanmistir. Nalidiksik asitin kendi
basina bir terapotik etkisi bulunmazken, modifikasyonu ile terapotik etkisi fazla olan
florokinolon olusmaktadir. Bu smifta, insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde ¢ok
onemli hale gelen siprofloksasin, norfloksasin, enrofloksasin ve ofloksasin gibi
antibiyotikler bulunmaktadir [6]. 1960’dan sonra, yeni antibiyotik gelisimi olduk¢a sinirl
sayida olmustur. Yeni gelistirilen ilaglar da var olan ilaglarin kimyasal modifikasyonla
olusturulmus tiirevleridir. Bu modifikasyonlar sonucunda, patojenlerin 6ldiiriilmesinde
daha etkili, etki spektrumu daha fazla, toksisitesi ve yan etkileri azaltilmis ilaglar
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in uygun hale gelmistir. Ne yazik ki, 1970 yilindan

sonra sadece bir yeni antibiyotik sinifi, oksazolidinonlar kesfedilebilmistir [16].

Antibiyotiklerin etkilerini artirmak ve antibiyotik direnci probleminin iistesinden gelmek
icin antibiyotik tedavisindeki yeni trend farkli etki mekanizmasina sahip ilaglarin birlikte
kullanilmalaridir. Antibiyotiklerin modern tiptaki yeri halen oldukg¢a &nemli olup,
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde terap6tik olarak, ¢ogu transplant ameliyati ve kanser

tedavisinde profilaktik olarak kullanimlarina devam edilmektedir [4].

2.1.2 Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi
Antibiyotikler etki mekanizmalarina, kaynaklarina, hiicredeki inhibisyon sekline gore

farkli siniflara ayrilmaktadirlar. Antibiyotikler
Etki mekanizmalarina gore;
e Bakteriyostatikler

e Bakteriyositler



Kaynaklarina gore;
e Sentetik
e Dogal (mikroorganizmalardan)
e Yari sentetik
Hiicredeki inhibisyon sekline gore;
e Hiicre duvarina etki edenler
e Hiicre membranina etki edenler

Protein sentezine etki edenler

DNA veya RNA’ya etki edenler

Folik asit metabolizmasina etki edenler
seklinde farkli siniflara ayrilmaktadirlar.

Etki mekanizmalarina gore ayrimda bakteriyostatikler bakteri hiicrelerinin gelismesini ve
bakterinin bdliinmesini engellerken, bakteriyositler bakterileri direk olarak 6ldiirmektedir.
Amfenikoller, siilfonamidler, tetrasiklinler, makrolidler, okzasolidinonlar, linkozamidler,
bakteriyostatik  etki  gosterirken, [B-laktamlar, aminoglikozitler, glikopeptidler,

ansamisinler, streptograminler, kinolonlar ve lipopeptidler bakteriosit etki gostermektedir.

Antibiyotikler, sentetik, dogal veya dogal antibiyotiklerin modifikasyonu ile elde edilen
yari sentetik olarak farkli siniflara ayrilmaktadir. Sulfonamidler ve kinolonlar sentetik
antibiyotiklerdir. Giiniimiizde klinik ac¢idan ¢ogu antimikrobiyaller, antibakteriyal
aktivitelerinin artirilmast ve toksik yan etkilerinin azaltilmasi nedeni ile yapisal olarak
modifiye edildiginden antimikrobiyallerin sentetik veya dogal olarak klasik ayirimlar

Oonemini kaybetmistir.

Hiicredeki inhibisyon sekline gore, antibiyotikler farkli siniflara ayrilmaktadir. Hiicre
duvar1 biyosentezini inhibe edenler p-laktam, glikopeptid ve fosfomisin antibiyotik
gruplaridir. Bakteriyel hiicre duvar1 sentezi kompleks metabolik basamaklar icermektedir.
Bu basamaklar, sitoplazmik membranin dis yiizeyine tasinmadan dnce enzimatik olarak bir
cok kimyasal reaksiyonda islev goren sitoplazmadaki oncii molekiillerle baslamaktadir
[17]. Elde edilen D-Ala-D-Ala terminal dipeptid iceren N-asetilmuramil-pentapeptid yapisi
biiyliyen peptidoglikan yapisi igerisine dahil olmaktadir. Bakteriler boliiniirken, spesifik



transglikozilazlar ve transpeptidazlar kullanilarak peptidoglikan yapis1 ¢apraz baglanma ile
hiicre duvarini olusturmaktadir [18]. Bakteri hiicre duvarlar1 6karyot hiicre membranindan
tamamen farkli olup, toksik antibiyotikler i¢in agik bir hedeftirler. B-laktamlar icerisinde
penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler bulunmaktadir. Biitin -laktamlar benzer
antibakteriyel aktivite mekanizmasi gostermektedir. Bu antibiyotiklerin enzimatik
hedefleri bakteriyel hiicre duvari sentezinin son basamaginda etki gostermekte ve hiicre
duvarindaki peptidoglikan ile ¢apraz bag yapan penisilin baglayan proteinlere (PBP)
baglanmaktadir [19]. Membrana bagli PBP’ler hiicre duvari biyosentezinde &nemli rol
oynamaktadirlar. PBP’ler transpeptidaz ve transglikozilaz veya transpeptidaz ve
karboksipeptidaz  aktiviteleri kombinasyonlart ile bifonksiyonel enzim islevi
gostermektedir [20]. B-laktam antibiyotikleri uzayan peptidoglikan yapisinin terminal D-
Ala-D-Ala birimine baglanarak ¢apraz baglanmayi Onleyerek hiicre duvari sentezine etki
etmektedir [21]. Bakteriyel PBP’lerin hepsinin enzimatik aktif bdlgelerinde serin
aminoasiti bulunmaktadir. Serin aminoasiti bakteriyel biiyiime sirasinda [3-laktamlar
tarafindan agillenmektedir [20]. Aktif bolgedeki serinin hizli agillenmesi sonrasi olduk¢a
yavas deacillenme goriilmektedir. Bunun sonucunda, PBP’lerin inaktivasyonu ile
bakteriyel hiicre oliimleri goriilmektedir. Ayrica, Gram negatif hiicrelerde, kolayca
kopabilen kirtlgan sferoplast olusumu goriilmekte, Gram pozitif hiicrelerde ise lipoteikoik

asitin serbest kalmasi ile otoliz tetiklenmektedir [12].

Glikopeptidler de vankomisin, avoparsin vb. gibi acil-D-Alanil-D-Alanine baglanan
antibiyotiklerdir. Bu bilesene baglanma, hiicre duvart olusumunda biiyiiyen peptidoglikana
yeni alt birimlerin eklenmesini engellemektedir [18]. Antibiyotik ve peptid kompleksi
peptidoglikan  zincirinin tamamlanmas1 i¢in gerekli olan transglikozilasyon ve
transpeptidazyon reaksiyonlarin1 engellemekte ve bu durum tamamlanmamis hiicre
duvarina ve sonu¢ olarak hiicre Gliimiine neden olmaktadir. Bu antibiyotikler biiyiik
molekiiller olup, Gram negatiflerin dis membrani tarafindan igeri alinmamakta bdylece
etkileri Gram pozitif organizmalarla sinirli olmaktadir [3]. Telavansin (lipoglikopeptid) D-
Ala-D-Ala peptidi ile interaksiyonunun yaninda hiicre membraninin sitoplazmik
tarafindaki hiicre duvari dnciisii olan lipid II’ye baglanmaktadir. Bu interaksiyon membran
depolarizasyonuna neden olmakta ve sonunda membran yapis1 bozulmakta ve hiicre 6liimii

gerceklesmektedir [22].

Fosfomisin hiicre duvar1 sentezleyen enzim MurA’y1 inhibe etmektedir. Bu enzim

peptidoglikan sentezinin ilk basamagini katalizleyen enol piriivik transferazdir [23].



Bakteriyel hiicre duvart olusumunda bu enzim Onemli oldugundan, fosfomisin genis
spektrumda bakteriyel tiirlerin iiremesini engellemektedir. Gram negatif bakterilerde
sadece bir gen MurA islevselligine sahip enzimi kodlarken [24], Gram pozitif bakterilerde
farkli niikleotid dizilimine sahip benzer biyokimyasal oOzelliklerde iki MurA geni
bulunmaktadir. Hiicrenin canli kalabilmesi i¢in en az bir MurA proteinin islevsel kalmasi
gerekmektedir [25]. Bu yiizden bir murA gen {iriinii inaktive edilse bile, hiicre canlilig

devam edebilmektedir.

Hiicre membrani1 fonksiyonlar1 {izerine etki gdsteren antibiyotikler lipopeptid sinifindan
daptomisin, peptidik antibiyotiklerden kolistin ve polimiksin B ve iyonofor
antibiyotiklerdem monensin ve salinomisindir [17]. Halen medikal kullanimina izin verilen
tek lipopeptid daptomisindir. Daptomisin yiiksek molekiil agirlikli siklik lipopeptidtir.
Gram pozitif koklara karsi hizli baktersidal etki gostermektedir [26]. Baslangigta
peptidoglikan sentezi inhibitorii olarak adlandirilan daptomisinin [26] sonralar1 kalsiyuma
bagli membran depolarizasyonuna neden oldugu agiga ¢ikmistir [27]. Bu depolarizasyon
makromolekiil sentezinin duraksamasina ve hiicre membraninin bozulmasina neden olarak
bakteri Olimiinii gergeklestirmektedir. Bu sonuglar daptomisin uygulanan S. aureus’un
transkripsiyonel profil calismalari ile de dogrulanmis olup, hem hiicre duvar1 uyarani hem

de membran depolarizasyon genlerinin etkilendigi kanitlanmistir [28].

Bakteriyel protein sentezini inhibe eden bir¢ok antibiyotik tiirii vardir. Bu antibiyotikler
bakteriyel ribozomlar ile Okaryotik ribozomlar arasindaki farkliliktan yararlanmaktadir.
Aminoglikozitler, etki mekanizmasi1 tam olarak anlasilamayan bir antibiyotik grubudur.
Streptomisinler, neomisinler ve kanamisinler aminoglikozit smifindaki antibiyotik
gruplaridir. Bu ilaglar bakteri hiicresine kinonlar1 igeren aktif transport ile girmektedir.
Anaeroblarda ve streptokoklarda kinonlar olmadigindan, bu antibiyotikler bu
mikroorganizmalara etki edememektedir. Streptomisinler, 30S ribozamal alt birime
baglanarak etki gostermektedir. Kanamisin ve neomisin ise hem 50S alt birime, hem de
30S alt birimdeki streptomisinin baglandigindan farkli bir bolgeye baglanmaktadir [12].
Hiicrenin 6lmesine neden olan hiicre membrani proteinlerinin aktivitesi bu antibiyotiklerin
etki mekanizmasinda rol oynamakta fakat bu durum tam olarak agiklanamamaktadir [12,
29]. Kloroamfenikol 70S ribozomlarda peptid bagi olusumunu inhibe etmektedir [29].
Tetrasiklinler hiicre icine aktif transport ile alinmakta ve alindiginda 30S alt birime
baglanarak aminoagil tRNA’nin baglanmasmi engellemektedir [30]. Onceleri makrolid

grubunda bulunan eritromisinin ribozomal baglanma bdlgeleri i¢in aminoasitlerle



yarigsarak, protein sentezini inhibe ettigine inanilmaktaydi. Fakat yapilan yeni calismalar
bagka mekanizmalarin da etkili oldugunu gostermektedir [7]. Su an makrolidlerin,
tRNA’nin ribozomdan ayrilmasini tesvik ederek peptid bagi olusumunu inhibe ettigine ve
aminoasit zincir uzamasimi engelledigine inanilmaktadir [31]. Bakteriyel protein sentezini
inhibe eden diger bir antibiyotik sinifi ise streptograminlerdir. Streptograminler Gram
negatif mikroorganizmalarin dig membraninin gegirgenligi az oldugundan daha ¢ok Gram
pozitif mikroorganizmalarda protein sentezini inhibe etmektedir. Bu antibiyotikler aslinda
sinerjik etki gosteren yapisal olarak farkli iki ilag tiriinin (Tip A ve Tip B)
kombinasyonudur. Bu bilesenler 50S altbirimdeki farkli bolgelere baglanmaktadir. Tip A
50S altbirimdeki iki bolgeye substratlarin baglanmasini bloke ederken, Tip B protein
zincirinin eksik sentezlenmesine neden olur. Sinerjik etki, Tip A’nin baglanmasi ile
konformasyonel degisim indiiklenmekte ve bu durum Tip B’nin afinitesini artirmasi

seklinde gozlenmektedir [32].

DNA veya RNA’ya etki eden antibiyotikler ise kinolonlar ve ansamisinlerdir. Kinolonlar
DNA giraz ve topoizomeraz IV’e etki ederek bakteri liremesini inhibe etmektedir. Bu
enzimler, DNA siipersariminin dogru c¢alismasi i¢in gereklidir [12]. Kinolonlar her iki
enzimi hedef almasina ragmen, Gram negatiflerde birincil hedef DNA girazken, Gram
pozitiflerde ilk hedef topoizomeraz IV’diir [33]. Ansamisinler ise RNA polimeraza etki

ederek RNA sentezini inhibe etmektedir.

Niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotiklerden olan siilfonamidler ve
diaminopirimidinler birlikte degerlendirilmelidir. Siilfonamid ve diaminopirimidinler tek
basina etki edebildikleri gibi, birlikte kullanildiklarinda sinerjik etki gostermektedirler. Bu
antibiyotikler folat sentezini inhibe ederek dolayli olarak niikleik asit sentezini inhibe
etmektedirler. Folat, purinlerin ve pirimidinlerin sentezinde gerekli olan bir koenzimdir.
Siilfonamidler p-aminobenzoik asit analogu gibi davranmaktadir. Bu yiizden folat
sentezindeki ilk basamagi kompetetif olarak inhibe etmektedir. Diaminopirimidinler
arasinda yaygin kullanilan trimetoprim ise dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe

etmektedir. Bu enzim folat sentezindeki son basamag katalizlemektedir [12].

Antibiyotiklerde, yukaridakiler disinda daha birgok faktdre gore farkli siniflandirma
yapilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan smiflandirma ise kimyasal yapilarina gére olan
siniflandirmadir. Benzer molekiil yapisindaki antibiyotikler ayni sinifta yer almaktadir. Bu
smiflandirma, B-laktamlar, makrolidler, tetrasiklinler, kinolonlar, stilfonamidler,

aminoglikozitler, kloroamfenikol, glikopeptidler, oksazolidinonlar, ansamisinler,
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streptograminler, linkozamidler vb. seklinde yapilmaktadir. Asagida, bazi antibiyotik

gruplart ile ilgili kisa bilgiler verilmistir.

2.1.2.1 B-laktamlar

Diinya ¢apinda enfeksiyon kontroliinde en ¢ok kullanilan ve klinik a¢idan en 6nemli ilag
grubudur. B-laktam antibiyotikleri 70 yildan fazla Gram pozitif koklarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde efektif ve giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir [34]. Genis
spektrumlu B-laktamlarin kesfi ile Gram negatif anaerobik ve aerobik bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlar da bu antibiyotik grubundaki ilaglar ile tedavi edilmektedir [35]. Bu
grup olduk¢a genis olup igerisinde dar spektrumlu penisilinler ve sefalosporinler,
genisletilmis spektrumlu sefalosporinler, genis spektrumlu karbapenemler ve sadece Gram
negatif patojenlere etki goOsteren monobaktamlar bulunmaktadir [17]. Benzilpenisilin
fermentasyon yoluyla izole edilen dogal bir orijinli bir antibiyotik olmasina ragmen, diger
yaygin  kullanilan  B-laktam antibiyotikleri  6-aminopenisilanik  asit veya 7-
aminosefalosporanik asit orijinli yar1 sentetik molekiillerdir [36, 37]. Ampisilin de B-

laktam grubu antibiyotikleri arasinda bulunmaktadir.

B-laktamlar bakteri hiicre duvarina, peptidoglikan zinciri olusurken en sondaki peptidlerin
capraz baglanmasimi inhibe ederek etki etmektedir [4]. Biitiin B-laktam antibiyotikleri (3-
laktam halkas1 icermektedir. Bu antibiyotikler 6zellikle penisilinler ve sefalosporinler,

sadece insanlarda degil evcil hayvanlarda da enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin

kullanilmistir [38].

2.1.2.2 Makrolidler

Makrolidler genellikle Gram pozitif ve hiicre i¢i bakteriyel patojenler i¢in kullanilmaktadir
[3]. Eritromisin makrolid smifindaki ilk antibiyotik olup, klaritromisin, azitromisin gibi
diger 6nemli makrolidler de eritromisinden sonra kesfedilmistir. Azitromisin uzun plazma
yart Omrii oldugundan bazi patojenlerde tek doz veya gilinlik bir doz tedavisi
uygulanmaktadir. Klaritomisinin emilimi daha 1iyi olup, daha az gastrointestinal
rahatsizliga neden olmaktadir [31]. Bu grup icerisinde en c¢ok kullanilan antibiyotik

eritromisindir. Bunlarin disinda, spiramisin de bu grup igerisindedir.

Makrolidler ribozomdaki protein sentezine etki etmektedirler [4]. Makrolidlerin etkileri,
penisilinlerden daha genis olup, penisilinlerin etki edemedigi baz1 bakteri tiirlerine karsi
etkilidirler. Bazi1 bakteri tiirleri makrolidlere karsi direng gelistirmis olsa da, en ¢ok regete
edilen ikinci antibiyotik grubudur [39].
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2.1.2.3 Linkozamidler

Linkomisin, klindamisin ve pirlimisin bu grup igerisindeki antibiyotiklerdir. Linkomisin,
Streptomyces linconensis tarafindan iiretilen dogal bir antibiyotiktir. Linkozamidler, amino
asit ve bir siilfiir iceren galaktozid derivatidir. Linkomisin tavuk c¢iftliklerinde bakteriyel
enterik  enfeksiyonlar1 engellemek igin, bazen de performans artirict olarak
kullanilmaktadir [40]. Klindomisin ise, linkomisindeki bir hidroksil grubu yerine bir klor
atomu eklenmis yari-sentetik bir antibiyotiktir. Linkozamidler 50S ribozomal alt birimlere

baglanarak, protein sentezini inhibe etmektedirler.

2.1.2.4 Tetrasiklinler

Tetrasiklinler genis spektrumlu olup, hem Gram pozitif hem Gram negatiflere etki
etmektedirler [39]. Tetrasiklinler araciligi ile aminoagil t-RNA’nin 30S ribozoma
baglanmasi engellenmekte ve protein sentezi Onlenmektedir [4]. Bakteriyel direncin
artmasindan dolay1 tetrasiklinlerin kullanimlari azalmakta ise de, akne, idrar yolu ve
solunum sistemi enfeksiyonlarinin yani sira klamidya enfeksiyonlarinda halen kullanim

alan1 bulmaktadir [39].

2.1.2.5 Siilfonamidler

1930 yilinda kesfedilen siilfonamidler, gliniimiizde hala genellikle trimetoprimlerle beraber
kullanilmaktadir. Her iki antibiyotik de niikleik asit sentezi i¢in gerekli olan folik asit
metabolizmasina etki etmektedir [4]. Siilfonamid grubunda bulunan Prontosil 1932 yilinda
gelistirilip ticari olarak ilk kullanilan antibiyotiktir [39]. Siilfonamidler tipta yaygin olarak
kullanilmamakta fakat trimetoprim-siilfametaksozol kombinasyonu olarak idrar yolu

enfeksiyonlarinda bazen kullanilabilmektedir [3].

Gilinlimiizde siilfonamidlerin kullanimi, bakteriyel diren¢ gelismesi ve ayrica, hastalarda

karaciger hasar1 gibi istenmeyen etkilerinden dolay1 oldukga sinirlidir [39].

2.1.2.6 Aminoglikozitler

Aminoglikozitler, bakterideki protein sentezini inhibe ederek, hiicre O6limiine neden
olmaktadir. Tiiberkiilozun tedavisinde etkili olan ilk ila¢ grubu olmasma ragmen,
giintimiizde toksisitesinden dolay1 kullanimi sinirlidir [39]. Bu grup igerisinde, gentamisin,

spektinomisin, neomisin ve streptomisin antibiyotikleri bulunmaktadir.

2.1.2.7 Polipeptidler
Polipeptid grubunda, basitrasin A, kolistin ve polimiksin B antibiyotikleri bulunmaktadir.

Basitrasin hiicre duvari sentezinin inhibisyonu seklinde etki etmektedir. Basitrasin siklik
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polipeptid olup Bacillus subtilis var Tracy’nin licheniformis grubu tarafindan
tiretilmektedir. Basitrasin 55-karbonlu bifosfat lipid transport molekiilii olan C55-izoprenil
pirofosfatin defosforilasyonuna girisim yaparak etki gostermektedir. C55-izoprenil
pirofosfat peptidoglikan bakteriyel hiicre duvar1 yapitaglarini tasimaktadir. Basitrasin, iki
degerli gecis metali iyonlarma (Mn*?, Co*?, Ni*2, Cu*™ ve Zn*?) baglanarak ve oksidatif

olarak DNA’y1 parcalayarak da etki gostermektedir [41].

2.1.2.8 Nitrofuranlar

Nitrofuranlar sentetik antibiyotik olup, bu grup igerisinde furazolidon, furaltadon,
nitrofurantoin ve nitrofurazon bulunmaktadir. Bu antibiyotiklerin hepsinde 5-nitofuran
halkas1 bulunmaktadir. Nitrofuranlarin ¢iftlik hayvanlarinda kullanimi kalintilarinin
karsinojen oldugu endisesi nedeniyle 1995 yilinda, Avrupa Birligi tarafindan
yasaklanmistir. Nitrofuranlar yasaklanmadan 6nce furazolidon Avrupa iilkelerinde siklikla
kullanilmaktaydi. Ozellikle ¢iftlik hayvanlarmin yemlerinde biiyiime artirict olarak, deniz
canlilarinda ve ar1 kolonilerinde bakteriyel ve protozoa kaynakli enfeksiyonlar igin

profilaktik ve terapotik amaglarla kullanilmistir [42].

2.1.2.9 Amfenikoller

Bu grup igerisinde kloroamfenikol ve tiamfenikol bulunmaktadir. Bakteri ribozomlarinin
50S alt birimine baglanirlar ve tRNA’nin baglanmasin1 engellerler. Bu sekilde protein
sentezi durur. Kloroamfenikol genis spektrumlu olup, dogal olarak bulunmasina karsilik
kimyasal sentez yoluyla da {iretilebilmektedir [29]. Kloroamfenikol protein sentezini
inhibe ederek, biiylimeyi ve cogalmayr engellemektedirler. Bu antibiyotik, oOkaryotik
hiicrelere ve beyin omurilik sivisina gegerek, menenjit ve intraseliiler bakteriyel
enfeksiyonlarin  tedavisinde kullanilabilmektedir. Fakat, potansiyel Oliimciill yan
etkilerinden dolayr Ornegin aplastik anemi gibi, kullanimi yaygin degildir [12]. Ciddi
toksik etkilerinden dolayi, gelismis iilkelerde sadece enfeksiyonun hayat1 tehlikeye attigi
durumlarda kullanilmaktadir. Gelismekte olan {ilkelerde ise, ucuz ve kolay ulasilabilir
olmasindan dolay1 kullanimi daha yaygindir [39]. Tirkiye’de de kullanimi oldukga sinirlt

olup, gidalarda kalint1 olarak bulunmasina izin verilmemektedir [43].

2.1.2.10 Diger Antibiyotik Gruplan

Kinolonlar, gonore ve sarbon gibi birgok hastaliklarin tedavisinde kullanilan genis
spektrumlu antibiyotik smifidir. Nalidiksik asit, norfloksasin ve siprofloksasin bu sinif
igerisinde yer alan antibiyotiklerdir [3]. Bu antibiyotikler 6zellikle siprofloksasin yaygin

kullanilan ilaglardandir [44]. Kinolonlar DNA replikasyonunda gerekli enzime etki
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etmektedirler. Uriner sistem enfeksiyonlarinda ve daha onceki antibiyotiklere direng
kazanmis hastane kaynakli enfeksiyonlarda kinolonlar kullanilmaktadir. Kinolonlar 2002
yilinda ABD’de en ¢ok regetelenen antibiyotik grubu olmasi, gereksiz kosullarda veya
viral enfeksiyonlarda da kullanilmasi dolayisi ile kinolonlara karsi direncin hizli gelisecegi

diistiniilmektedir [39].

Glikopeptid sinifinda vankomisin antibiyotigi bulunmaktadir. Glikopeptidlerin etkili
olduklar1 bakteriler sinirli olup, glikopeptidler bakterileri direk 6ldiirmek yerine, biiyiime
ve c¢ogalmalarini inhibe etmektedirler [39]. Gram pozitif koklardan kaynaklanan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilk glikopeptid olan vankomisinin ilk yillarda
kullanim1 basta genis capta kabul gérmemistir. Vankomisin dogal antibiyotik olup,
Streptomyces orientalis (Amycolatopsis orientalis) tarafindan fermentasyon yolu ile
tiretilmektedir. Vankomisin igin ilk yillarda izlenen izolasyon prosediirleri yeterli olmayip,
hazirlik asamasindaki safsizliklar giderilememektedir. Bu durum ise nefrotoksisiteye neden
olmaktadir. Bu yiizden kullanilan doza toksisite limiti konulmasini zorunlu kilmigtir. Bu
yiizden vankomisin kullanimi da siirli kalmigtir [45]. Fakat zamanla saflagtirma
konusundaki gelismelerle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA; Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) enfeksiyonlarinda yaygin kullanilan ve minimal toksik bir
antibiyotik haline gelmistir [46]. Vankomisin, diger ilaglar basarisiz oldugunda son care
olarak kullanilmaktadir. Vankomisin kullaniminda direnci geciktirmek i¢in kati kurallar
bulunmaktadir. Diger glikopeptidler teikoplanin, avoparsin ve telavansindir. Veterinerlikte
kullanilan avoparin Avrupa’da antimikrobiyal biiyiime tesvik edici olarak 1974 yulinda
onaylansa da 1997 yilinda hasta hayvanlardan izole edilen E. faecium’un vankomisin
direnci ile iliskilendirildigi i¢in tiim kitada kullanimi yasaklanmistir [47]. VanA fenotipinin
hayvan kaynaklarindan insanlara tasinmasi ve dolayisiyla insan popiilasyonunda

glikopeptid direncinde artis endiseleri glindeme gelmistir [47].

Oksazolidinonlar, Gram pozitif bakterilere etkilidir. Protein sentezini inhibe ederek,
biiylime ve ¢ogalmay: engellemektedirler. 2000 yilinda kullanimina onay verilen linezolid,

bu smifta satis icin piyasaya sunulan ilk antibiyotik olup, direng gelisimi yavas
ilerlemektedir [39].

Ansamisin grubundaki antibiyotikler Gram pozitif bakterilere ve bazi Gram negatif
bakterilere etkilidirler. Tiberkiiloz ve ciizzam tedavisinde, bu smiftaki rifampisin
kullanilmaktadir. Rifampisin  RNA polimeraza etki ederek RNA sentezini inhibe

etmektedir [4]. Ansamisinler nadiren, anti viral aktivite de gosterebilmektedir [39].
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Streptograminler, genellikle aymi smif igindeki iki ayri, antibiyotigi kombinasyonu
seklinde verilmekte ve sinerjik etki ile direk olarak bakteri hiicrelerini Oldiirmektedir.
Streptograminlere karsi diren¢ gelismis olmasina ragmen, genellikle direngli

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar [39].

1987 yilinda kesfedilen lipoproteinler en yeni antibiyotik siifidir. Daptomisin bu siif
icerisinde en yaygin kullanilan antibiyotiktir. Daptomisinin bakteri hiicre membrani
fonksiyonlar1 lizerine bozucu etkisi bulunmaktadir. Diger antibiyotiklerin etki
mekanizmasindan farkli olan bu 6zelligi sayesinde bu antibiyotige gelistirilmis direng
raporlanmis olsa da olduk¢a nadir goriilmektedir [39]. Daptomisinin, S. aureus’un neden
oldugu karmasik cilt enfeksiyonlarin tedavisinde ve kan dolasimi enfeksiyonlarinda

(bakteriyemi) kullanim1 onaylanmistir [48].

2.1.3 Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler saglik sektoriinde en fazla kullanilan ilag¢ tiirlerinden biridir. Fakat
yeterlilikleri ve etkinlikleri giin gectikge yayginlagsan bakteriyel diren¢ olgusundan dolay1
sekteye ugramaktadir. Insanlar tarafindan antibakteriyel ilaglarin yetersiz veya rasgele
kullanimi, ayrica ¢iftlik hayvanlarinda antibiyotik ve antimikrobiyallerin yaygin sekilde
kullanim1 bakteriyel diren¢ olgusuna zemin hazirlayan etmenlerdir. Antibiyotik direngli
mikroorganizmalar suan diinyadaki her ekosistemde ¢ok sayida bulunmaktadir. Bakteriler
yeni antibiyotikler kesfedildikge de bunlara karsi savunmak i¢in yeni direng mekanizmalari
gelistirmektedirler. Daha fazla mikrobiyal tiir ve sus direngli hale geldik¢e ¢ogu hastaligin
tedavisi imkansiz hale gelmektedir. Bu yiizden son yillarda antibiyotik direncine olan ilgi

oldukca artmustir.

Bakteriler B-laktam antibiyotiklerine kars1 direnci farkli yollarla gelistirebilmektedir [49].
Bu diren¢ mekanizmalarindan biri B-laktam halkasini kiran enzim B-laktamaz iiretimidir.
B-laktam halkasinin hidrolizi ile antibiyotikler inaktive olmaktadir. Birgok bakteride hiicre
duvar1 iiretimi igin kromozomal olarak kodlanmig p-laktamazlar bulunmaktadir. Bu
enzimlerin asir1 ekspresyonu direncin gelismesine neden olmaktadir [12]. B-laktamazlarin
plazmidler veya diger aktarilabilen elementler tarafindan kodlanmasi asiri ekspresyona
neden olmakta ve direng gelismektedir [50]. Ayrica bazi Gram pozitif bakteriler degismis
ve yaygin [-laktamlara karsi diisiik afinite gosteren PBP’ne sahiptir ve bu durum penisilin
baglanmasini azaltmaktadir [12, 51]. Bu durumun o6nde gelen orneklerinden birisi

Staphylococcus aureus'ta goriilmektedir. Bakteride PBP2a kodlayan mecA geninin
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bulunmasi yakin ge¢cmiste gelistirilmis tiim -laktamlara kars1 diisiik afinite gostermesine
ve MRSA gelisimine neden olmaktadir [52]. Bununla birlikte, PBP2a iireten
stafilokoklarin tanimlanmasindan Once, stafilokoklarda penisilin direnci daha sik
penisilinaz aktivitesinin tretilmesine baglanmistir [53]. mecA geni bulundugunda
penisilinaz {iretimi gereksiz olmasma ragmen her iki mekanizma da MRSA’da
goriilmektedir [54]. S. aureus’tan daha kisitli olmasina ragmen pnémokoklarin da [3-laktam
direncini disiik afinitede PBP ile edindigi goriilmektedir. Penisilin direngli Streptococcus
pneumoniae (PRSP), farkli B-laktamlara kars1 farkli mininmum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) gosterebilmektedir [55]. Bu durum MRSA’nin tiim B-laktamlara kars1 direngli iken
PRSP izolatlarinin bazi segilmis sefalosporinlere karsi duyarli olabilecegini gostermektedir
[56]. MRSA’nin tiim B-laktamlara direngli dogmasi yeni anti-MRSA B-laktamlarn ile
degismektedir. Ornegin ‘Gida ve Ilag Dairesi’ (FDA) tarafindan son zamanlarda onaylanan
anti-MRSA sefalosporin seftarolin antibiyotigi gibi [57]. Enterokoklarin da diisiik afiniteli
PBP’ler ile, 6zellikle Enterococcus faecium’da PBP5 ile direng gelistirdikleri bilinmektedir
[58, 59]. 1980 yilinda enterokoklarin da stafilokoklar gibi penisilinaz tirettigi bildirilse de
yeni ¢alismalarda bu durum nadiren goriilmistiir [60, 61]. Gram negatif bakterilerde asil
diren¢ mekanizmasi1 ise PBP’lerin modifikasyonu yerine B-laktamaz {iretimidir [49].
Ayrica porin iglevinin akigi, modifikasyonu veya silinmesi spesifik -laktamlara direng
gelismesinde rol oynayabilmektedir. Porin fonksiyon kaybi, tiim f-laktamlara kars1 yiiksek
dirence yol acan B-laktamaz iiretimi ile birlikte goriilebilmektedir [62]. Klavulanik asit,
sulbaktam ve tazobaktam gibi baz1 bilesenlerin tersinmez olarak -laktamazlara baglanarak
aktivitelerini inhibe edebilme kabiliyetlerinin oldugu bilinmektedir. Bu yiizden bu
bilesenlerin B-laktamlarla beraber verilmesi tedavide basariy1 artirmaktadir [29, 63]. B-
laktam direnci kapsaminda, 1000°den fazla farkli molekiiler ve islevsel 6zelliklere sahip
Ozgiin B-laktamazlar substrat tercihleri ve inhibitér profilleri bakimindan tanimlanarak
incelenmistir [64, 65]. Molekiiler seviyede P-laktamazlar ikiye ayrilmaktadir; ilki aktif
bolgesinde serin amino asiti bulunanlar (A,C ve D siniflari) ve digeri B-laktam hidrolizini
kolaylastiran bir veya iki ¢inko iyonu gereksinimi olanlar (B smifi) [66-68]. Bu
gruplandirma B-laktamlari hidrolize eden enzim ve enzimlerin inhibitor profilini agiklamak
bakimindan énemlidir. Ornegin klavulanik asit A sinifinda bulunan ¢ogu B-laktamazlarm
inhibitori iken B, C ve D smifi B-laktamazlara etki edememektedir. Ayni sekilde etilen

diamin tetra asetik asit (EDTA) metallo B-laktamazlar1 inhibe ederken, serin enzimlerine
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etkisi bulunmamaktadir. B-laktamazlar diinyada Gram negatif bakterilerde plazmidlerdeki

integronlar ve transpozonlar vasitasi ile yayilmaktadir.

Makrolid direnci i¢in iki ana mekanizma tanimlanmistir. Birincisi, hiicreden antibiyotigi
uzaklastiran akis pompasi digeri ise ribozom modifikasyonudur. Akis pompalar
antibiyotik hiicre igerisine girer girmez antibiyotigi tekrar geri ¢ikarmaktadir. Bu
pompalar1 kodlayan farkli genler bulunmaktadir. Diger mekanizmada ise ribozomun farkli
yerlerindeki mutasyonlar makrolidlerin baglanmasini allosterik olarak 6nlenmektedir.
Yaygin goriilen degisimlerden biri 23S rRNA’da bir niikleotidin dimetillenmesidir. Bu
dimetillenme sadece makrolid baglanmasin1 engellemekle kalmaz, ayrica linkozamid ve

streptogramin antibiyotiklerine kars1 direng de saglamaktadir [31].

Tetrasiklinlere karst direng ti¢ farklt mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan ilki, membran
akis pompas! iiretimidir. ikinci mekanizma, ribozom koruyan proteinlerin tetrasiklinlerin
ribozoma baglanmasini engellemesidir. Ugiinciisii, tetrasiklinlerin enzimatik olarak

inaktivasyonu olup sadece Bacteroides tiirlerinde bulunan direng mekanizmasidir [30].

Anti folat ilaglarina karsi farkli diren¢ mekanizmalar1 bulunmaktadir. Ornegin, p-
aminobenzoik asitin asir1 ekspresyonu veya degismis dihidropteroat sentataz iiretimi ile
sulfonamidler etkisiz hale gelmektedir. Dihidropteroat sentetazin substrati p-aminobenzoik
asit olup, enzimin degismis formu sulfonamidlere p-aminobenzoik asitten daha diisiik
afinite gostermektedir [69]. Trimetoprim direnci de dihidrofolat rediiktazin asir
ekspresyonu veya degismis antibiyotik direngli yapilar gibi  farkli mekanizmalarla
olugmaktadir [29]. Ayrica her iki antibiyotigin enzimatik olarak inaktivasyonu ile de direng

gelisebilmektedir [69].

Aminoglikozitlere kars1 bugiine kadar tanimlanmis li¢ diren¢ mekanizmasi bulunmaktadir.
Birincisi sadece streptomisine Ozgiidiir. Streptomisin ribozomda sadece tek bir proteine
baglandigindan, bu proteinin yapisindaki sadece tek bir amino asit degisikligi
streptomisine kars1 yiiksek diizeyde direng olusumuna neden olmaktadir [29]. Diger direng
mekanizmalar1 antibiyotigin hiicre i¢ine alimindaki azalig ile ilgilidir. Bu direng
mekanizmalarinda, antibiyotiklerin aktif taginimi ya hiicre membranm1 degiserek ya da

antibiyotik hiicre i¢ine girdiginde enzimler tarafindan blok olusturularak Onlenmektedir
[29].

Kloroamfenikol direnci kloroamfenikol asetil-transferaz enzimi ile saglanmaktadir. Bu

enzimler kloroamfenikol molekiiliinii degistirerek bakteriyel ribozoma baglanmasini
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onlemektedir. Gram negatif hiicrelerde kloroamfenikol direnci ayrica hiicrenin dis
membran gecirgenliginin  degistirilerek antibiyotigin hiicre igerisine girmesinin

engellenmesi seklinde de goriilebilmektedir [29].

Fosfomisin veya ilk bilinen ismi ile fosfonomisin epoksit igeren basit bir antibiyotik olup
streptomyceteslerden izole edilmektedir [70]. Fosfomisin i¢in farkli diren¢ mekanizmalari
bulunmaktadir [71]. Bu mekanizmalardan biri murA geninin fosfomisin igin diisiik afiniteli
bir enzim tiretmek tizere mutasyon yapmasidir [72]. Digeri, bliylime inhibisyonu i¢in daha
yiiksek konsantrasyonlarda fosfomisin gerektiren MurA diizeylerinde artis olmasidir.
Ayrica transport sistemlerinde meydana gelen degisikliklerden dolay: hiicre alis verisinde
bozukluk yaratan daha genel bir diren¢ mekanizmasi da gorilmektedir [73, 74]. Ek olarak,
antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu da bu diren¢ mekanizmalarindan biridir [75, 76].
FosA enzimi ile inaktivasyon Mn bagimli reasksiyonda fosfomisinin C1’e glutatyon
sisteinil siilfidrilin kovalent bagi ile olmaktadir [77, 78]. Listeria monocytogenes’de
fosfomisini inaktive eden FosX enziminin de farkli Listeria tiirlerinde farkli varyantlari
bulunmaktadir [79]. Diger fosfomisin inaktive eden FomA ve FomB enzimleri,
fosfomisinin fosfonat iglevini mono ve di fosforulasyona ugratmakta ve bu sekilde diger
bir direng mekanizmasi saglamaktadir [80]. Bu direng mekanizmalarindan en ¢ok bildirilen

ise murA geni asir1 ekspresyonu ile tranport bozukluklar1 kombinasyonudur [71].

Glikopeptid direncinin uzun zamandir nadir oldugu disiiniilmekteyken son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarla olduk¢a yaygin oldugu gosterilmistir [29]. Glikopeptidlerin birincil
inhibisyon mekanizmast hiicre membraninin dis yiizeyi iizerindedir. Bu ylizden
glikopeptidlerin bakterilerin iistesinden gelmek ic¢in bir zar bariyeri bulunmamaktadir ve
bu antibiyotikler enzim hedefleri yerine bunlarin substratlari ile interaksiyona girmektedir.
Bu nedenle direng, C terminal agil-D-alanil-D-alaninin, D-alanil-D-laktat veya D-alanil-D-
serin ile yer degistirmesi ve bdylece vankomisinin baglanma afinitesini diisiirerek hiicre
duvar sentezinin devam etmesine olanak taniyan enzimler ile gergeklesmektedir [18, 81].
Diger diren¢ mekanizmalar1 antibiyotik etkisini ortadan kaldiran peptidoglikan
prekiirsorlerinin agirt tiretimi ile olmaktadir [12]. 1980’lerin sonunda gesitli enterekoklarda
vankomisin ve teikoplanin direnci ilk olarak transpozona bagl direng olarak agiklanmistir
[18]. Glikopeptid direnci herbir profil i¢in harflerle adlandirilan fenotiplerle karakterize
edilmistir. VanA ve VanB fenotipleri genis plazmidlerde veya kromozomdan kromozoma
transfer edilebilen gen kiimeleri ile ilgili iken, diger vankomisin diren¢ mekanizmalari

indiiklenebilir veya konstitiitif kromozomal mutasyonlarla iligkilidir [81]. Telavansin,
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vankomisin veya teikoplaninden daha az etkilenmesine ragmen, VanA fenotipi gosteren
izolatlar tipik olarak tim glikopeptidlere karsi direnglidir [82]. Stafilokoklarda
vankomisine tam direng ¢ok nadir olarak gozlenmektedir. Vankomisin direngli S.aureus
(VRSA), Diinya c¢apinda yalnizca bir diizine vakada bildirilmistir [83]. Yiiksek diizeyde
glikopeptid direnci genellikle vankomisin direngli enterekoklarda goriilen vanA gen

kiimesinden kaynaklanmaktadir [84].

Streptogramin direnci farkli formlarda bulunabilmektedir. Tip A ve Tip B streptograminler
icin akis pompasi mekanizmasi tanimlanmistir. Tip A streptograminler virginiamisin
asetil-transferazla inaktive olabilmektedir. Bakteriyel ribozomal proteinlerin veya
RNA’nin degisimi de direng saglayabilmektedir. Makrolid ve linkozamidlerdeki gibi 23S
rRNA’daki niikleotidin dimetillenmesi yaygin bir mutasyon olup, Tip B antibiyotiklerine
kars1 direng saglamaktadir [32].

Kinolonlara kars1 direng i¢in ii¢ farkli mekanizma tamimlanmistir. Bu mekanizmalardan
ilki azalmis membran porin ekspresyonudur. Bazi kinolonlara kars1 direng, bu mekanizma
ile olugmaktadir. Ayrica bu azalmis porin ekspresyonu, porin gereksinimi olan diger
antibiyotiklere kars1 capraz diren¢ gelisimine de neden olmaktadir. Ikinci direng
mekanizmas1 hem Gram negatif hem de Gram pozitif mikroorganizmalarda goriilebilen
akis pompasi ekspresyonudur [50]. Ugiinciisii ise hedef enzimlerin degisimidir. Bazi
mutasyonlar ile kinolonlara azalmis baglanma afinitesine sahip hedef proteinler
tanimlanmistir  [33]. Yiiksek diizeyde kinolon direncinin, hedef genlerde tek bir
mutasyondan ziyade, ardisik seri mutasyonlarla oldugu diisiiniilmektedir [50].

Daptomisine kars1 direng enterekokal ve stafilokokal izolatlarda nadir goriilmektedir [85].
S. aureus’larda daptomisine kars1 direng lizilfosfatidilgliserol sentetaz enzimi tiretiminden
sorumlu MprF geninde nokta mutasyonu ile, ve histidin kinaz enzimi {iretiminden sorumlu
YycG genine niikleotid eklenmesi ile gelismektedir [86]. Daptomisine direngli S.
aureus’larda artmis membran akiskanligi, azalmis polarizasyon ve permeabilite, ve artmis

net pozitif yilizey yiikii gériilmektedir [87].

2.2 Hayvansal Gidalarda Antibiyotik

Diinyadaki antibiyotik kullanimmin o6nemli bir bdliimiinden hayvancilik isletmeleri
sorumludur [88]. Suana kadar 40000 antibiyotik kesfedilmis olup bunlardan 80 tanesi
hayvancilik ve balikgiklikta kullanilmaktadir [89]. Bu alanda en ¢ok kullanilan antibiyotik
gruplari, sulfonamidler, fluoroquinolonlar, fenikoller, aminoglikozitler ve B-laktamlardir.

Tetrasiklin, Klorotetrasiklin, oksitetrasiklin, penisilin, streptomisin, enrofloksasin, tilosin,
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basitrasin, neomisin siilfat, eritromisin, linkomisin, oleandomisin, virginamisin ve
bambermisin kiimes ve ¢iftlik hayvanlarinin beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
[90]. Mikrobiyal orijinli bu antibiyotiklerin disinda, kimyasal olarak sentezlenen
antimikrobiyal ajanlar da hayvan beslenmesinde kullanilmaktadir. Bu ajanlar ii¢ ana grup
altinda toplanmaktadir; arsenik igerenler, nitro-furanlar ve sulfonamid igerenler. Arsenik
icerenler, arsanalik asit, 3-nitro-4-hidroksifenilarsonik asit ve sodyum arsanilat, nitro-
furanlar, furazolidon ve nitro furazon, sulfonamid icerenler ise, sulfametazin, sulfatiazol ve

suldaquinoksalin gibi antimikrobiyal ajanlardir [90].

Yogun hayvancilik isletmelerinde, kommensal flora ve patojenler hayvanlar arasinda
paylasilmakta bu durum enfeksiyonlarin hizli yayilmasina neden olmaktadir [91]. Bu
yiizden bu gibi isletmeler, antibiyotik terapisi gibi, agresif enfeksiyon yonetme stratejileri
kullanmaktadir. Antibiyotikler hayvanlarda hem hastaligin tedavi edilmesi ve yaygin
hastalik vakalarinin kontroliinde kullanilmakta iken [88], hem de hayvan beslenmesinde
bliylimeye yardimci ajan olarak veya performans/verim artirici olarak kullanilmaktadir
[92]. Ornegin, tavuk yemlerinde tetrasiklin ve penisilin yumurta iiretiminde, 6nemli
gelisme gostermektedir. Fakat son zamanlarda gelisen antibotik direncinden dolay1
antibiyotiklerin hayvan yemlerinde biiylimeye yardimci olarak kullanilmasi yasaklanmastir.
21 Ocak 2006 26056 sayili kanun ile “Yem Katkilar1 ve Premikslerin Uretimi, Ithalati,
Ihracat;, Satist ve Kullanimn Hakkinda Teblig”in EK-1 No'lu listesinin "C-
ANTIBIYOTIKLER" bashg1 altinda yer alan antibiyotiklerin tiimii listeden ¢ikarilmigtir
[93].

Hayvanlarda koruyucu, tedavi edici veya biiylimeyi hizlandiric1 amaglarla veteriner
ilaclarmin  kullanimimdan  dolayr  hayvansal gidalarda antibiyotik  kalintilar
bulunabilmektedir [94]. Bu yiizden, tiiketici sagligim1 korumak i¢in hayvansal gidalarda
veteriner ilaglarinin kontrolii oldukca oOnemlidir. Sigir ve tavuk etlerinde, baliklarda,
yumurtada, balda ve siitte antibiyotik kalintilar1 bulunabilmekte ve bu {irtinler kalinti
bakimindan izlenmektedir. Siit, antibiyotik bakimindan en ¢ok izleme tabi tutulan gidalarin
basinda gelmektedir. Birgok {iilke gidalarda antibiyotik diizeylerini izleme programi
olusturmakta ve izin verilen maksimum kalinti limiti (MKL) diizeyleri i¢in ilgili yasal

diizenlemeler yapmaktadir.

Hayvansal gidalarda, antibiyotiklerin farkli kullanim amaglar terapétik, profilaktik ve
subterapdtik olarak adlandirilmaktadir [88]. Antibiyotikler tek bir hayvanin tedavisi igin
bireysel kullanilabilecegi gibi, bir grup hayvan igin de uygulanabilmektedir. Ornegin,
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ABD’de siit ineklerinin % 16’s1, her yil mastitis tedavisi i¢in antibiyotik almakta iken,
neredeyse biitiin siit inekleri laktasyondan sonra mastitisin engellenmesi veya kontrol
altina alinmasi i¢in profilaktik dozda meme ig¢i infiizyon ile antibiyotik almaktadir. Bu
amagla Ozellikle penisilinler, sefalosporinler ve [-laktamlar kullanilmaktadir. Ayrica,
besiye yeni giren buzagilarin % 15’1 solunum hastaliklarinin tedavisi i¢in antibiyotik
almakta iken, beklenmeyen solunum hastaliklar1 salgnlarini azaltmak igin saglikli
buzagilarin da % 10’una terapotik dozlarda antibiyotik uygulanmaktadir [88]. ABD’de
1989 yilinda yaklasik 31,9 milyon poundluk antimikrobiyalin hayvanlarda terapotik amag
disinda kullanildigi belirtilmistir [95]. Yeni ¢alismalarda ise, insanlarda sadece 3 milyon
pound degerinde antimikrobiyal kullanimina ragmen 24,6 milyon poundluk miktarin

terapotik amaglar diginda, tavuk, sigir ve domuzlarda kullanildig: bildirilmektedir [88].

Bir kamu saglig1 problemi olarak antibiyotik direncinin 6nemi goz Oniine alindiginda,
bir¢ok hiikiimet mevcut bilimsel bulgular1 gézden gegirerek hayvansal gidalardaki kalinti
antibiyotik diizeyi icin sinirlar getirmistir. Tiirkiye’de de, gida giivenilirliginin saglanmasi
amaciyla ‘Tirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif
Maddelerin Siniflandirilmasi: ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi’ nin giincel hali
07.03.2017 tarihinde resmi gazetede yaymlanmistir [43]. Ornegin, ampisilin antibiyotigi
MKL siit i¢in 4 pg/kg iken, kas, yag, karaciger ve bobrek i¢in 50 ug/kg olarak
belirlenmistir. Basitrasin i¢in sigir siitinde MKL 100 pg/kg iken, siit disindaki diger
dokularda MKL’nin gerekmedigi bildirilmektedir. Bunlarin disinda siitte MKL
benzilpenisilin i¢in 4 pg/kg, gentamisin i¢in 100 pg/kg, linkomisin i¢in 150 pg/kg,
neomisin i¢in 1500 pg/kg, sefazolin i¢in 50 pg/kg, spektinomisin i¢in 200 pg/kg,
spiramisin i¢in 200 pg/kg, streptomisin i¢in 200 pg/kg, sulfonamidler i¢in 100 pg/kg,
tetrasiklin i¢in 100 pg/kg olarak belirlenmistir. Furazolidon ve kloroamfenikol yasakli

maddeler kapsaminda olup, bunlar icin MKL olusturulamaz ibaresi yer almaktadir.

2.3 Antibiyotik Analiz Yontemleri

Gidalarda antibiyotik tayinininde en sik kullanilan konvansiyonel yontem sivi
kromatografisi / kiitle spektrometresi (LC/MS)’dir. Bu yontemin uzun analiz siiresi,
egitimli personel ihtiyaci, pahali kimyasal ve ekipman gereksinimi nedeniyle, 6zellikle

gida alaninda alternatif yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir.

Antibiyotik tayini i¢in oldukga farkli analiz sistemleri 6nerilmis olup bu sistemler genel

olarak ti¢e ayrilmaktadir. Bunlar; immiinoassay metodlari, mikrobiyolojik testler ve
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biyosensorlerdir. Immiinoassay metodlart kisa analiz siireleri, yiiksek hassasiyet ve
secicilik 6zellikleri bakimindan avantajli yontemler olmalarina karsin, pahali sistemlerdir.
Analiz yalnizca tek bir antibiyotige kars1 segici olup, ortamda bulunan diger antibiyotikler
ayn1 zamanda analiz edilememektedir. Mikrobiyolojik testler ise kolay uygulanabilir ve
ucuz olmalarmma karsin uzun zaman gerektirmektedir. Biyosensorler ise, son yillarda
onerilen analiz metodu olup, birbirinden farkli prensiplerde g¢alisan ¢ok fazla sayida

biyosensor uygulamalar1 bulunmaktadir.

2.3.1 Mikrobiyal Inhibisyon Testleri

Mikrobiyal inhibisyon testleri 6zellikle gida endiistrisinde kullanilmakta olup, LC/MS ile
karsilastirildiginda bazi avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Mikrobiyal inhibisyon
testlerinde ortamda antimikrobiyal aktiviteye sahip herhangi bir antibiyotik veya metobolit
tayin edilebilmekte iken, LC/MS sistemlerinde, daha Onceden hedef olarak secilen
antibiyotik tayin edilebilirken, ortamda bulunabilecek diger antibiyotikler tayin
edilememektedir. Mikrobiyal inhibisyon testlerinin ucuz, kolay uygulanabilir ve ¢ogu
antibiyotik i¢in kullanilabilir olmalarinin yani sira bu testlerin en 6énemli dezavantaji uzun

inkiibasyon siiresi gereksinimi ve diisiik spesifikliktir.

Literatiirde, mikrobiyal inhibisyona dayali farkli prensiplerde metodlar 6nerilmistir. Bunlar
kondiiktometrik Ol¢lim, luminesans, UV-vis, inhibisyon zonu ol¢iimii vb. gibi
yontemlerdir. Mikrobiyal inhibisyona dayali ¢ogu yontem agar diflizyonuna dayali,
inhibisyon zonunun Olgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu testlerde, test
mikroorganizmasi, Petri kutularindaki besiyerine inokiile edilmekte ve antibiyotik
ornekleri bu Petri kutularina kuyucuk agarak veya disk yerlestirilerek, test
mikroorganizmasi ile kars1 karsiya getirilmektedir. Test mikroorganizmasi olarak genelde,
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Sarcina lutea, Escherichia coli, Bacillus cereus var. mycoides veya Streptococcus
thermophilus kullanilmaktadir [96]. Antibakteriyel maddenin agarda difiizyonu, liremenin
gozlenmedigi inhibisyon zonlarinin olugsmasina neden olmaktadir. Yontem bu inhibisyon
zonlarinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. B-laktam tayini yapilan bir yontemde Petri’de
inhibisyon zonlariin ¢aplar1 6lgiilerek dedeksiyon yapilmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD)
degerleri 2 - 35 pg/kg olarak bulunmustur [97]. Sarcina lutea ile inhibisyon testinde, -
laktamlar, tetrasiklinler ve siilfonamidler, Sarcina lutea ATCC 9341 susu ile 30°C’de 18

saat inkiibasyon siiresi sonrasi tayin edilebilmektedir [92].
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UV-vis spektrofotometrik yontemde ise, prensip antibiyotigin olmadig1 veya gozlenebilme
sinirt (LOD; Limit of detection) diizeyinden daha az bulundugu durumda, mikroorganizma
besiyerinde geliserek asidik bilesenler olusturmakta, olusan bu asidik bilesenler besiyeri
ortaminda bulunan indikatoriin renk degistirmesine yol agmaktadir. Bu sekilde gorsel veya
fotometrik dedeksiyon miimkiin hale gelmektedir. P-laktamlar i¢in gelistirilen bir
yontemde mikrotiter plaka kullanilmakta, renk degisimi UV-vis spektrofotometre ile tayin
edilmektedir. LOD degerleri 2 - 336 ug/kg bulunmustur [98]. B-laktam grubu disindaki
antibiyotiklerin tayini igin Onerilen bir ¢alismada mikrotiter plaka kullanilarak, renk
degisimi UV-vis spektrofotometre ile dedekte edilmistir. Onerilen yontemde elde edilen

LOD degerleri 1.1 — 482 pg/kg arasinda bulunmustur [99].

Hem inhibisyon zonunun o6lgiildiigii, hem de renk degisiminin gozlendigi ¢alismalar da
literatiirde bulunmaktadir. Ornegin, bir calismada sulfadiazine/trimetoprim tayininde dort
Micrococcus luteus inokiile edilmis besiyeri ve Premi® test kullanilmustir. Petri veya kagit
disk metodu kullanilarak inhibisyon zonu ¢api dl¢iimii ve Premi® testteki renk degisimi
tayin metodu olarak kullanilmistir. Kagit diskteki LOD degeri 1.95 ng olarak belirtilmistir
[100]. Sulfametazin tayini i¢in yapilan bir ¢alismada Petri veya kagit disk ve Premi®
testleri kullanilmigtir. Renk degisimi ve inhibiyon caplar1 Ol¢limii tayin yontemi olarak
kullanilmig ve LOD degeri 50 - 400 pg/kg olarak bulunmustur [101]. Bagka bir ¢aligmada,
sulfonamidlerin tayininde hizli antibiyotik tayin testi (FAST) ve agar plaka ve kagit disk
metodlar1 kullanilmis ve ayni sekilde renk degisimi ve inhibisyon zon ¢aplarinin dlgiimii
tayin yontemi olarak kullanilmigtir [102]. Furazolidon antibiyotigi tayini i¢in yapilan baska
bir ¢alismada hem test tiiplerinde renk degisimi, hem de Petri’de inhibisyon zon ¢aplarinin

Ol¢timii yapilmis olup LOD degeri 350 pg/mL olarak belirlenmistir [103].

Tetrasiklinlerin tayini ic¢in Onerilen diger bir calismada mikrotiter plaka formatinda
biyosensor sistemi hazirlanmistir. Luminesans ve inhibisyon capi Ol¢iimii tayin igin

kullanilmigtir. LOD degerleri 25 pg/kg olarak verilmistir [104].

Sigir karkasinda hizli kalinti antibiyotik tayini icin, agar-difiizyon testlerine alternatif
olarak indirek kondiiktometrik goriintiilleme metodu Onerilmistir. Bu yontemde [3-
laktamlar, tetrasiklinler ve aminoglikozitlerin tayini igin li¢ fakli test bakterisi/besiyeri
kombinasyonu gelistirilmistir. Zamana kars1 kondiiktanstaki degisim grafigi elde edilerek,
tayin gerceklestirilmistir. LOD degerleri 10 - 760 pg/kg degerleri arasinda bulunmustur
[105].
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2.3.2 Immunoassay Metodlar

Immunoassay metodlar1, yiiksek spesifiklik, yiiksek hassasiyet ve kolay uygulanabilirlik
acisindan oldukga avantajli yontemlerdir. Bu testler antijen-antikor iliskisine dayali
testlerdir. immunoassayler tayin prensiplerine gore ayrilmaktadir. Bunlardan ilki enzim
bagli immunassaydir (Enzyme-linked Immunosorbent Assay,ELISA). ELISA testi, enzim
reaksiyonu ve UV-vis dedeksiyona dayanmaktadir. ELISA testinde enzim-ikincil antikor
konjugasyonu inkiibe edilip, o-fenilendiamin dihidroklorid (OPD) veya tetrametilbenzidin
(TMB) substrat soliisyonu eklenmektedir [92, 106]. Renk olusumundan sonra 492 nm veya
450 nm’de absorbans 6lciimii yapilmaktadir. Immunoassaylerin diger bir uygulama sekli
ise floroimmunoassay’dir (Fluoroimmunoassay, FIA). FIA, ELISA’nin yiiksek arka plan
absorbansi, fazla miktarda inkiibasyon ve yikama basamaklari, enzim degradasyonu gibi
problemlerini gidermek igin Onerilmis bir yontemdir. Fakat bu yontemde de, fazla arka
plan floresans diizeyi sinyal/giiriiltii oraninin diismesine neden olmakta ve sinirli hassasiyet
goriilmektedir. Zamana bagli floroimmunoassay (time-resolved fluoroimmuassay, TRFIA)
ise, FIA’daki bu problemleri gidermek igin uygulanmaktadir. Yontem uzun-siireli
floroforlarla (lantanit selat, platinum, palladyum gibi) isaretlenmis molekiillere
dayanmaktadir. Bu yontemde 6rnek matriksinden gelen girisim elimine edilmis olmaktadir
[92].

Immunoassayler, mikroplaka veya manyetik partikiil yiizeyinde gerceklesebilmektedir.
Lamar et al. [107] farkli gida matrikslerinde bulunda B-laktam tiirii antibiyotiklerin tayini
icin protein reseptor prensibine dayali mikroplaka assay gelistirmistir. Bu yontemin en
onemli avantaji penisilinler ve sefalosporinler ayni anda tespit edilmektedir. Ayrica bu

calismadaki dedeksiyon limitleri 0.5 MKL diizeyindedir.

Mikrotiter plakada UV Ol¢limiine dayali indirek yarigmali ELISA testi uygulanan farkli
calismalar bulunmaktadir; gatifloksasin tayini i¢in yapilan ¢alismada LOD degeri 0.05
ug/L [108], siilfonamid tayini igin yapilan ¢alismada LOD degerleri 0.6 - 1.0 ug/L arasinda
[109], perfloksasin tayini igin yapilan ¢alismada LOD 0.16 pg/L [110] olarak

bulunmustur.

Mikrotiter plakada UV Olciimiine dayali direk yarismali ELISA testi uygulanan
calismalarda, fluroquinolon i¢in LOD degeri 1.0 pug/kg [111], nitrofurazonlarin metaboliti
olan semikarbazid i¢in LOD degeri 0.25 pg/kg [112], kloroamfenikol i¢in LOD 0.1 ug/L
[113, 114], furazolidon metaboliti olan 3-amino-2-okzazolidinon i¢in LOD 0.05 ng/kg
[115] bulunmustur.
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Oksitetrasiklin tayini i¢in yapilan bir calismada, mikrotiter plakada indirek yarigmali
TRFIA testi uygulanmis ve LOD degeri 0.08 pg/kg olarak bulunmustur [116].

Streptomisin ve dihidrostreptomisin tayini yapilan bir ¢caligmada, 6rnek ve reaktif, karisim
tablasinda karistirilmakta, kat1 destek ile reaksiyon sonrasi floresans 6l¢timii yapilmaktadir.
Bu yiizden bu yontem kati destekli floroimmunoassay (solid-phase fluoroimmunoassay,
SPFIA) olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemde LOD 100-150 pg/kg bulunmustur [117].

Mikroplaka disinda, manyetik partikiillerin yakalama/zenginlestirme amaci ile kullanilmas1
ile matriks girisiminin azaldig1 ve bu sayede metodun dogrulugunun arttig1 belirtilmistir.
Yiizey alaninin artmast ve bu nedenle artan reaksiyon kinetiginden dolayr analiz
performanst da artig gostermektedir. Manyetik nanopartikiillerin kullanilmas1 farkli
immunoassay tekniklerin gelistirilmesini saglamistir. Font et al. [106] siit 6rneklerinde
siilfonamidlerin saptanmasi i¢in karsilagtirmali iki fakli ELISA yontemi gelistirmistir;
birincisinde manyetik nanopartikiiller kullarak ikincisinde ise mikrotiter plaka kullanarak
analiz diizenegi hazirlanmistir. Calismada, maksimum inhibisyon konsantrasyonu yarisi
(half maximal inhibitory concentration, IC50) manyetik nanopartikiillerin kullanildig
sistemde 7 pg/L’nin altinda bulunmusken, mikrotiter plakanin kullanildigi sistem 10
pg/L’nin altinda bulunmustur. Manyetik nanopartikiillerin kullanildig1 ¢alismada matriks

girisiminin diisiikliiglinden dolay1 dogruluk daha yiiksek ¢ikmistir.

2.3.3 Biyosensorler

Antibiyotik tayini i¢in Onerilen diger bir analiz sistemi biyosensdrlerdir. Biyosensor,
biyolojik tanima elemani (enzimler, proteinler, niikleik asitler, hiicreler, dokular,vb.) ve bu
tanima elemanina bagl bir sinyal doniistiiriici elemanindan olugmaktadir. Biyosensorler,
kullanilan biyolojik tanima elemaminin izin verdigi olgiide spesifiktirler. In-situ
calismalarda hizli, siirekli kontrol saglamaktadirlar. Bu avantajlarina ragmen biyosensor
dizayninin iki limitasyonu bulunmaktadir. Bunlar; biyolojik tanima elemaninin kararsizlig
ve biyosensorlerde kullanilan fiziko-kimyasal sinyal doniistiiriiciilerin  boyutlaridir.
Biyolojik tanima elemani bulundugu gevrenin pH’si, sicakligi veya iyonik etkileri
nedeniyle aktivitesini zamanla kaybedebilmektedir. Sinyal doniistiiriiclilerin boyutlar1 ise

en kiigiikleri bile um - mm araliginda bulunmaktadir [92].

Biyosensorler farkli smiflara ayrilmaktadir. Bunlar kullanilan biyolojik elemente gore;
enzimatik, immiinosensér ve mikrobiyolojik, kullanilan sinyal doniistiiriiciiye gore;
piezoelektrik, elektrokimyasal, optik, termal, impedimetrik ve kalorimetrik, biyolojik

elementin immobilizasyon teknigine goére; adsorpsiyon, kovalent baglanma, ¢apraz
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baglanma, tutuklama, enkapsiilasyon seklinde farkli dizaynda biyosensorler bulunmaktadir
[92].

Biyolojik elementi mikrobiyolojik hiicre veya oligoniikleotid, sinyali elektrokimyasal
Ol¢im olan, biyolojik elementi antikor, sinyali impedimetrik 6lg¢iim olan, biyolojik
elementi mikrobiyolojik hiicre, sinyali optik Ol¢iim olan yontemler bulunmaktadir.
Literatiirde biyolojik elementi antikor sinyali optik 6lgiim ozellikle de yiizey plazmon
rezonanst (SPR) olan yontemler c¢ogunluktadir [118-121]. SPR yontemlerinde isaret
kullanilmasina gerek kalmadan biyomolekiillerin interaksiyonu ger¢ek zamanli tayin

edilebilmektedir.

Antibiyotik kalintilarinin tayin edilmesi igin biyosensdrlerin gelistirilmesi iizerine
caligmalar 1980 yillarindan sonra hiz kazanmistir [94]. Virolainen et al. [104] tarafindan
Onerilen bir biyosensor uygulamasinda tetrasiklinlerin tayini i¢ini bakteri hiicresi
kullanilarak luminesans ol¢limii yapilmigtir (TetLux testi). Yontemde inhibisyon takip
edilmektedir. Bu yontemde analiz siiresi toplam dort saat olup oksitetrasiklin ve
tetrasiklinin her ikisi icin de LOD degeri 25 pg/kg olarak bulunmustur. Bu yontemin en
onemli avantajlar1 ucuz, hizli ve ¢oklu analiz yapabilme olanagidir. Ayrica degradasyon
tirlinleri ve metabolitleri de tayin edilebilmektedir. Ferrini et al. [122] tarafindan 6nerilen
yontemde siit orneklerinde B-laktamlarin tayini i¢in bakteri hiicresi ile elektokimyasal
Olciim almmistir. Yontem test mikroorganizmasinin mikrobiyal iiremesi sonrasi agiga
cikan COgy’nin Olclilmesi prensibine dayanmaktadir. Bakteri kiiltliriine baglanmis

karbondioksit sensorti ile elektrokimyasal 6l¢iimler alinmistir [122].

Aminoglikozitlerin, siilfonamidlerin, amfenikollerin, fluoroquinolonlarin tayini igin
Onerilen bir yontemde mikroarray analiz platformunda SPR o6lgiimii alinmistir. Kisa
stirede, yiiksek spesifiklikte kantitatif sonuglar elde edilmistir. Bu yontemde birden fazla
antibiyotik ayni1 anda tayin edilebilmektedir [118]. Kloroamfenikol tayini i¢in 6nerilen bir
yontemde yarigmali inhibisyon analizi ile SPR 6l¢glimii alinmistir. Bu yontemde LOD
degeri 0.1 ug/L bulunmustur [119]. Fluoroquinolonlarin tayini igin onerilen bir yontemde
yarismali inhibisyon analizi ile 12 farkli fluoroquinolon tayini SPR ile ger¢eklestirilmistir
[120]. Fenikollerin tayini i¢in dnerilen bagka bir yontemde yarigmali inhibisyon analizi ile
SPR 6l¢timii alinmistir ve LOD 0.1 — 250 pg/kg arasinda bulunmustur [121]. B-laktamlarin
tayin edildigi bir yontemde, yarigmali biyospesifik interaksiyon ile SPR Olc¢timleri

alinmistir. Yontemin LOD degerleri 5 — 20 pg/L arasinda bulunmustur [123].
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Son zamanlarda, ciftlikteki Orneklerde ve gida iiriinlerinde herhangi bir laboratuvar
ekipmanina ve uzman personele gerek kalmadan antibiyotik miktarmin belirlenmesi
ihtiyaci dogmustur. Bu yiizden, kullanimi1 kolay dipstik temelli test yontemleri dizayn
edilmistir. Bu metodlar, yiizeyi kaplanmis dipstik {izerine reseptoér baglanmis yapilardan
olusmaktadir. Link et al. [124] dipstik metodu ile gidalarda tetrasiklinlerin,
streptograminlerin ve makrolidlerin tayinini gergeklestirmistir. Bu ¢alismada kullanilan
dipstik, nitroseliiloz, naylon veya polivinilidenprolid (PVDF)’den yapilmaktadir. Bu
yontemde dipstik streptavidin ile kaplanmis ve lizerine biyotin isaretli taniyici DNA
baglanmistir. Tanmiyict DNA hekzahistidin  (His-6) isaretli biyosensdr proteinine
baglanmaktadir. Baglanma sonucu kromojenik substrat renk degistirmektedir. Spesifik
antibiyotiklerin bulunmasi tanityict DNA ile biyosensor proteini arasindaki etkilesimi
azaltmakta ve sinyalde diisiise neden olmaktadir. Burada dl¢iim diizenegi olarak UV-vis
spektrofotometre kullanilmistir. Yontemin LOD degerleri MKL’den daha disiik olup, 5 —
10 pg/L arasindadir. Balda ve yumurtada tetrasiklinlerin tayini i¢in Onerilen bir bagka
yontemde yine dipstik metodu kullanilmistir. Bu yontemde isaretlenmis reseptor ile 6rnek
soliisyonu karistirilmakta ve dipstik viyal igerisine konarak oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon sonrasinda dipstik, pozitif ve negatif kontrolleri ile

karsilastirilarak sonuca karar verilmektedir [125].

2.3.4 Ticari Antibiyotik Test Kitleri

Siitte kalint1 antibiyotik tayini igin, farkli firmalar tarafindan piyasaya siiriilen farkl
isimlerde birgok ticari test kiti bulunmaktadir. Bu testlerden bazilar1 mikrobiyel
inhibisyona dayanirken, bazilar1 ise antijen-antikor / enzim-substrat iligkisine
dayanmaktadir. Mikrobiyal inhibisyon test kitlerinde siire uzun ve yontem cogu
antimikrobiyel i¢in kullanilabilmektedir. Antijen-antikor / enzim-substrat iliskisine
dayanan test kitlerinde siire kisa fakat hem kit maliyeti daha yiiksek hem de kitler tek bir
antibiyotik i¢in selektif olmaktadir. BR, Eclipse, Copan, Delvotest, Lumac, Arla, Charm,
Penzyme ve Premi test bunlardan bazilaridir. Bu testler ile ¢ogu antibiyotik, izin verilen
maksimum kalint1 antibiyotik diizeyinde test edilebilmektedir. Bu testler bilinen limitlerde
tayin yapan kalitatif testlerdir. Piyasada suan farkli isimlerde ¢ok fazla sayida test kiti

bulunmaktadir. Asagida bunlardan ancak bazilarina deginilebilmistir.

Delvotest® P, Bacillus stearothermophilus var. calidolactis test mikroorganizmasi ile
calisan bir test kitidir. Bu test kitinde 64°C’de gelisimini silirdiiren test bakterisi asit

iretmekte ve bakteri gelisimine bagl olarak indikator olarak kullanilan bromkresol moru
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mordan sar1t renge donmektedir. Ortamda antibiyotik bulundugu durumda, bakteri
tireyememekte ve asit olusturamamaktadir, dolayisiyla indikatérde renk degisimi

gbzlenmemektedir. Bu testte analiz siiresi 2.5 saattir [126].

BR test® AS-Brillant testinde, Bacillus stearothermophilus var. calidolactis sporlar
kullanilmaktadir. Bu test ile genis spektrumlu antibiyotikler tayin edilebilmektedir. Analiz
mikroplakalarda 65°C’de 2.5 saat sirmektedir. Bu testte renk indirgenmesi
gozlenmektedir. Kalint1 antibiyotik iceren siit 6rneklerinde, inkiibasyon siiresi boyunca
bakteri metabolizmasi inhibe olmakta ve renk mavi kalmaktadir. Antibiyotik icermeyen

stitlerde ise, ortamdaki oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlari sonucu renk maviden sariya

donmektedir [127].

Charm inhibisyon testleri ile aminoglikozitler, 3-laktamlar, tetrasiklinler, siilfonamidler ve
makrolidler tayin edilebilmektedir. Bu testte test bakterisi olarak Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis susu kullanilmakta ve analiz 64°C’de 2 veya 3 saatte

tamamlanmaktadir [128].

Eclipse testinde, Bacillus stearothermophilus var calidolactis susu test bakterisi olarak
kullanilmakta olup, genis spektrumlu antibiyotikler tayin edilebilmektedir. Analiz
mikroplakalarda 65°C’de 2.5 saat siirmektedir [129].

CMT-Copan test ile aminoglikozitler, B-laktamlar, tetrasiklinler, siilfonamidler ve
makrolidler tayin edilebilmekte olup, test bakterisi olarak Bacillus stearothermophilus var
calidolactis susu kullanilmaktadir. Analiz mikroplakalarda 65°C’de 1{i¢ saatte
gerceklesmektedir [130].

Valio T101 testi ile genis spektrumlu antibiyotikler tayin edilebilmektedir. Analiz 6ncesi
ornege 95°C’de bes dakika 1s1l islem uygulanmaktadir. Bu testte test bakterisi olarak
Streptococcus  thermophilus  T101 susu kullanilmaktadir. Analiz tiipte veya

mikroplakalarda 42°C’de 4.5 saat siirmektedir [92].

Premi test, hayvansal iiriinlerde antibiyotik kalintilarin1 termofilik bir bakteri olan Bacillus
stearothermophilus’un inhibisyonu ile 4 saatten daha kisa siirede belirleyebilen bir test
kitidir. Bu test kitinde Bacillus stearothermophilus’un sporlar1 kullanilmaktadir. Sicaklik
64°C’ye getirildiginde spor formlar ¢imlenerek vejetatif hale gelmektedir. Ortamda
inhibitér madde olmadiginda, vejetatif hale gelen hiicreler treyerek asit meydana

getirmekte ve indikatoriin rengi mordan sar1 renge doniismektedir. Inhibitér bulundugu
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durumda sporlar ¢imlenemeyecek ve indikator rengi degismeden kalacaktir. Premi test ile
B-laktamlar, sefalosporinler, makrolidler, tetrasiklinler, aminoglikozitler, kinolonlar,

amfenikoller ve polipeptidler et, balik, yumurta bobrek, karaciger, bal, idrar ve yemde

tayin edilebilmektedir [131].

Charm Il B-laktam testinde, p-laktam tiirii antibiyotikleri baglayan spesifik reseptor
bolgeleri olan bir ajan eklenmektedir. Bu baglayici ajan ile birlikte isaretli penisilin
ortama eklenmektedir. Eger ornekte penisilin varsa baglanma bolgesine baglanmak i¢in
isaretli penisilin ile yarisacaktir. Penisilin miktar1 arttik¢a, ortamda serbest isaretli penisilin
miktar1 artmaktadir. Ornekte penisilin bulunmadig durumda, isaretli penisilinler baglanma
bolgesine baglanacak ve daha az serbest isaretli penisilin bulunacaktir. Bu test ile sonuglar
10-15 dakikada alinabilmektedir [96, 132]. Charm II® testleri, p-laktamlar disinda
tetrasiklinler, aminoglikozitler, amfenikoller, sulfonamidler, makrolidler iginde ayr1 ayri

bulunmaktadir [133].

Penzyme®/ Penzyme® Il1 testi, DD-karboksipeptidaz enziminin p-laktam antibiyotigine
yarismali baglanmasi prensibine gore ¢aligmaktadir. Enzim ve ornek 47+1°C’de 5 dakika
inkiibe edilmekte ve ardindan [(R)-D-Ala-D-Ala)] substrati ilave edilmektedir.
Antibiyotige baglanmadan kalan enzim, bu substratla reaksiyona girmektedir. Substrat
tablet halinde olup, ¢oziinmeye basladikca ortama sar1 renk vermektedir. Tablet ayni
zamanda D-alanin piruvat ve H,0O;’nin olusmasi ve H,O;’nin okside oldugunda renk
degistirmesi i¢in gerekli kimyasallar1 icermektedir. Tablet eklendikten sonra 47+1°C’de 15
dakika inkiibasyona devam edilmektedir. Pembe renk olusumu B-laktam tiirii antibiyotigin
bulunmadigini, sar1 renk ise B-laktam tiirii antibiyotigin bulundugunu gostermektedir. Bu

test ile ¢ig siitte 0.01 ITU/mL diizeyindeki B-laktamlar tayin edilebilmektedir [96, 134].

2.4 Yesil Floresans Proteini (Green Fluorescent Protein)

Davenport ve Nicol 1955 yilinda deniz anas1 Aequorea victoria’ nin uzun dalga boylu
ultraviyole 1sinlari ile uyarildiginda yesil floresans yaydiklarimi kesfetmislerdir [135].
Shimomura ve ark. 1962 yilinda, bu yesil floresansin kaynagi olan proteini Aequorea
victoria 'dan ekstrakte etmistir [136]. Bu protein yesil floresans protein (Green Fluorescent
Protein, GFP) olarak tanimlanmistir. Prasher ve ark. GFP’nin gen dizisini tanimlamiglar
[137] ve sonrasinda Chalfie ve ark. tarafindan GFP ekspresyonu 6karyotik (Caenorhabditis
elegans) ve prokaryotik (Escherichia coli) hiicrede gerceklestirilmistir [138].
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GFP ¢ok cesitli ¢alismalarda yaygin kullanim alan1 bulmustur. Ornegin; hiicrede kalsiyum
seviyesinin Olgiilmesinde [139-141], hiicrede transmembran voltajinin 6l¢iilmesinde [142],
intra-seliiler protein ve interaksiyonlarinin izlenmesinde [143, 144], rekombinant
proteinlerin ¢oziiniirliiklerinin in vivo incelenmesinde [145], hiicre igerisinde incelenmek
istenen proteinin katlanma ve ¢ozinlrliik durumlarmin incelenmesinde, 6zellikle
Alzheimer hastaliginda rolii nemli olan protein agregasyonunun izlenmesinde [146, 147],
tek hiicre lokasyonunun izlenmesinde [148, 149], pH degisiminin, spesifik iyonlarin (Cl
veya Ca*?), reaktif oksijenin, redoks durumunun ve spesifik peptidlerin izlenmesinde [150-
160], hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda ©Onemli rolii olan GTPaz aktivitesinin

izlenmesinde [161], antioksidan aktivitenin belirlenmesinde [162] kullanilmistir.

2.4.1 GFP’nin kesfi

Dr. Frank Johson ve Dr. Osamu Shimomura, 1961 yilinin Haziran ayinda denizanasi
Aequorea victoria nin biyoluminesans Ozellikleri lizerinde ¢alismislardir. Arastirmacilar,
sonradan ‘aequorin’ olarak adlandirilan, denizanasindan 1sik emisyonu yapan maddeyi
izole etmek icin pratik bir metod arasgtirmiglardir. Deneylerin gidisat1 sirasinda, canli
orneklerdeki yesil luminesansa benzer yesil emisyon yerine, ekstraktan emisyon yapan
151810 mavi oldugunu goérdiiklerinde oldukga sasirmislar fakat bunun sebebini ancak 10 yil

sonrasinda anlayabilmislerdir [163].

Dr. Osamu Shimomura calismalar sonrasinda denizanasi ekstraktlarindan, 1sik sagan
maddeyi saflastirmistir. Bu madde aequorin adinda bir protein olup, Ca*? varliginda 151k
emisyonu  yapabilmektedir.  Aequorin’in  saflagtirilmasi  sirasinda,  denizanasi
ekstraktlarinda yesil floresans proteininin varhigi kesfedilmistir. Kolon kromatografisinde,
Sephadex G-100 kolonunda yesil floresans band aequorin bandi ile birlikte hareket
ederken, DEAE-seliiloz kolonunda aequorin bandinin 6niinde ilerledigi tespit edilmistir.
Yesil floresans veren maddenin denizanasinda varligi daha dncesinden bilinmesine ragmen
[135], bu madde ilk kez izole edilerek protein oldugu tespit edilmistir [136]. Bu kesiften
sonra aequorinin luminesans spektrumu ve yesil proteinin floresans spektrumu ile ilgili ilk
caligmalar hizla yaymlanmistir [164]. Aequorinin luminesans spektrumu genis olup 460
nm’de iken, yesil proteinin floresans spektrumu ise keskin olup 508 nm’de pik seklinde
gozlenmektedir [163]. Deniz anasinda bu iki protein de bulunmakta olup, acquorin Ca*?
varliginda mavi emisyon yaparken, yesil protein uyarildiginda yesil floresans emisyonu

yapmaktadir. Ilk ekstraksiyon calismalarinda, canli rneklerdeki yesil luminesansa benzer
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yesil emisyon yerine, mavi emisyonun goriilmesinin nedeni ancak bu ¢alismalar sonucunda

anlagilabilmistir. Bundan sonraki yillarda ise, GFP ile ilgili calismalar hizla artmistir.

2.4.2 GFP’nin ii¢ boyutlu yapis1 ve florofor

GFP, glinimiizde, biyolojik marker olarak proteinleri, hiicreleri, organizmalari isaretlemek
icin olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu kadar yaygin sekilde GFP
kullaniminin en 6nemli sebeplerinden biri, proteinin higbir kofaktore ihtiyag duymadan
floresans 1s1mas1 yapmasidir. Florofor peptidin siklizasyonu sonucu kendiliginden
olusmaktadir. GFP’nin diger bir 6zelligi ise, bulundugu hiicrede herhangi bir degisime
neden olmamasidir. Ayrica GFP’nin yiiksek stabilitesi marker olarak kullanimini
arttirmaktadir. Bu Ozelliklerinin yam1 sira diisiik maliyetli ve kolay kullanim
avantajlarindan dolay1 daha oOnce biyolojik marker olarak kullanilan lusiferaz ve -
galaktosidazin yerine kullanilmasina yol agmistir. GFP’nin termal stabilite ve proteolize
kars1 direng gibi ozelliklerinin nedeni, GFP’nin merkezdeki kromoforunun 11 adet 3-sheet
yapisindaki peptid zinciri ile korunmus konserve kutusu seklindeki essiz ii¢ boyutlu
yapisidir. Bu konserve kutusu seklindeki silindirin igerisinde ise bir adet a-heliks,
silindirin alt iist kismini ise kisa halkalar ve bozulmus a-heliks yapilar1 kapatmaktadir.
Disarida B yapisi igeride ise o-heliks yapisi bulunan bu motif yeni bir protein katlanmasi
olup, bu yapiya Yang ve ark. tarafindan “B-can” ismi verilmistir [165]. Silindirin ¢ap1 30
A, boyu ise 40 A’dur ve icerisinde su molekiilleri bulunmaktadir. Florofor olusumunu
saglayan kritik dizilim igerideki Ser-Tyr-Gly’dir. Bu dizilimin siklizasyonu sonucu
florofor olusmaktadir. Florofor olusumu igin iki faktdr gereklidir. Ilki 65 ve 67
pozisyonlarindaki aminoasit atomlarinin birbirlerine olduk¢a yakin konumlanmasi, digeri
ise siklizasyonu Katalizleyen asit-baz dengesidir [163]. Siklizasyon, 67 pozisyonundaki
Gly’nin azot atomunun 65 pozisyonundaki Ser’nin karbonil karbon atomuna niikleofilik
atag1 ile olusmaktadir. Bu reaksiyon bes liyeli imidazolon halkasi olusumuna neden
olmaktadir. Floroforun etrafinda aminoasitlerin polar ve apolar yan zincirleri ve
immobilize su molekiilleri bulunmaktadir. Dogal fenotip GFP’de zayif da olsa
dimerizasyon goriilmektedir. Dimer baglanma noktalar1 merkezde her iki monomerin de
Ala206, Leu221 ve Phe223 hidrofobik yan zincirlerinden ve bunun disinda Tyr39, Glu142,
Asnl44, Asnl46, Tyrl51, Argl68, Glul72, Tyr200, Ser202, GIn204 ve Ser208 iceren bir
stiri hidrofilik kontakt noktalarindan olugsmaktadir [165].
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Sekil 2.1. GFP'nin ii¢ boyutlu yapisinin yandan ve iistten gériiniimii [166]

GFP’deki kromofor olusumu i¢in molekiiler oksijen gereksinimi bulunmaktadir. Ayrica,
GFP’nin hiicresiz ortamda ekspres edilebilmesi, apoproteinin siklizasyonu icin bagka
kofaktor veya enzim gereksinimi olmadan kromoforun floresans hale geldigi konusundaki

inaniglart kuvvetlendirmektedir [167].

GFP’nin izoelektrik noktas1 4.6 — 5.1 arasinda olup, asidik globiiler bir molekiildiir.
Monomerin molekiil agirhigr 27 kDa’dur [163]. Tam boy dogal fenotik rekombinant bir
GFP’de 238 adet aminoasit bulunmakta olup C-terminal aminoasit dizilimi His-Gly-Met-
Asp-Glu-Tyr-Lys’dir [137]. GFP proteinin proteolize direngli i¢ kismui hari¢, C-terminal
kuyrugu karboksipeptidaz ve diger proteazlar tarafindan hidrolize olabilmektedir [163].

GFP’deki floroforun korunmasi o kadar giigliidiir ki akrilamidler, halidler ve molekiiler
oksijen gibi klasik floresans soniimleyicileri bile GFP’nin floresansina etki edememektedir
[168]. GFP’nin Tm (floresansin yartya diismesi i¢in gerekli sicaklik) degeri yaklasik olarak
76°C’dir [163]. Is1 ile denaturasyon disindaki diger denaturasyon islemleri sonucunda GFP
tekrar renature olabilmektedir. pH 5.5 ve 10 arasinda kararli olup, pH 4.5-5.5 arasinda
floresans yar1 kararlidir ve zamanla soniimlenme gergeklesmektedir. pH 10 ve iizerinde ise
uyarma dalgaboyunda biiylik kaymalar gézlenmektedir. pH’ya bagli spektral kaymalarin
olasi sebebi kromofor imidazoliindeki enol formunun stabilizasyonunu saglayan
kromofordaki tirozin aminoasitinin iyonizasyonu ve/veya arjininin deprotonasyonudur

[163]. Asit ve baz denaturasyonu sonucunda GFP ¢ogunlukla renature olmaktadir.

2.4.3 GFP Uyarma ve Emisyon Bandlar

GFP, aequorin ve lusiferaz gibi diger proteinlerin mavi kemiliiminesansini yesil floresans
1s181na gevirmektedir [169]. Dogal fenotip GFP’nin emisyon bandi genellikle 490-520 nm
arasinda olup ¢ogunlukla maksimum degeri 508-509 nm’dir. Uyarma bandi ise 395-498

nm gibi daha genis bir araliktadir. Uyarma pikinin ilki 395 nm’de digeri ise omuz seklinde
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yaklasik 475 nm’de goézlenmektedir [163]. 395 nm’de devamli uyarma, 395 nm’deki
uyarma dalgaboyunda diisiise, 475 nm’deki dalgaboyunda artisa neden olmaktadir [138].
Bu ara ¢evirim GFP UV isinlar ile uyarildiginda daha belli olmaktadir. Bu yiizden GFP
lizerine c¢alisan ¢ogu arastirmact uyarma dalgaboyu olarak mindr pik olan 475 nm’yi

kullanmay1 tercih etmektedirler.

2.4.4 GFP Mutasyonlar

GFP’nin kristal yapisi anlasildiktan sonra, florofordaki veya florofora yakin konumdaki
aminoasitlerin degistirilmesi ile farkli GFP mutantlarinin gelistirilebilecegi anlagilmistir.
Florofordaki veya florofora yakin konumdaki aminasitlerin modifikasyonu ile GFP’nin
uyarma ve emisyon dalgaboylarinda kaymalar ve intensitelerinde degisimler de
gdzlenmektedir. Ornegin, ortadaki Tyr66°min Phe veya His ile degismesi uyarma bandinda
kaymaya ve intensitede azalmaya neden olmakta, Ser65’in Thr ile degismesi ise
floresansta artisa neden olmaktadir [167, 170]. Yine, Phe99’nin Ser ile, Met153’nin Thr
ile, Vall’nin Ala ile degismesi sonucu olusan GFP, dogal fenotip GFP’nin floresans
intensitesinin yaklasik 42 kati intensiteye sahip olmaktadir [171]. Ser65’in Gly, Ala, Cys,
Thr veya Leu gibi notr aminoasitlerle mutasyonu, floroforun temel enerji diizeyinde
iyonlagsmasina neden olarak uyarma spektrumunu sadelestirmektedir. Bu spektrumda 470 —
490 nm arasinda tek bir uyarma piki gozlenmekte ve bu pik dogal fenotip GFP’nin 475
nm’deki mindr pikten yaklasik 6 kat daha fazla intensite gostermektedir. Bu durumun

sebebi dogal fenotip GFP’de iyonlasma mutant GFP’lerin altida biri kadar olmasidir [170].

Aragtirmacilar 6zellikle GFP mutasyonu ile uyarma bandini daha asagi yerine yukari
dalgaboylarina kaydirmay tercih ederler. Bunun sebebi, kisa dalgaboylu UV i1smlarmin
hiicrelere zararli etkisi ve UV 1silarinin hiicresel kaynakli otofloresans1 daha da
artirmasidir. Ayrica daha kisa dalgaboylu i1sinlar daha pahali optik ve dedeksiyon
sistemlerine ihtiya¢ duymaktadir [163].

Az sayidaki GFP mutant1 hem uyarma hem de emisyon dalgaboylarinda kaymalara neden
olmaktadir. Bu konudaki ¢alismalarda esas amag uzun dalgaboylu mutantlar elde etmektir.
Bu mutantlara ‘red-shifted’ denilmektedir. T203Y mutanti, Thr203’lin florofora oldukga
yakin konumlast nedeni ile dizayn edilmistir. Floroforun yanindaki alifatik yan zincirin
aromatiklerle degismesi kromoforun lokal polarlanabilirligini artirmaktadir. T203Y
uyarma ve emisyon dalgaboylarinda, S65T mutantina gore sirasi ile 24 ve 16 nm artisa
neden olmustur. [172]. Diger bir mutant M153A da uyarma ve emisyon dalgaboylarinda

S65T mutantina gore sirasi ile 15 ve 3 nm artisa neden olmustur [173].
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Mutasyonlarin biiyiik bir kismi spektral 6zellikleri degismeden dogru katlanip floresans
hale gelen GFP molekiillerinin oranimm1 artirmaya yoneliktir. A.victoria’nin irettigi
floresans proteininde sicaklik 15-20°C’nin f{izerine ¢iktiginda iiretilen protein miktari
azalmaktadir. Bu durum bakteri veya hiicre ile ¢alisildiginda dezavantaj olmaktadir. Bunun
disinda, E. coli’de yiiksek miktarda protein {iretimi ise hiicreler arasinda floresans 6zellikte
olmayan proteinlerin birikimine neden olmaktadir [174]. Bu iki problem de GFP’ye uygun
aminoasitler konarak giderilebilmektedir [171, 173-177]. F99S ve M153T mutasyonlarinda
yan zincirler disa donerek yiizey hidrofobitesi azaltmakta ve agregasyon engellenerek,
parlaklikta artisa neden olmaktadir. Bu mutantlar dogal fenotipe gore 37°C’de floresans
olusum hizinda herhangi bir degisiklige neden olmamistir [171]. V163A ve S175G
mutasyonlart birlikte protein {liretimini artirmasina ragmen, aerobik floresans olusumunu

yavaglatmaktadir [174].

GFP’nin dimerizasyonu da A206, 1221 ve F223 pozisyonlarindaki hidrofobiklikten
kaynaklanmaktadir. Bu aminoasitlerin pozitif yiiklii aminoasitlerle 6rnegin; A206K,
L221K ve F223R mutasyonu sonucu GFP monomerleri interaksiyona girememekte ve

dimerizasyon olugamamaktadir [178].

34



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Tez kapsaminda kloroamfenikol (Sigma C0378), ampisilin (Sigma A9393), basitrasin A
(Fluka 31626), benzilpenisilin (penisilin G) (Sigma 13752), furazolidon (Fluka 46297),
gentamisin (Sigma G1914), linkomisin (Sigma 62143), neomisin (Fluka 72133), sefazolin
(Sigma C5020), spektinomisin (Fluka 46738), spiramisin (Fluka 46745), streptomisin
(Sigma S6501), sulfadiazin (Sigma S8626), tetrasiklin (Sigma 87128), antibiyotikleri
kullanilmistir. Kloroamfenikol, kullanilan hiicredeki plazmidte kloroamfenikol direng geni
oldugundan, biitiin analizlerde besiyeri ortamina ilave edilirken, diger antibiyotikler,
gelistirilen yontem ile analiz edilmek amaciyla kullanilmistir. Caligmada kiyaslama
amaciyla kullanilan Charm CowsSide Il antibiyotik tayin kiti Maysa Gida San. ve Tic.
A.S.(Istanbul) den temin edilmistir.

Besiyeri olarak Luria Bertani (LB) Broth-Lennox (Conda, Pronadisa) kullanilmistir.
Besiyeri bilesiminde tripton, maya ekstrakti ve sodyum kloriir bulunmaktadir. Bu besiyeri
rekombinant E. coli’lerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Besiyeri
icerigindeki tripton biiylime icin gerekli nitrojen, vitamin, mineral ve amino asitin
kaynagini olusturmaktadir. Maya ekstrakti 6zellikle B grubu vitaminlerin kaynagim
olusturmaktadir. Sodyum kloriir, osmotik denge ve transport i¢in gerekli olan elektrolitleri
karsilamaktadir. LB besiyeri hazirlandiktan sonra, 121°C 15 dk otoklavda sterilize
edilmekte, ve kullanmadan Once igerisine son konsantrasyonu 25 pug/mL olacak sekilde
membran filtrasyon ile sterilize edilmis kloroamfenikol ¢o6zeltisi eklenmektedir. LB-
Lennox agar besiyeri ise, plazmid aktarimi sonrasi, hiicrelerin se¢ilmesinde kullanilmistir.
Bilesimi LB Broth-Lennox besiyeri ile ayn1 olup icerisinde sadece ilavaten katilagtiric

ajan olan agar bulunmaktadir.

E. coli BL21(DE3) hiicreleri, kloroamfenikol diren¢ ve GFP geni tasiyan konstitutif
promoterli plazmid igeren E. coli DH5a hiicreleri Yrd. Dog. Dr. Urartu Ozgiir Safak Seker
tarafindan hediye edilmistir. GFP, uyarildiginda floresans i1simasi yapabilme o&zelligi
nedeniyle antibiyotik tayini igin gelistirilen yontemde sensor olarak kullanilmaktadir (Basit
151tk ve floresans spektrofotometresinde E. coli icin elde edilen goriintiler EK 1°de
verilmistir). Kullanilan plazmidte GFP herhangi bir indiikleyici ajana gerek kalmadan
konstitutif promoter sayesinde kendiliginden olusmaktadir. Hem GFP’li E. coli’nin
secilmesi hem de gercek oOrnekler denemelerindeki kontaminasyonu engellemek igin

antibiyotik (kloroamfenikol) direng geni de E. coli plazmidinde bulunmaktadir. Gergek
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ornek denemelerinde siitten gelen diger mikroorganizmalarin analiz sistemine etki
etmemesi i¢in inhibe edilmeleri gerekmektedir. Bu amacgla kloroamfenikol, besiyeri
ortamina eklenmis ve siit kaynakli diger mikroorganizmalar olas1 etkileri elimine
edilmistir. Besiyerinde diger mikroorganizmalar inhibe olurken, tayin sistemindeki GFP’li
E. coli, kloroamfenikol direng geni sayesinde bundan etkilenmemistir. Kloroamfenikol,
yasakli maddeler kategorisinde olup, hayvansal gidalarda bulunmamasi gerekmektedir

[43].

3.2 Analiz Yontemi

GFP geni ve ayni1 zamanda kloroamfenikol direng geni tasiyan E. coli hiicresinin analiz
oncesinde 18 saatlik kiiltiirii elde edilmistir (inkiibasyon 37°C’lik su banyosunda
gerceklestirilmistir) . Bu amagla, erlende 25 ug/mL kloroamfenikol igeren 20 mL LB broth
ortami kullanilmistir. Analiz igin erlendeki kloroamfenikol igeren LB broth besiyerine
antibiyotikler farkli konsantrasyonlarda eklenerek ve 37°C’lik su banyosunda inkiibasyon
devam ederken zamana karsi UV-vis spektrofotometrede optik dansite, floresans
spektrofotometresinde ise floresans Ol¢limleri alinmistir.  Her  bir antibiyotik
konsantrasyonu i¢in zamana karsi elde edilen floresans intensitesi grafiklerinin egimi

karsilastirilarak 6rneklerdeki antibiyotik diizeyi belirlenmistir.

Optik dansite olgimleri Thermo Scientific Evolution 201 UV-vis spektrofotometre
kullanilmigtir (Thermo, Shanghai, China). Optik dansite i¢in 545 nm’deki absorbans
degerleri alinmustir. Floresans Ol¢iimleri i¢in Varian Cary Eclipse spektrofotometre
kullanmilmistir (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA.). Uyarmadaki 151k kaynagi
ksenon lambasidir. Ol¢iimler scan modunda; uyarma 480 nm, emisyon aralign 488 — 700
nm, simple read modunda; uyarma dalgaboyu 480 nm, emisyon dalgaboyu 513 nm’de
alinmistir. Uyarma ve emisyon slit araliklari; 18 saatlik kiiltiir i¢in her ikisi de 5 nm iken,
kinetik Glgiimlerde sirast ile 5 nm ve 10 nm’dir. Floresans goriintiileri, 100x objektifle
LEICA DM14000 B floresans mikroskobu kullanilarak elde edilmistir (Leica, Wetzlar,

Germany).
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Uyariima dalga
boyu 480 nm Emisyon dalga
boyu 513 nm

Antibiyotik igermeyen Antibiyotik igeren
ortamda ortamda

antibiyotik igermeyen
ortam

Intensite
(au.)

antibiyotik igeren
ortam

Zaman (dk)

Sekil 3.1. Analiz yonteminin sematik gosterimi

3.3 Optimizasyon Calismalari
3.3.1 Kiiltiir pH’simin Etkisi
18 saatlik GFP’li kiiltiiriin pH’s1 degistirilerek (pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0,

8.5, 9.0, 9.5) floresans spektrofotometresinde, uyarma ve emisyon spektrumlari alinmistir.

Uyarma grafigi i¢in, emisyon 513 nm, start 300 nm, stop 509 nm, Uyarma slit aralig1 5 nm,

Emisyon slit aralig1 10 nm parametreleri kullanilmistir.

Emisyon grafigi i¢in, uyarma 480 nm, start 488 nm, stop 700 nm, Uyarma slit araligt 5 nm,

Emisyon slit aralig1 10 nm parametreleri kullanilmistir.

3.3.2 Besiyeri pH’simin Etkisi
25 pg/mL kloroamfenikol iceren LB Broth besiyerinin pH’s1  (pH 7.0, 8.0, 8.5, 9.0)
ayarlanarak, inkiilbasyon bu pH’larda yapilmistir. Belirli zaman araliklarinda UV-vis

spektrofotometrede 545 nm’de optik dansite ve pH olglimleri gergeklestirilmistir.

3.3.3 Yikamanin Etkisi

Yikama i¢in pH 8.5 fosfat tamponu kullanilmistir. Elde edilen kiiltiir 15000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 supernetant (besiyeri) uzaklastirilmis, hiicre
peleti iizerine pH 8.5 fosfat tamponu eklenmistir. Yikamanin etkisini gézlemlemek i¢in, 18
saatlik GFP’li E. coli hiicresi gelistirilerek, dort yikama asamasinda hem supernetant
kisminin hem de kiiltiiriin floresans olgiimleri alinmustir. Yikama Oncesi ve sonrasi
Olgtimleri karsilastirmak i¢in floresans spektrofotometresinde uyarma ve emisyon

spektrumlar1 alinmastir.
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3.3.4 Calkalamal Kiiltiir Eldesinin Etkisi

Calkalamanin etkisini gézlemleyebilmek icin, daha genis kiiltiir kaplarinda, ¢alkalamali su
banyosunda inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. Bunun sonucunda, elde edilen kiiltiirlerin
optik dansitesi 545 nm dalgaboyunda UV-vis spektrofotometre ile floresans intensitesi
floresans spektrofotometresi ile 6lglilmiistiir.

3.3.5 Besiyerindeki Tuz Konsantrasyonu
Besiyerindeki farkli tuz konsantrasyonunun optik dansite ve floresans intensitesi {izerine
etkisi incelenmistir. Bu amagla farkli tuz oranlarinda bulunan LB besiyerleri kullanilmigtir.

Bunlar;

e | B-Luria Broth: Besiyeri hazir karisim halinde bulunmadigindan, igerisindeki
maddeler ayr1 ayr1 temin edilerek besiyeri hazirlanmistir. Bilesimi: 10 g/L tripton, 5
g/L maya ekstrakti, 0.5 g/L NaCl

e LB-Lennox Broth: Besiyeri hazir karisim halinde bulunmaktadir (Conda,
Pronadisa). Bilesimi: 10 g/L tripton, 5 g/L maya ekstrakti, 5 g/L NaCl

e LB-Miller Broth: Besiyeri hazir karisim halinde bulunmaktadir (Merck). Bilesimi:
10 g/L kazein peptonu, 5 g/L maya ekstrakti, 10 g/L NaCl

Farkl1 besiyerleri disinda, tuzun etkisini incelemek i¢in besiyeri bilesenleri sabit tutularak
NaCl miktar1 artirtlmistir. Bu amagla, 10 g/L maya ekstrakti, 5 g/L tripton bilesenleri ile
farkli NaCl konsantrasyonlarinda (0, 0.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 g/L) besiyerleri

hazirlanmastir.

3.3.6 Yikama Tamponu Tuz Konsantrasyonu
Yikama tamponu olarak farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15 ve 30 g/L)

pH 8.5 fosfat tamponunun floresans spektrumuna etkisi incelenmistir.

3.3.7 Analize Alinacak Kiiltiir Konsantrasyonu

Analize alinacak kiiltiir miktarinin belirlenmesinde farkli oranlarda (% 0.25, 0.5, 1.25, 2.5
ve 5) 18 saatlik GFP’li kiiltiir kullanilmistir. Farkli oranlarda kiiltiir ilavesi ile, optimum
orant saptamak i¢in analiz igin kontrol (antibiyotik igermeyen) ve belirli bir miktar
antibiyotik igeren 6rnek (bu ¢alismada 200 ppb tetrasiklin kullanilmistir) analize alinmistir.
Her bir oranda kontrol ve antibiyotikli &rnek icin egim degerleri elde edilmistir. Elde
edilen bu egim degerlerinden kontroliin egim degerinin antibiyotikli egim degerine orani

en yiiksek ¢ikan oran, optimum oran olarak belirlenmistir.
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3.3.8 Plazmidin E. coli DH5a. Hiicresinden Eldesi ve E. coli BL21(DE3) Hiicresine
Aktarilmasi

3.3.8.1 E. coli DH5a hiicresinden plazmid eldesi
NucleoSpin® Plazmid Saflastirma Kit Prosediirii

e 18 saatlik kiilttir / 37°C su banyosu

20 mL LB besiyeri steril erlen igerisine 500 pL kloroamfenikol + 200 uL. GFP’li DH5a

inokiile edilir.
e Kiiltiir elde etme

Elde edilen kiiltiir, 11000 g 30 sn santrifiij edilerek, supernatant uzaklastirilir.
e Hiicre lizisi

Pelet tizerine, 250 puL A; tamponu eklenir ve vortekslenir. A; tamponu RNAz igerir.
Tamamen ¢oziindiikten sonra {izerine, 250 uL. A, tamponu eklenir ve vortekslemeden 6-8
kez alt iist edilerek karistirilir. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Bu arada bu karigim
mavi renk almaktadir. A, tamponu NaOH, SDS icermektedir. Bu yontemle lizis
gerceklesmekte plazmid agiga cikmaktadir.  Vortekslenmemesinin nedeni, DNA’nin
par¢alanmadan eldesini gerceklestirmektir. Bu karisim {iizerine, 300 uL. A3 tamponu
eklenir ve yine vortekslemeden, alt {ist ederek karistirilir. Bu islem sirasinda renk maviden,
renksize donmektedir. Az tamponu KCH3COO (potasyum asetat), CH3COOH (asetik asit)
icermekte olup noétralizasyon igin kullanilmaktadir (pH 7.0’ye getirilir). Bu islem sonunda

plazmid agikta kalir, diger hiicre organelleri presipite olur.
e Lizat temizlenmesi

11000 g’de 5 dk santrifiij edilir ve santrifiij sonrasi plazmid {ist berrak kisimda kalir.
e DNA’nin baglanmasi

2 mL toplama tiipiiniin igerisine Nucleospin® Plazmid kolonu yerlestirilir ve santrifiij
sonrast elde edilen supernetant (maks. 750 pL) kolona eklenir. Sivi kistm kolondan
gecerken plazmid kolona baglanir. 11000 g’de 1 dk santrifiij edilir ve alttaki siv1 kisim

atilir.

e Silika membranin yikanmasi
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Opsiyonel: Kolona, 500 uL A, tamponu eklenerek 11000 g’de 1 dk santrifiij edilir. Ay
tamponu tuz icermekte olup, kolonda kalan kontaminantlar1 gidermek igin

kullanilmaktadir.

600 uL A, tamponu eklenerek, 11000 g’de 1 dk santrifiij edilir. Supernetant
uzaklagtirilarak, kolon tekrar tiipe yerlestirilir. A4 tamponu, % 70 etanol igermektedir.

DNA % 70’lik alkolde ¢oziinmemektedir.
e Silika membranin kurutulmasi

11000 g’de 2 dk santrifiij edilir ve toplama tiipii atilir.
e DNA’nin kolondan alinmasi

Genel Prosediir: Kolon eppendorfa alinir, 50 uL Ag tamponu kolona verilir. 1 dk oda
sicakliginda inkiibasyonun ardindan 11000 g’de 1 dk santrifiij edilir. Bu islem ile plazmid

membrandan alinir.
Uygulamadaki Degisiklik:
— Ag tamponu ~60°C’ye 1sitilmaktadir.

— 30 pL Ag tamponu kullanilmaktadir.
— Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmektedir.

3.3.8.2 Kompetant hiicre hazirlama

Serbest DNA’y1 igine alabilen bakterilere kompetant bakteri denilmektedir. Bakterilerin
kompetant hale getirilmeleri i¢in kimyasal veya fiziksel yOntemlerin uygulanmasi
gerekmektedir. Bu yontemlerle membranin gecirgenligi kisa siireli olarak degistirilerek
DNA’nin hiicreye girisi saglanmaktadir. Tez kapsaminda Ca®* kompetant bakteriler

hazirlanmistir. Bu amacgla;

e 18 saatlik kompetant E. coli hiicresinden 250 pL alinarak 25 mL LB Broth
besiyerine aktarilir ve 3.5 saat 37°C’de karistiricili su banyosunda inkiibe edilir

e Kiiltiir falkon tiipline aktarilarak buz igerisinde 10 dk inkiibe edilir

e 4°C’de 6000 rpm’de 3 dk kiiltiir santrifiij edilir

e Siipernctant uzaklastirilarak, pelet 10 mL soguk 0.1 M CaCl, ile tekrar
¢Ozlindiirtilir

e Buz icerisinde 20 dakika daha inkiibe edilir

e 4°C’de 6000 rpm’de 3 dk kiiltiir santrifiij edilir
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e Siipernctant uzaklastirilarak, pelet 5 mL soguk 0.1 M CaCl, ile tekrar

¢Oziindiirtlir.

Elde edilen kiiltiir ¢ozeltisi, 500 pL’lik eppendorflara paylastirilarak, {izerine esit hacimde

gliserol konulup -80°C’de saklanmaktadir.

3.3.8.3 Plazmidin E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmasi

Bu amagla asagidaki basamaklar izlenmistir.

e E. coli BL21(DE3) kompetant hiicre stogundan 50 pL alinarak transformasyon
tiiptine konulmaktadir.

o Uzerine yaklasik 10 pL plazmid eklenir ve vorteks kullanmadan 4-5 kez alt iist
edilerek karistirilmaktadir.

e 30 dk buz i¢inde bekletilmektedir.

o 42°C’de 10 sn 1s1 soku uygulanmaktadir.

e Tekrar buz i¢inde 5 dk bekletilmektedir.

e Uzerine 950 pL oda sicakliginda LB Broth eklenmektedir.

e Su banyosunda 37°C’de 250 rpm karistirma hizinda 60 dk inkiibasyona
birakilmaktadir.

e Inkiibasyon sonunda, kloroamfenikol igeren LB agar Petrilerine 100 pL
aktarilarak ylizeye yayma yontemi ile ekim yapilmaktadir.

e 37°C’de 1 gece inkiibasyon sonrasi lireme goriilen Petrilerden, tek koloni
secimi yapilarak kiiltir hazirlanmaktadir (1 koloni, 20 mL LB + 500 pL

kloroamfenikol igceren besiyerine aktarilmaktadir.).

; GFP gen boélgesi
e iceren plazmid

eklenmesi
L. A8 B '|’ "
s — | | — gt
e e e e ] It i
Kompetan E.coli 42°C

Sekil 3.2. Plazmidin E. coli BL21(DE3) hiicresine aktariminin sematik gosterimi

Bu islemler sonrasinda daha once kullanilan E. coli DH5a ve yeni elde edilen E. coli

BL21(DE3) hiicrelerinin hem yogunlugunun hem de birim hiicre basina elde edilen GFP
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miktarinin karsilastirilmasi igin, her iki hiicreden ekim yapilmaktadir. 18 saat sonra elde
edilen kiiltirlerin UV spektrotrofotometresinde 545 nm’deki absorbans degerleri
Olclilmiistiir. Ayrica, her iki kiiltiiriin absorbans degerleri, yaklasik olarak 1.2 degerine

ayarlanarak floresans spektrofotometresinde floresans 6l¢timleri yapilmistir.

3.3.9 Pasaj Sayisimin ve Kiiltiir inokiilasyon Oranimin Hiicre Yogunluguna Etkisi
Stok gliserol kiiltiirinden ve 2. pasajdaki kiiltirden LB ve 2xLB besiyerlerine farkli
inokiilasyon oranlarinda (% 0.25, % 0.5 ve %1.0) ekimler gergeklestirilmistir. Bu sekilde

hem pasaj sayist hem de kiiltiir inokiilasyon oraninin etkisi birlikte incelenmistir.

3.3.10 Besiyeri Bilesen Optimizasyonu

LB Broth besiyerine, laktoz (son konsantrasyon % 1 olacak sekilde), glukoz (20 mM),
pepton (son konsantrasyon % 2 olacak sekilde), maya ekstrakti (son konsantrasyon % 1 ve
%35 olacak sekilde) ve piyasadan alman farkli markalarm vitamin mineral kompleksi
(Solgar, Elevit, Decavit, Sunday) eklenmistir. Bu denemelerin disinda 2xLB, 3xLB ve
4XLB denenmistir. 2xLB, LB broth besiyeri bilesimi 2 katina, 3xLLB’de 3 katina, 4xLB’de

ise 4 katina ¢ikarilarak hazirlanmstir.

UV-vis spektrofotometrede optik dansite Olctimleri, floresans spektrofotometresinde ise
emisyon spektrumu almmistir. Floresans Ol¢limleri scan modunda; uyarma 480 nm,

emisyon aralig1 488 — 700 nm, uyarma ve emisyon slit aralig1 Snm’dir.

3.3.11 Analiz icin Besiyeri Miktar1 (Oksijen EtKisi)
Analiz icin kullanilan besiyeri miktarinin optimizasyonu i¢in, ayn1 hacimdeki erlende

farkli besiyeri miktarlar1 (5, 10 ve 20 mL) denenmistir.

3.4 Ureme Egrisi

E. coli BL21(DE3) hiicresinin 2xLB besiyerinde, % 0.5 inokiilasyon oraninda, iireme
egrisi elde edilmistir. Ureme egrisinde birer saat araliklar ile UV-vis spektrofotometrede
545 nm’de optik dansite ve floresans emisyonlar1 Olgiilmiistiir. Aynt zamanda farkl

zamanlardaki canli hiicre sayis1 i¢in kiiltiirel sayim yapilmustir.

Deneyde, 250 mL erlen igerisine 20 mL kloroamfenikol iceren 2xLLB besiyeri eklenerek, %
0.5 inokiilasyon oraninda BL21(DE3) hiicresi inokiile edilmis ve 37 °C deki ¢alkalamali su
banyosunda inkiibasyona alinmistir. Bu islemden sonra birer saat araliklar ile O6l¢iim

yapilmuistir.

E. coli BL21(DE3) hiicresinin jenerasyon siiresi eksponansiyel aralikta asagidaki formiile

gore hesaplanmistir;
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G =1t/(3.3x(log b/B))

G : Jenerasyon stiresi ( dk)

t: Zaman aralig (dk)

B: Zaman araliginin baslangicindaki bakteri sayisi

b: Zaman araligiin sonundaki bakteri sayist

3.5 Antibiyotiklerin Analizi

Secilen optimum parametrelerde antibiyotik analizleri yapilmistir. Bu amagla;

e ampisilin 0 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb, 20 ppb

e Dasitrasin A 0 ppb, 100 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb, 500 ppb

e Dbenzilpenisilin (penisilin G) 0 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb, 20 ppb, 25 ppb
e furazolidon O ppb, 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb, 20 ppb, 25 ppb

e gentamisin 0 ppb, 100 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb, 500 ppb

e linkomisin 0 ppb, 150 ppb, 300 ppb, 450 ppb, 600 ppb, 750 ppb

e neomisin 0 ppb, 500 ppb, 1000 ppb, 1500 ppb, 2000 ppb, 2500 ppb
e sefazolin 0 ppb, 50 ppb, 100 ppb, 150 ppb, 200 ppb, 250 ppb

e spektinomisin 0 ppb, 200 ppb, 400 ppb, 600 ppb, 800 ppb, 1000 ppb
e spiramisin 0 ppb, 200 ppb, 400 ppb, 600 ppb, 800 ppb, 1000 ppb

e streptomisin 0 ppb, 200 ppb, 400 ppb, 600 ppb, 800 ppb, 1000 ppb
e sulfadiazin 0 ppb, 100 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb, 500 ppb

e tetrasiklin O ppb, 50 ppb, 100 ppb, 150 ppb, 200 ppb

konsantrasyonlarinda calisilmistir. Bu amagla her bir konsantrasyon i¢in 60 dakikalik
inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir UV-vis spektrofotometrede optik dansite, ve

floresans spektrofotometresinde 513 nm’deki emisyon floresans intensitesi alinmastir.

3.6 Antibiyotik Kalibrasyon Egrileri ve LOD, LOQ Degerleri

Zamana kars1 elde edilen floresans intensiteleri grafige gecirilip, her bir konsantrasyon i¢in
egim degeri hesaplanmistir. Elde edilen egim degerleri her bir antibiyotik
konsantrasyonuna karsi grafige gegirilmis ve kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Elde
edilen kalibrasyon egrilerinden gozlenebilme sinir1 (LOD; Limit of detection) ve tayin alt
smirt (LOQ; Limit of quantification) degerleri hesaplanmistir. Konsantrasyon birimi olarak
ifade edilen gozlenebilme siniri, korden ayirt edilebilen en diisiik konsantrasyonu

tanimlamaktadir [179]. Kalibrasyon egrisinin egimi (b) ve regresyon standart sapmasi (Sb),
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IUPAC (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi)’ ne gére LOD ve LOQ

degerleri hesaplanmasinda kullanilmaktadir.
Esitlikler:

LOD=k;xSh/b

LOQ=k,xSh/b

kn, istenilen giiven araligi igin segilen sayisal degerdir. Bu calismada % 95 giiven

araliginda kj ve k; degerleri sirasiyla 3.3 ve 10.0 olarak alinmistir.

3.7 Gercek Ornek Denemeleri

Gergek ornek denemeleri kapsaminda, antibiyotik icermeyen, yagsiz UHT siit Ornegi
kullamilmistir. Bu siit Ornegine, sonradan farkli antibiyotikler eklenmistir. Son
konsatrasyonu 5 ppb olacak sekilde ampisilin ve benzilpenisilin, 50 ppb olacak sekilde
sefazolin ve tetrasiklin, 100 ppb olacak sekilde gentamisin ve 500 ppb olacak sekilde
neomisin eklenmistir. Elde edilen bu siit 6rnekleri gelistirilen yontem ile tayin edilmistir.
Her bir antibiyotik i¢in tayin edilen konsantrasyon degerleri ve eklenen konsantrasyon
degerleri vasitasi ile geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Ayrica, her antibiyotik igin

bagil standart sapma (% RSD) hesaplanmistir. Bunlar igin kullanilan esitlikler:
Geri kazanim degeri (%) =100 x b/a

a = Eklenen antibiyotik konsantrasyonu

b = Tayin edilen antibiyotik konsantrasyonu

RSD (%)= Sd / ortalama x 100

Sd = Elde edilen degerlerin standart sapmasi

Ortalama = Elde edilen degerlerin ortalamasi

Gergek ornek uygulamalari, ayrica piyasada hazir ticari kit olarak satilan Charm CowSide

II® antibiyotik test kitleri ile de denenmistir.

3.7.1 Charm CowsSide II® ile Kahint1 Antibiyotik Tayini

Charm CowsSide II® kalint1 antibiyotik test kiti, mikrobiyel inhibisyon esasli tayin
yontemidir. Test kitindeki tlip icerisinde, bakteriyel sporlar, besiyeri ve pH indikatori
bulunmaktadir. Siit 6rnekleri (0°C-15°C), test kitinden ¢ikan tiiplere 100 uL konulmakta
ve 64°C’lik etiivde {i¢ saat inkiibasyona birakilmaktadir. Siire sonunda tiipte meydana

gelen renk degisimleri izlenmektedir.
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3.8 Validasyon Calismalari

Validasyon ¢aligmalar1 kapsaminda kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik) ve

dogruluk degerleri incelenmistir.

Kesinlik i¢in, giin i¢i ve gilinler aras1 tekrarlanabilirlik, 6l¢timlerin standart bir antibiyotik
konsantrasyonunda giin i¢i icin ii¢ kez, gilinler arasi i¢in bes kez yapilmasi ile elde
edilmistir. Standart antibiyotik konsantrasyonu olarak, 50 ppb tetrasiklin kullanilmistir.
Ayni sartlar altinda ve ayni analiz kosullarinda antibiyotik analizi glin i¢i ve giinler

arasinda yapilmustir. Tekrarlanabilirlik RSD olarak verilmistir.

Dogruluk, test sonucunun gercek degere olan yakinligidir. Dogruluk icin, bias degerleri
hesaplanmistir. Bias test sonucunun gercek degerden ne kadar farkli oldugunu gdsteren
degerdir. Bias degeri 0’a yaklastik¢a dogruluk artmaktadir. Giin i¢i ve giinler aras1 yapilan
Olciimlerde tayin edilen antibiyotik konsantrasyonunun gerg¢ek degere olan yakinligi bias

degeridir. Bu amagcla asagidaki esitlik kullanilmistir:
Bias = (b —a)/ ax 100
a = Gergek antibiyotik konsantrasyonu

b = Tayin edilen antibiyotik konsantrasyonu
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Optimizasyon Calismalari
4.1.1 Kiiltiir pH’sinin Etkisi
18 saatlik GFP’li E. coli elde edildikten sonra, kiiltiir pH’s1 degistirilerek uyarma ve

emisyon spektrumlari alinmistir.

Uyarma Spektrumu

besiyeri kloroamfenikol
600 —— 18 saatlik kiiltiir
- ’ ——pH4
s 500
3 ——pH45
= ——pH5
§ 400 pH 55
= ——pH 5.
=
*E 300 ——pH®6
g 200 pH7
-]
= ——pH75
e
= 100 e
0 pH 8.5
300 350 400 450 500 pH 9
Dalgaboyu (nm) pH 9.5

Sekil 4.1. 18 saatlik kiiltiiriin pH’s1 degistirilerek, elde edilen uyarma spektrumu

Sekil 4.1’den goriildiigii tizere pH degeri arttikga uyarma spektrumundaki ikinci pik saga

kaymaktadir.

500
480

460 | % %

440 % %

420 ¢

400 1

380

360
340
320
300

Uyarma intensitesi (a.u.)

4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.2. Farkli pH’larda elde edilen uyarma intensitesi
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Sekil 4.3. Farkli pH’larda elde edilen GFP’li kiiltiiriin uyarma dalgaboylar1

Emisyon Spektrumu

besiyeri kloroamfenikol
450 — 18 saatlik kiiltiir
400 ——pH4
=
i 350 ——pH 45
= 300 ——pH5
D
-‘é:, 250 ——pH55
2 200 —PHS
. ——pH 6.5
2 150 P
g pH 7
§ 100 HT5
= 50 ——pH8
0 — pH 8.5
488 538 588 638 688 pH9
Dalgaboyu (nm) pH 95

Sekil 4.4. 18 saatlik kiiltiirlin pH’s1 degistirilerek, elde edilen emisyon spektrumu

Sekil 4.4’ten goruldigi tzere pH degeri arttikca emisyon spektrumundaki pik sola

kaymaktadir.
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Sekil 4.5. Farkli pH’larda elde edilen emisyon intensitesi

Sekil 4.5’de verilen grafikte intensite degerleri her bir spektrumun maksimum oldugu

noktada alinmastir.
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Sekil 4.6. Farkli pH’larda elde edilen GFP’li kiiltiiriin emisyon dalgaboyu

Yukaridaki grafiklerden de goriildiigii iizere, pH degisimi ile hem floresans intensitesi
degismekte, hem de uyarma ve emisyon dalgaboylarinda kaymalar olmaktadir. pH’a bagl
spektral kaymalarin olasi sebebi kromofor imidazoliindeki enol formunun stabilizasyonunu
saglayan  kromofordaki tirozin aminoasitinin iyonizasyonu ve/veya  arjininin

deprotonasyonudur [163].

E. coli kiiltiirtinde zaman1 bagl iireme gerceklesirken, GFP de E. coli’de ekspres edilirken,
ayni zamanda pH da dismektedir. pH dislisii floresans emisyonunu iki sekilde

etkilemektedir: Birincisi GFP’nin net yiikii pH degisimine bagli konformasyonal degisim
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gdstermekte ve intensitesinde azalma olmaktadir. Ikincisi pH degisimine bagl olarak
emisyon dalga boyunda kayma meydana gelmektedir. pH azaldik¢a emisyon dalgaboyu
artmakta, uyarma dalgaboyu ise azalmaktadir. Kiiltiir pH’s1 8.5 iken en yiiksek emisyon
intensitesi elde edilmektedir. Bu ylizden bundan sonraki ¢aligmalar i¢in 480 nm uyarma,

513 nm emisyon dalgaboylarinda kiiltiir pH’s1 8.5’¢e ayarlanarak dl¢timler alinmustir.

4.1.2 Besiyeri pH’simin Etkisi
Calisma kapsaminda LB Broth-Lennox (Conda, Pronadisa) besiyeri kullanilmistir.
Besiyeri hazirlandiginda pH yaklasik 7.0 civarindadir. Besiyeri pH’s1 farkli pH’lara

ayarlanarak E. coli hiicresinin gelisimi izlenmistir.

0.7 /L
- ™
0.6 - ®
| ==
- L] s  pH7
0.5 e ® e pHS8
;:“ d A pH8.5
L 0.4 v pH9
b L] A
8 FY
@ 0.3 A
(=] - A F'S
x A A
& 0.2
0.1
®
N S v
vvyvywy ¥ v
0.0 * T 1 T T T /fd/ T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 22 24 26 28 30 32 34

t (saat)

Sekil 4.7. Farkli pH’larda hazirlanan besiyerlerine ekim yapilan GFP’li E. coli kiiltiiriiniin
inkiibasyon siiresi boyunca 545 nm’deki optik dansitesinde meydana gelen degisim

Sekil 4.7°den de goriildiigii tizere, yiiksek pH’larda E. coli gelisimi olumsuz etkilenmekte,
gelisim egrisinin egimi dismektedir. 24 saatin sonundaki absorbans degerlerine
bakildiginda, pH 7°deki kiiltiiriin optik dansite (O.D.) degeri 0.553 iken, pH 8.5’deki
kiltiiriin O.D. degeri 0.253’diir. Bu durumda, pH 8.5’ta gelistirilen kiiltiiriin O.D. degeri
pH 7’dekinin yaklasik yarisidir.

Kiltiirtin pH degeri, bakteri liremesine bagli olarak zamanla azalma gosterecektir.

Asagidaki grafik, inkiibasyon boyunca her bir kiiltiirdeki pH degisimlerini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Farkli pH’larda hazirlanan besiyerlerine ekim yapilan GFP’li E. coli kiiltiiriiniin
inkiibasyon siiresi boyunca pH’sinda meydana gelen degisim

450
400
350
300
250
200
150
100
50
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baslangi¢ pH 7
bagslangi¢ pH 8.5

inkiibasyon sonrasi pH 8.5

Floresans Intensitesi (a.u.)

490 540 590 640 690
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.9. Baslangi¢ pH’s1 7 ve 8.5 olan ve inkiibasyon sonras1 pH’s1 8.5’a ¢ikarilan
orneklerin emisyon spektrumlari

Sonug olarak, pH optimizasyonu i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda, GFP’li E. coli’nin pH
7 olan besiyeri kosullarinda gelistirilmesi pH’simin sonradan 8.5’a ayarlanmasi daha dogru

bir yaklasim olup emisyon intensitesini artirmaktadir.

4.1.3 Yikamanin Etkisi
18 saatlik GFP’li kiiltiir elde edildikten sonra, pH 8.5 fosfat tampon ile dort yikama
asamasi uygulanmis ve her asamada, hem supernetenant yikama sivisindan hem de

kiiltiirden floresans dlgtimleri alinmustir.
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Sekil 4.10. pH 8.5 fosfat tamponu ile yikama sonrasi elde edilen uyarma spektrumlari
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=
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S
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O o —
490 540 590 640 690
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Sekil 4.11. pH 8.5 fosfat tamponu ile yikama sonrasi elde edilen emisyon spektrumlari

Sekil 4.11°’e gore, ilk supernetantin emisyon intensitesi 18 saatlik kiiltiirlin emisyon
intensitesinden fazla goriilmektedir. Ik supernetant kiiltiiriin santrifiijle ¢oktiiriilmesi
sonrasit ortamda bulunan besiyeridir. Supernetant intensitesinin kiiltiir intensitesinden
yiiksek olmasi, besiyerinde floresans emisyonu veren maddelerin oldugunu ve bu
emisyonun ortamda GFP’li E. coli {rediginde bir miktar sOniimlendigini
diistindiirmektedir. Fosfat tamponu ile dort kez yikamanin intensite lizerinde 6nemli bir

etkisi olmayip, bu ¢alisma kapsaminda bir kez yikamak yeterli goriilmektedir.

Supernetant intensitesinin kiiltlir intensitesinden fazla olmasinin nedeninin besiyerinden
kaynakladig1 diistiniildiigiinden, pH 8.5’deki besiyeri, pH 8.5’deki kiiltiir, pH 8.5 fosfat
tamponu ve kiiltiiriin pH 8.5’lik fosfat tamponu ile yikama sonrast uyarma ve emisyon

spektrumlart alinmigtir. Elde edilen grafikler asagida goriilmektedir.
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Sekil 4.12. pH 8.5 besiyeri, kiiltiir, fosfat tamponu ve pH 8.5’lik fosfat tamponu ile yikama
sonrasi elde edilen uyarma spektrumlari
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Sekil 4.13. pH 8.5 besiyeri, kiiltiir, fosfat tamponu ve pH 8.5’lik fosfat tamponu ile yikama
sonrast elde edilen emisyon spektrumlari

Bu grafiklerden goriildiigii iizere besiyerinde bulunan bilesenlerin de floresans intensitesi
bulunmaktadir. Besiyeri icerisinde yaklasik GFP ile yakin yerlerde floresans emisyonu
veren bagka bir madde daha bulunmaktadir. Bu emisyon veren maddenin de iki farklh
belirgin uyarma dalgaboyu bulunmaktadir. Besiyerinde bulunan bilesenlerin floresans
intensitesi, yitkama sonrasi elde edilen GFP kaynakli floresans intensiteden oldukga yiiksek
olup, takip edilen GFP floresansin1 baskilamaktadir. Bu yilizden besiyerindeki floresans
girisiminden kurtulmak i¢in fosfat tamponu ile yikamanin zorunlu oldugu goézlenmektedir.
Sonug olarak bundan sonraki ¢alismalarda, kiiltiir elde edildikten sonra bir kez pH 8.5

fosfat tamponunda yikama yapilmakta ve optik dansite ve floresans Olgiimleri yikama
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sonrasi alinmaktadir. Besiyerindeki kiiltiire pH 8.5 fosfat tamponu ile yikama yapildiginda,
hem besiyerinden gelen girisimlerden kurtulmus olunmakta hem de 6l¢iimlerden 6nce pH

8.5’a ayarlanmis olmaktadir.

4.1.4 Calkalamal Kiiltiir Eldesinin Etkisi
Bundan onceki caligsmalarda, kiiltiirlerin inkiibasyonlar1 etiivde gergeklestirilmistir. Bu
calismada ise, kiiltiirler ¢alkalamali su banyosunda gelistirilerek, ¢alkalamanin etkisine

bakilmustir.

1.6 Calkalamali
Kiiltiir (1/4) Yikama
I Calkalamali
Kiiltiir (1/4)
I

14

1.2

1

0.8

Yikama Normal

Kiiltiir
I

0.6 e
Normal Kiltir

0.4

0

Sekil 4.14. Normal ve ¢alkalamali kiiltiirlerin (Y oraninda seyreltilmis) besiyerinde ve
fosfat tamponu ile yikama sonrasi elde edilen optik dansiteleri

545 nm'deki Opitk Dansite (a.u.)

Sekil 4.14’den de goriilecegi gibi, ¢alkalamali kiiltiirde E. coli ¢alkalamasiz kiiltiire gore
yaklasik 12.5 kat fazla iiremistir. Elde edilen bu sonug literatiir ile uyumlu olup,
calkalamali kiiltiir ile daha yogun Kkiiltiirler {iretilebilmektedir [180]. Bunun olasi
sebeplerinden biri hiicrelerin ¢alkalamali kiiltiirde besin dgelerine daha rahat ulasmalari,
ikincisi ise c¢alkalamanin etkisi ile ortamin oksijenlenmesidir. Kullanilabilir oksijen

miktarinin artmasi hiicre gelisimine etki etmektedir

E. coli fakiiltatif anaerop bir mikroorganizma olup, fakiiltatif anaerop mikroorganizmalar
hem oksijenli hem oksijensiz ortamda iireyebilmekte fakat, oksijenli ortamda daha iyi
gelismektedirler. Elde edilen sonuglar bu bilgiyi dogrular niteliktedir. E. coli’nin sayisinin
artmasi ile dolayli olarak ekspres edilen GFP miktar1 artacaktir. Bu durum disiik
dedeksiyon limitlerine inilmesini kolaylastiracaktir. Asagidaki grafikte, normal kiiltiir ve
calkalamali kiiltiir (Y4 oraninda seyreltilmis)’den elde edilen floresans uyarma ve emisyon

spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Normal ve galkalamali kiiltiirlerin (% seyreltilmis) fosfat tamponu ile yitkama
sonrast elde edilen floresans spektrofotometresindeki uyarma spektrumu
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Sekil 4.16. Normal ve galkalamali kiiltiirlerin (V4 seyreltilmis) fosfat tamponu ile yikama
sonrast elde edilen floresans spektrofotometresindeki uyarma spektrumu

Yukaridaki grafikten de goriilecegi gibi ¢alkalamali kiiltlirtin (Y4 seyreltilmig) floresans
spektrofotometresinde alinan 513 nm’deki floresans intensitesi yaklagik 790, normal olarak
elde edilen kiltlirlin intensitesi 239°dur. Bu durumda calkalamali kiiltiriin (1/4
seyreltilmis) intensitesi, normal kiiltiiriin intensitesinin yaklasik 3.3 katidir. Toplamda 13.2
kat floresans intensitesinde artig saglanmistir. Bu sonug, Uv-vis spektrofotometrede alinan
absorbans sonuclar1 (12.5 kat optik dansitede artig) ile karsilastirildiginda tutarh
goriilmektedir. Fakat, hiicre yogunlugu arttikca oksijen gereksinimi ¢alkalamali kiiltiirdeki
aerasyon hizim1 agmakta ve bu oksijen limitasyonu, besiyerindeki kullanilabilir oksijen,

karbon ve enerji kaynaklarina gore hiicrenin metabolik kapasitesini diizenleyen kompleks
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regiilator mekanizmalar1 tetiklemektedir. Oksijen limitasyonu bu mekanizmalari
tetiklemeye baslamadan Once aerasyon hizi (oksijenlenme) arttikca kiiltiir yogunlugu
artmaktadir. Aerasyon hizi ile hiicre yogunlugu dogru orantili olsa da, yiiksek protein
ekspresyonu icin 1limli aerasyonun gerekli oldugu bildirilmistir [180]. Sekil 4.16’da
goriildiigl tizere calkalamali kiiltiir ile, birim hiicre basina iiretilen GFP miktart artmastir.
Yapilan g¢aligmalarda c¢alkalamali kiiltiir olusturuldugunda kisa siirede yogun hiicreler
olusturulmakta ve protein ekspresyon verimi artmaktadir [180]. Ayrica, GFP’deki
kromofor olusumu i¢in de, molekiiler oksijen gereksinimi bulunmaktadir [167]. Sonug
olarak GFP intensitesindeki artis hem E. coli nin artisi, hem GFP proteininin daha fazla
ekspres edilmesi hem de GFP molekiiliindeki daha fazla kromofor olusumu ile
aciklanabilmektedir. Calkalamali kiiltiirdeki intensite artist nedeni ile bundan sonraki

caligmalarda, calkalamali kiiltiir ile devam edilmistir.

4.1.5 Besiyerindeki Tuz Konsantrasyonu

Besiyerindeki farkli tuz konsantrasyonunun GFP iiretimine etkisini arastirmak i¢in farkli
tuz konsantrasyonlarindaki LB besiyeri kullanilmigtir. LB-Luria 0.5 g/L tuz igerirken LB-
Lennox 5 g/L tuz igermekte, LB-Miller ise 10 g/L tuz igermektedir.
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Sekil 4.17. LB-Luria, LB-Lennox ve LB-Miller besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerin (Y4
seyreltilmis) 545 nm’deki optik dansiteleri
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Sekil 4.18. LB-Luria, LB-Lennox ve LB-Miller besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerin (V4
seyreltilmis) emisyon intensiteleri

Sekil 4.17 ve Sekil 4.18 incelendiginde, Luria (0.5 g/L tuz) ve Lennox (5 g/L tuz)
besiyerlerinde bakteri sayisi yaklasik aynmi diizeyde iken, Lennox (5 g/L tuz) besiyerinde
floresans intensitesi Luria (0.5 g/L tuz) besiyerine gére daha fazladir. Miller (10 g/L tuz)
besiyerinde ise, bakteri iiremesi daha yavas iken, floresans intensitesi en yiiksektir. Bu
durumun iki sebebi olabilir. Ilki, yiiksek tuz konsantrasyonu GFP ekspresyonunu artirmis
olabilir. Diger bir sebep ise, besiyeri bilesiminde bulunan pepton kaynagi olabilir. Farkli
markalarin besiyerlerinde farkli sonuglar alinabilmektedir. Bu farklilik genel olarak
peptondan kaynaklanmaktadir. Tripton, yani kazein peptonu farkli yollarla (pankreatik
sindirim enzimleri, asit vb.) elde edilebilmektedir. Elde edilen pepton yonteme gore farklt
uzunluklardaki peptidlerden meydana gelen kompleks bir yapida bulunmaktadir. Peptonun
kalitesi, baglangi¢ proteinin kaynagina ve kalitesine, peptonun elde edilis yontemine gore
degismektedir [181]. Bu yiizden tuzun etkisini incelemek i¢in hazir ticari besiyerleri yerine
bilesenleri ayr1 ayr1 eklenerek farkli tuz konsantrasyonlarinda besiyerleri hazirlanmistir. Bu
amagla, 10 g/l maya ekstrakti, 5 ¢/L tripton bilesenleri her besiyerine sabit
konsantrasyonlarda eklenmis, tuz konsantrasyonu ise degistirilmistir. 0 g/L, 0.5 g/L, 5 g/L,
10 g/L, 15 g/L, 30 g/L, 45 g/L, 60 g/L NaCl iceren besiyerleri hazirlanmistir.
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Sekil 4.19. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 g/L)
besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerin (Y4 seyreltilmis) 545 nm’deki optik dansiteleri

Sekil 4.19’dan de goriildiigii gibi, tuz konsantrasyonu 5 g/L olan besiyerinde kiiltiir
yogunlugu en yiiksek degerde olup, bu degerden sonra tuz konsantrasyonu arttik¢a bakteri

yogunlugu azalmaktadir.

1000
r =0 g/L NaCl
5 800 ——— 0.5 g/L NaCl
-’
3 ———5g/L NaCl
£ 600
g —— 10 g/L NaCl
=
E 400 ——15 g/L NaCl
[
] ———30 g/L NaCl
S 200
= } ——— 45 g/L NaCl
0 — 60 g/L NaCl

300 350 400 450 500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.20. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 g/L)
besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerin (Y4 seyreltilmis) floresans spektrofotometredeki uyarma
spektrumu
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Sekil 4.21. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 g/L)
besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerin (Y seyreltilmis) floresans spektrofotometredeki emisyon
spektrumu
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Sekil 4.22. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30, 45, 60 g/L)
besiyerlerinde gelisen kiiltiirlerin (Y seyreltilmis) floresans spektrofotometredeki emisyon
intensiteleri

Sekil 4.22°den goriildiigii tizere, 5 g/L tuz konsantrasyonuna sahip besiyerindeki floresans
intensitesi diger tuz konsantrasyonlaria gore yiiksektir. Bu tuz konsantrasyonundan daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise floresans intensitesinde optik dansite ile orantili olarak
azalma goriilmektedir. Sekil 4.19°daki optik dansite degerleri incelendiginde 5 g/L tuz
konsantrasyonuna sahip kiiltiirdeki absorbans 0 g/L tuz konsantrasyonunun yaklagik 1.2
kat1 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.22°deki floresans intensitesi karsilastirildiginda ise, 5
g/l tuz konsantrasyonuna sahip kiiltiirdeki floresans intensitesi 0 g/L tuz

konsantrasyonunun intensitesinin yaklagik 1.6 katidir. Bu durumda, floresans
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intensitesindeki artis sadece E. coli artisina bagli olmayip, NaCl’iin GFP ekspresyonunu da

kismi olarak artirdig1 sdylenebilir.

4.1.6 Yikama Tamponu Tuz Konsantrasyonu

Yikama tamponunda farkli tuz konsantrasyonlarinin denenmesinin amaci, GFP’nin
konformasyonel degisikligi ile floresans intensitesindeki farkliligin incelenmek
istenmesidir. Bu amagla, 0, 0.5, 5, 10, 15 ve 30 g/L NaCl igeren pH 8.5 fosfat tamponlari

hazirlanarak, yikamalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.23. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30 g/L) yikama
tamponunda yikama sonrasi elde edilen kiiltiirlerin (¥4 seyreltilmis) floresans
spektrofotometredeki uyarma spektrumlari
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Sekil 4.24. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30 g/L) yikama
tamponunda yikama sonrasi elde edilen kiiltiirlerin (¥4 seyreltilmis) floresans
spektrofotometredeki emisyon spektrumlari
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Sekil 4.25. Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki (0, 0.5, 5, 10, 15, 30 g/L) yikama
tamponunda yikama sonrasi elde edilen kiiltiirlerin (%4 seyreltilmis) 513 nm’deki emisyon
intensiteleri

Sekil 4.25°deki grafikten de goriildiigii gibi yikama tamponundaki 0.5 g/ NaCl
konsantrasyonunun intensitesi en yiiksektir. Fakat 0 g/L NaCl ortamimn da emisyon
intensitesi de olduk¢a yakin olup, standart sapmalar1 birbirleriyle ¢akismaktadir. 0.5 g/L
NaCl kullaniminin intensitede belirgin bir artis meydana getirmediginden, ¢aligmada
yikama tamponu olarak NaCl igermeyen tampon tercih edilmistir. Tuzun proteinin
konformasyonuna iliskin etkisi ise 30 g/L NaCl konsantrasyonunda agik¢a goriilmektedir.
Bu durumda artan NaCl konsantrasyonu proteinin konformasyonunu olumsuz etkileyerek
emisyonu azaltmaktadir. Tuz iyonlar1 olduk¢a mobil olup, amino asit yan gruplarina gore
kompakt yiiklii birimlerdir. Bu yiizden proteinin yiiklii gruplari i¢in amino asit yan gruplari
ile yarigmaktadirlar. Protein yiizeyindeki amino asit yan gruplar1 arasindaki elektrostatik
interaksiyonlar, yiiksek konsantrasyonlardaki tuz konsantrasyonlart tarafindan
engellenmekte bu da protein stabilitesine etki etmektedir [182]. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda GFP’nin intensitesindeki azalmanin sebebi, tuz iyonlarinin

proteindeki elektrostatik etkilesimleri engellemesi olabilmektedir.

4.1.7 Analize Alinacak Kiiltiir Konsantrasyonu

18 saatlik GFP’li E. coli kiiltiiriinden antibiyotik analizi i¢in alinmasi gereken kiiltiir
oranini belirlemek icin, farkl kiiltiir oranlar ile ¢alisilmistir. Kontrol i¢in fosfat tamponu,
antibiyotik denemesi i¢in 200 ppb tetrasiklin ¢ozeltisi kullanilmigtir. Calisma kapsaminda
% 0.25, % 0.5, % 1.25, % 2.5 ve % 5 oranlarinda 18 saatlik GFP’li kiiltir analize

alinmustir.
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Sekil 4.26. Fakli kiiltiir oranlarindaki (% 0.25, 0.5, 1.25, 2.5, 5.0) kinetik analizler
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Cizelge 4.1. Farkli kiiltiir oranlarinda kontrol egiminin antibiyotik e§imine orani

Kiltiir Oran1 (%) Egimleri Oram
0.25 1.287
0.5 1.466
1.25 1.357
25 1.284
5.0 1.190

Analizde dnemli olan antibiyotikli 6rnegin egiminin kontrol egiminden olabildigince farkli
olmasidir. Egimleri oran1 ne kadar yiiksekse yontemin hassasiyeti o kadar diisiiktiir. Bu

nedenle, analize alinacak kiiltiir oran1 olarak % 0.5 secilmistir.
4.1.8 E.coli BL21(DE3J) ile E. coli DH5a. Hiicrelerinin Karsilastirnmasi

E. coli DH5a’da bulunan GFP ve kloroamfenikol diren¢ geni tasiyan plazmid
saflastirilarak, kalsiyum kompetant hale getirilen E. coli BL21(DE3) hiicresine
aktarilmistir. Her iki hiicre daha 6nce belirlenen optimum kosullarda gelistirilerek, UV-vis
spektrofotometrede optik dansite, floresans spektrofotometresinde ise uyarma ve emisyon

spektrumlart alinmistir.

Bu calismada, uyarma 480 nm emisyon 513 nm, uyarma ve emisyon slit araliklar1 5

nm’dir.
a) b)
1000 E.coli DH5a 350 E.coli DH5aq
~ 900 ~ 300
3 800 E.coli BL21(DE3) Z’
< ' < 250 E.coli BL21(DE3)
‘% 700 ‘z
D %}
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Sekil 4.27. E. coli DH5a ve E. coli BL21 hiicrelerinin a) uyarma spektrumu, b) emisyon
spektrumu
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Sekil 4.28. E. coli DH5a. ve E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin a) optik dansite degerleri b)
emisyon intensiteleri

E. coli DH5a genellikle plazmid miktarini artirmak saflagtirmak i¢in kullanilirken, E. coli
BL21(DE3) protein ekspresyonu i¢in kullanilmaktadir. E. coli DH5a hiicrelerinde endA
bolgesi bulunmamaktadir. endA endoniikleaz 1 iiretiminden sorumlu olan bdlgedir.
Endoniikleazlar ¢ift iplikgikli DNA’ya degrade etmektedir. E. coli DH5a hiicrelerinde
plazmidi pargalayabilen endoniikleazlar olmadigindan E. coli DH5a daha stabil plazmid
tiretmektedir. E. coli BL21 ise genellikle rekombinant protein tiretimi i¢in kullanilmaktadir
[183]. E. coli BL21 hiicresi fazla miktarda tiretilen rekombinant proteinin yarattigi strese

daha az duyarhdir.

Sekil 4.28a’daki optik dansite degerleri incelendiginde, E. coli BL21(DE3) hiicresinin, E.
coli DH5a’ya gore kismi olarak daha az gelistigi goriilmektedir. Elde edilen kiiltiirlerin
optik dansite degerleri 1.2°ye ayarlanip, floresans spektrofotometredeki emisyon degerleri
Ol¢iilmiistiir. Sekil 4.28b’de goriildiigii iizere E. coli BL21’de birim hiicre basina iiretilen
GFP miktar1 daha fazladir. Elde edilen sonuglar, literatiirdeki bilgiyi dogrular nitelikte
olup, plazmid E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarildiginda, iiretilen GFP miktar1 E. coli
DH5a hiicresinin 3 katidir. Bu yiizden bundan sonraki ¢alismalarda E. coli BL21(DE3)

hiicresi kullanilmistir.

4.1.9 Pasaj Sayisinin ve Kiiltiir Inokiilasyon Oraninin Hiicre Yogunluguna Etkisi
Gliserol stogundan ve 2. pasajdaki kiiltirden farkli inokiilasyon oranlarinda ekimler
yapilarak pasaj sayisinin ve inokiilasyon oraninin hiicre yogunluguna etkisi incelenmistir.

Bu kampsamda 18 saatlik kiiltiirler, fosfat tamponu ile yikanip tekrar % fosfat tamponunda
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seyreltilmistir. Kiiltlirlerin 545 nm’deki O.D. degeri ~1.2 degerine ayarlanarak birim hiicre

basina tiretilen GFP miktarlari karsilagtirilmistir.

Floresans olgiimleri scan modunda; uyarma 480 nm, emisyon araligi 488-700nm, uyarma

ve emisyon slit aralig1 Snm’de gercgeklestirilmistir.
Stok

Stok E. coli BL21(DE3) hiicresinin LB ve 2xLB besiyerlerinde farkli inokiilasyon
oranlarindaki ( % 0.5, % 1) kiiltiiri elde edilmistir.
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Kiiltiir Inokiilasyon Orani (%) Kiiltiir Inokiilasyon Oram (%)

Sekil 4.29. Stok kiiltiirden elde edilen a) O.D. degerleri b) emisyon intensiteleri

Sekil 4.29a’daki optik dansite degerleri incelendiginde, 18 saatlik kiiltiir elde ederken,
farkli inokiilasyon oranlarmin (% 0.5, % 1) hem LB hem de 2xLB besiyerlerinde hiicre
yogunluguna etkisinin ¢ok olmadigi gozlenmistir. Biiyilk farklihik besiyerinden

kaynaklanmakta olup, 2xLB besiyerinde daha yogun bakteri iiremesi ger¢eklesmistir.

Sekil 4.29b’de goriildiigii lizere, stoktan LB besiyerinde birim hiicre basina {iretilen GFP
miktar1 % 1 kiiltiir inokiilasyon oraninda 2xLB besiyerine gore yaklasik olarak yarisi
kadardir. Kiiltiir inokiilasyon orani % 0.5 oldugunda 2xLLB besiyerinde birim hiicre bagina

uretilen GFP miktar1 daha fazladir.

2. Pasaj

2.pasajtaki E. coli BL21(DE3) hiicresinin, LB ve 2xLB besiyerlerinde farkli inokiilasyon
oranlarinda (% 0.25, % 0.5, % 1) 18 saatlik kiiltiirii elde edilmistir.
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18 saatlik kiiltiirler, fosfat tamponu ile yikanip tekrar ¥4 fosfat tamponunda seyreltilmistir.
Kiiltiirlerin 545 nm’deki O.D. degeri ~1.2 degerine ayarlanarak birim hiicre basina iiretilen

GFP miktarlar karsilagtirilmigtir.

Floresans ol¢iimleri scan modunda; uyarma 480 nm, emisyon araligi 488-700 nm, uyarma

ve emisyon slit arali§1 Snm’de gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.30. Ikinci pasajdaki kiiltiirlerin farkl1 inokiilasyon oranlarindaki LB ve 2xLB
besiyerinde elde edilen a) O.D. degerleri b) emisyon intensiteleri

Sekil 4.30a’daki optik dansite degerleri incelendiginde, 18 saatlik kiiltiir eldesinde, hem
LB hem de 2xLB besiyerlerinde farkli inokiilasyon oranlarinin (% 0.25, % 0.5, % 1) hiicre
yogunluguna bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Farklilik besiyerinden kaynaklanmakta

olup, 2xLB besiyerinde daha yogun bakteri tiremesi gergeklesmistir.

Sekil 4.30b’deki floresans intensiteleri incelendiginde, LB ve 2xLB besiyerinde birim
hiicre basina tretilen GFP miktar1 % 1 kiiltiir inokiilasyon oraninda yaklasik olarak ayni
iken, kiiltiir inokiilasyon oran1 % 0.5 oldugunda 2xLB besiyerinde birim hiicre basina
tretilen GFP miktar1 daha fazladir.

65



Stoktan ve 2. Pasajdan elde edilen kiiltiir farklar:
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Sekil 4.31. Stok ve 2. pasajdaki kiiltiirlerden LB ve 2xLB besiyerlerinde elde edilen O.D.

degerleri
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Sekil 4.32. Stok ve 2. pasajlardaki kiiltiirden LB ve 2xLB besiyerlerinde elde edilen
emisyon intensiteleri

Sekil 4.31°deki optik dansite degerleri incelendiginde, kiiltiir inokiilasyon orani ve pasaj
sayisindan ziyade kullanilan besiyerinin kiiltiir yogunlugu iizerine etkisinin oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.32deki floresans intensiteleri incelendiginde ise, birim hiicre basina
tiretilen GFP miktar1 en fazla 2xLB besiyerinde 2. pasajdan % 0.5 inokiilasyon oraninda
elde edilmektedir. Fakat 2. pasaj analiz siiresini oldukg¢a uzatan bir iglemdir. Stoktaki
kiiltirden 2xLB besiyerine % 0.5 oraninda kiiltiir aktariminin yapildigi durumdaki birim
hiicre basina elde edilen floresans intensitesi, 2. pasajdaki, 2xLB besiyerinde % 0.5 kiiltiir

oranina gore ¢ok diisiik olmayip, yeterli goriillmektedir. Bu yiizden, bu ¢aligma sonucunda
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stoktaki kiiltiirden % 0.5 kiiltiir inokiilasyon oranindaki aktarim segilmistir. Birim hiicre
basina elde edilen GFP’deki goriiniir artis 2xLB besiyerinden kaynaklanmis olup, bu

caligma sonrasinda farkli besiyeri bilesenleri denenmistir.

4.1.10 Besiyeri Bilesen Optimizasyonu

LB Broth besiyerine, laktoz (son konsantrasyon % 1 olacak sekilde), glukoz (20 mM),
pepton (son konsantrasyon % 2 olacak sekilde), maya ekstrakti (son konsantrasyon % 1)
eklenmistir. Bu deney uygulanirken, 50 mL’lik falkon tiiplerinde ¢alisildigindan, daha
once elde edilen (erlenlerde) O.D. degerlerinden daha diisiik O.D. degerleri elde edilmistir.
Yine elde edilen kiiltiirler, fosfat tamponu ile yikandiktan sonra, % oraninda fosfat
tamponu ile seyreltilmistir. Birim hiicre basina GFP miktarin1 tespit etmek i¢in O.D
degerleri ~ 0.22 degerine ayarlanmis ve bu sekilde floresans spektrofotometresinde

Olctimler alinmistir.
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Sekil 4.33. LB besiyerine, laktoz glukoz, pepton ve maya ekstrakti eklenmis besiyerlerinde
elde edilen kiiltiirlerin optik dansiteleri

67



160 -

~ 140 - =
=. =

< 120 - _
g

£ 100 -

5 -

Z o

£ 60 -

2

S

=

40 - -
20 - I
0 -

Kontrol Laktoz (% 1) Glukoz Pepton (% 2) Maya Ekstrakti
(20mM) (% 1)

Sekil 4.34. LB besiyerine, laktoz glukoz, pepton ve maya ekstrakti eklenmis besiyerlerinde
elde edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri

Sekil 4.33’deki optik dansite degerleri incelendiginde, laktoz, glukoz, pepton ve maya
ekstraktt eklenen besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerde {iremeler kontrol LB
besiyerindekine gore daha az olmaktadir. Ozellikle glukoz eklenen besiyerinde, bakteri
tiremesi kontrole gore belirgin bir sekilde diismiistiir. Besiyerine glukoz eklendiginde,
hiicreler karbon kaynagi olarak ilk once glukozu kullanmaktadir. Fakat aerobik kosullarda
glukoz varliginda tireme sonucunda bakteriler asidik yan iirlinler olusturmaktadir. Bu
asidik yan drlinler besiyerindeki tamponlama kapasitesini asip pH’yr 6.0’min altina
diistirdiigiinde ise hiicreler duragan faza girmekte ve tireme durmaktadir [180]. Glukoz

eklendiginde optik dansitedeki azalmanin nedeni bu mekanizma ile agiklanabilmektedir.

Bu calismada kullanilan plazmid konstitutif promoterli olup oto indiiksiyon ile
kendiliginden GFP sentezlemektedir. Oto-indiiksiyon ¢alkalamali kiiltiirde, T7 ekspresyon
suslarinin stabilite, biiyiime ve indiiksiyonuna etki eden faktorlerin arastirilmasi sirasinda,
kompleks besiyerlerinde kendiliginden ve istemeden olusan ve ekspresyon indiiksiyonunun
farkedilmesi ile kesfedilmistir [180]. Laktozun, protein ekspresyonunu indiikleyebilme
kapasitesinin ve bu indiiksiyonun farkli bilesikler ile bakterilerin iiremesi sirasinda
Onlenebilmesinin farkedilmesi ile, bakteri iiremesinin takip edilerek, uygun zamanlarda
indiikleyici eklenmesine gerek kalmadan, otomatik olarak protein ekspresyonu saglayan
besiyeri gelistirilmesi imkan1 dogmus ve bu durum oto-indiiksiyon olarak adlandirilmistir
[180]. Oto-indiiksiyon isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) indiiksiyonuna gore
daha uygundur, c¢ilinkii ekspresyon susu sadece oto-indiiksiyon besiyerine inokiile

edilmekte ve kiiltiir iremesi takibi ve uygun zamanda indiikleyici eklenmesine gerek
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kalmadan ekspresyon saglanmaktadir. Ayrica, kiiltiir yogunlugu ve birim kiiltiir hacmi
basia ekspres edilen proteinin konsantrasyonu, IPTG indiiksiyonu ile elde edilenden
olduk¢a fazladir [180]. Oto-indiiksiyonun membran proteinleri de dahil ¢ok farkli
proteinlerin liretiminde kullanilabilirligi kanitlanmistir. Yiiksek yogunluklu kiiltiirlerle oto-
indiiksiyon sonucu, IPTG indiiksiyonuna gore, birim kiiltiir hacmine gore daha fazla
protein iretilmektedir. Oto-indiiksiyon kiiglik 6l¢ekli laboratuvarlarda tek bir protein
analizinden, biiyiik projelerde birden fazla farkli proteinlerin iiretimine ve hatta ticari
Olcekte protein iiretimi i¢in uygun, verimli ve ekonomiktir. Protein ekspresyonu i¢in ideal
olan, ekspresyon suslarinin oto-indiikleyici besiyerinde hedef proteini ekspres etmeden
yiiksek yogunluklarda tiretilmesi ve bunun sonucu olarak ortamda laktozun indiiksiyonunu
engelleyen inhibitér maddelerin azalmasi ile hedef proteinin yiliksek miktarlarda

uretilmesidir.

Oto indiiksiyonda besiyeri bilesimi olduk¢a Onemli olup, bazi maddeler indiiksiyonu
saglarken bazi maddeler indiiksiyonu inhibe etmektedir. Indiiksiyonun en temel sebebi,
besiyerindeki az miktardaki laktozdur. Laktozun neden oldugu indiiksiyon glukoz
tarafindan bilinen mekanizmalarla engellenmektedir. Ortamda glukoz oldugu zaman,
laktozun hiicre i¢ine alimi ve hiicreler tarafindan kullanimi engellenmektedir [184-186].
Yapilan ¢alismalarda, besiyerine % 1 oraninda glukoz eklenmesi sonucu indiiksiyon
kuvvetli bir sekilde baskilanirken, % 0.1 oraninda glukoz eklenmesinin etkisinin az oldugu
gozlenmektedir [180, 187]. % 0.05 oranindaki glukozun besiyerine ilavesi ile kisa bir lag
faz1 ile baslangi¢ iiremesi hizlanmaktadir. Bu orandaki glukoz, 6zellikle konak hiicreye ¢cok
toksik hedef proteinlerin ekspres edilmesinde basari ile kullanilmaktadir. Glukoz baslangig
asamasindaki indiiksiyonu inhibe ederek, hiicrelerin yeterli yogunluga ulagilmasini ve
yeterli plazmidin olusturulmasini saglamaktadir. Bu sekilde toksik 6zellikteki proteinlerde

basari ile ekspresyon saglanmaktadir [180].

Sekil 4.33 ve 4.34°deki % 1 laktoz eklendigindeki optik dansite ve emisyon intensiteleri
incelendiginde, hem {iremenin yavasladigi, hem de birim hiicre basina {iretilen GFP
miktarmin azaldigir gézlenmektedir. Diisiik oranlardaki laktoz oto-indiiksiyonda protein
ekspresyonunu artirmaktadir. Fakat burada kullanilan konsantrasyon % 1 olup, protein
ekspresyonunu artirmamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, besiyerine % 0.005 ile % 1
arasinda farkli oranlarda laktoz eklenmis ve bunun hem hiicre yogunlugu hem de protein
ekspresyonu miktarina etkisi incelenmistir. Laktoz oram1 % 0.005 iken en yiiksek hiicre

yogunlugu ve protein miktarina ulagirken, laktoz orani arttikca hem hiicre yogunlugu hem
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de protein miktar1 azalmistir [180]. Bunun sebebinin yiiksek indiiksiyonun, ekspres edilen
protein toksik Ozellikte olmasa bile, plazmid tasiyan hiicreleri 6ldiirmesi olarak

agiklanmustir.

Sekil 4.33 ve 4.34°deki grafiklerden goriildiigii iizere pepton eklendigi durumda da hem
hiicre yogunlugu, hem de birim hiicre basina iiretilen GFP miktar1 azalmaktadir. Bunun
sebebi glukozun olmadigi durumlarda, amino asitlerin de laktoz indiiksiyonunu

onleyebilmesidir [180].

Sekil 4.33 ve 4.34’de goriildiigii lizere besiyerindeki maya ekstrakti konsantrasyonu % 1
oldugu durumda, hiicre yogunlugu bir miktar azalirken, birim hiicre basina ekspres edilen
GFP miktar1 artmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, LB besiyerindeki maya ekstraktinin oto-
indiiksiyonu artirdigi gézlenmistir. Bunun olasi sebebinin maya ekstraktinda bulunan az

miktardaki laktozun oldugu diisiiniilmektedir [188].

% 1 konsantrasyondaki maya ekstrakti eklenmis 6rnegin kontrole gére az da olsa daha
yiiksek GFP ekspres etmesi iizerine besiyerindeki maya ekstraktinin son konsantrasyonu %
5 olacak sekilde ayarlanmigtir. Bunun disinda, piyasadan alinan 4 farkli markanin vitamin
mineral kompleksi (Solgar, Elevit, Decavit, Sunday) denenmistir. Bu denemede falkon
tiplerinde tireme yavasladigi igin tekrar erlenler igerisinde tiretim yapilmistir. 18 saatlik
kiltiirler, fosfat tamponu ile yikanip tekrar 74 fosfat tamponunda seyreltilmistir. Kiiltiirlerin
545 nm’deki O.D. degeri ~1.2 degerine ayarlanarak birim hiicre basina iiretilen GFP
miktarlar1 kargilastirilmistir. Floresans 6lgtimleri scan modunda; uyarma 480 nm, emisyon

aralig1 488-700 nm, uyarma ve emisyon slit aralig1 5 nm parametrelerinde yapilmigstir.

70



1.8 -
1.6 -
1.4

0.8 -
0.6 -
0.4

545 nm'deki O.D. (a.u.)

Kontrol Vitamin Mineral % 5 Maya Ekstrakti
Kompleksi

Sekil 4.35. LB besiyerine, vitamin mineral kompleksi ve % 5 maya ekstrakti eklenmis
besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerin optik dansiteleri
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Sekil 4.36. LB besiyerine, vitamin mineral kompleksi ve % 5 maya ekstrakti eklenmis
besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri

Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da goriildiigii lizere, vitamin mineral kompleksi ve maya ekstrakti
hiicrelerin iireme hizin1 artirmasina ragmen, birim hiicre bagina liretilen GFP miktar

azalmstir.
LB, 2xLB, 3xLB, 4xLB Besiyerleri

Bu calismada kiiltiir elde edilirkenki inokiilasyon orani olarak daha onceki ¢aligmalarda
optimum olarak secilen % 0.5 kullanilmistir. 18 saatlik kiiltiirler, fosfat tamponu ile
yikanip tekrar 4 fosfat tamponunda seyreltilmistir. Kiiltiirlerin 545 nm’deki O.D. degeri
~1.2 degerine ayarlanarak birim hiicre basma ekspres edilen GFP miktarlar

karsilastirilmistir.
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Sekil 4.38. LB, 2xLB, 3xLLB ve 4xLB besiyerlerinde elde edilen kiiltiirlerin emisyon
intensiteleri

Sekil 4.38’deki optik dansite degerleri incelendiginde 2xLB, 3xLB ve 4xLB
besiyerlerindeki O.D. degerlerinin LB besiyerindekinden fazla oldugu, fakat kendi
aralarinda belirgin bir farkin olmadigi gozlenmektedir. Sekil 4.38’deki emisyon
intensiteleri incelendiginde ise birim hiicre basina elde edilen GFP miktarinin 2xLB
besiyerinde ¢ok az fazla oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglara goére 2xLB
besiyerinin kullanilmasimin daha uygun oldugu gériilmistiir. Bu yiizden bundan sonraki

caligmalarda 2xLB besiyeri kullanilmistir.
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4.1.11 Analiz icin Besiyeri Miktar1 (Oksijen EtKisi)

Elde edilen yasam egrisi sonucunda, daha once ulasilamayan floresans emisyon intensite
degerleri elde edilmistir. Bu durumun olas1 sebebi olarak, erlende bulunan kiiltiirden saat
bas1 6rnek alinmasi dolayisi ile erlendeki hacim azalmasi ve bunun sonucunda 6rnege daha
fazla oksijen girisinin oldugu distintilmistir. Bu durumu kanitlamak igin, 250 mL
erlenlere, 5 mL, 10 mL ve 20 mL hacimlerinde besiyeri alinarak her bir kiiltiirin optik

dansite, ve floresans emisyon intensite degerleri 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen kiiltiirler, fosfat tamponu ile yikandiktan sonra, % oraninda fosfat tamponu ile
seyreltilmistir. Birim hiicre basina GFP miktarini tespit etmek i¢in O.D degerleri ~ 1.2
degerine ayarlanarak birim hiicre basina ekspres GFP miktarlart karsilastirilmistir.
Floresans dl¢iimleri scan modunda; uyarma 480 nm, emisyon aralig1 488 - 700 nm, uyarma

ve emisyon slit aralig1 5 nm’de alinmastir.
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Sekil 4.39. Erlenlerdeki farkli besiyeri hacimlerinde (5, 10 ve 20 mL) elde edilen
kiiltiirlerin a) optik dansiteleri, b) emisyon intensiteleri

Sekil 4.39a’daki grafikte goriildigii tizere, 5 mL LB besiyerinde 6zellikle O.D. degeri,
digerlerine oranla oldukga yiiksektir. Bu, birim zamanda daha fazla hiicrenin iiredigini
gostermektedir. Sekil 4.39b’deki grafikte ise 5 mL besiyeri hacminde floresans
intensitesinin daha fazla oldugu birim hiicre basina daha fazla GFP ekspres edildigi
goriilmektedir. Bu sebeplerden dolayi, 5 mL hacimin kullanilmasi diistiniilmiistiir.
Erlendeki kiiltiir hacmi azaldikca, aerasyon hizi artmakta, besiyerine daha fazla oksijen

girisi olmaktadir.
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Yapilan bir calismada yeterli aerasyonun saglanabilmesi i¢in, 18 x 150 mm kiiltiir tiipleri
icin 1.5 mL, 125 mL’lik erlen i¢in 5-10 mL kiiltiir hacminin olmas1 gerektigi bildirilmistir.
Bu calismada, aerasyonun kiiltiir yogunlugu ve protein liretimine etkisi i¢in hem kiiltiir
tiiplerinde hem de erlenlerde farkl kiiltiir hacmi ile c¢alisilmis ve kiiltiir hacmi azaldikga,
hiicre yogunlugunun arttig1 protein iiretiminin azaldigi, kiiltiir hacmi arttik¢a ise, hiicre
yogunlugunun azaldigi protein iiretiminin arttigi gorilmiistiir. Bunun nedeninin, aerasyon
hiz1 arttikga protein indiiksiyonu i¢in daha fazla laktoza ihtiyag duyulmasi oldugu
bildirmistir [180].

4.2 Ureme Egrisi
E. coli BL21(DE3) hiicresinin 2xLB besiyerinde 37°C’lik g¢alkalamali su banyosunda

tireme egrisi ¢ikarilmigtir.
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Sekil 4.40. E. coli BL21(DE3)’ in zamana kars1 elde edilen tireme egrisi

Sekil 4.40°da E. coli BL21(DE3) hiicresinin zamana kars1 alinan optik dansite ve floresans
intensiteleri goriilmektedir. Floresans intensitesi degerleri incelendiginde, inkiibasyon
sonlaria dogru intensitenin 700 civarinda oldugu goézlenmektedir. Bunun nedeni olarak,
besiyeri hacmi azaldik¢a, hem hiicre yogunlugu hem de birim hiicre basina tiretilen GFP

miktarindaki artis gosterilmistir.

Belirli saatlerde alinan oOrneklerden ise, kloroamfenikol iceren LB agar besiyerlerine
ylizeye yayma yontemi ile paralelli ekimler yapilmistir. Buna gore sonuglar asagidaki

tabloda bulunmaktadir.

74



Cizelge 4.2. E. coli BL21(DE3) kiiltiirtiniin inkiibasyon siirecindeki farkli zamanlarda elde
edilen canli hiicre sayimlari

Inkiibasyon siiresi (sa) Canl1 hiicre sayimi1 (KOB/mL)

0 3.3+0.9 x 10°
8 5.3+1.2 x 108
10 3.1+0.2 x 10°
12 4.3+0.6 x 10°

Calismada, E. coli BL21(DE3) hiicresinin jenerasyon siiresi de asagidaki formiil ile

hesaplanmis olup, 47.2 dk olarak bulunmustur.

G =120/ ((3.3 x (log 3.1x10% 5.3x10%))

G=120/(3.3x0.77)

G~=47.2dk

Yapilan bir ¢caligmada E. coli BL21(DE3) hiicresinin log faz iireme asamasinda 37°C’de
jenerasyon siiresi minimal besiyerinde 60 ila 70 dk arasinda, ZY besiyeri veya 18 amino

asit igeren besiyerinde 30 — 35 dk arasinda oldugu bulunmustur [180].

4.3 Antibiyotiklerin Analizi, Kalibrasyon Egrileri, Tespit Degerleri

Yapilan optimizasyon ¢alismalart neticesinde, secilen optimum parametrelerde,
antibiyotikler i¢in gelistirilen yontem standart antibiyotik cozeltileri i¢in denenmistir.
Secilen optimum analiz yontemi; plazmid aktarimi yapilan E. coli BL21(DE3) gliserol
stogundan, 250 mL’lik erlende 5 mL 2xLB besiyerine % 0.5 inokiilasyon oraninda
ekim yapilarak 37°C’de calkalamali su banyosunda 18 saatlik kiiltiirii elde edilmektedir.
Bu kiiltirden analiz icin % 0.5 orammnda Kkiiltiir yine yukaridaki optimum
parametrelerdeki besiyerine eklenmekte antibiyotik analizi igin kinetik Ol¢lim
yapilmaktadir. Analiz 60 dk siiresince her 15 dk da bir 6rnek alinarak, pH 8.5 fosfat
tamponunda 1 kez yikanmakta ve UV-vis spektrofotometrede optik dansite, floresans
spektrofotometrede  emisyon intensiteleri  Ol¢lilmektedir. Her  bir  antibiyotik
konsantrasyonu 2 paralelli ¢alisilmistir. Zamana karsi emisyon intensiteleri grafige
gecirilerek her bir antibiyotik konsantrasyonu i¢in egim degerleri elde edilmistir. Bu egim
degerleri, antibiyotik konsantrasyonuna karsi grafige konularak kalibrasyon egrileri elde
edilmistir. Kalibrasyon egrileri vasitasiyla LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Elde
edilen LOD degerleri, Tirk Gida Kodeksi ‘Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin  Smiflandirilmast ve Maksimum Kalinti Limitleri’
yonetmeligindeki MKL degerleri (EK 2) ve Kodeks Alimentarius Komisyonu tarafindan
onerilen MKL degerleri (EK 3) ile karsilastirilmistir [43, 189]. Tiirk Gida Kodeksi’nde
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ilgili yonetmelikteki MKL degerleri, Avrupa Birligi tarafindan belirtilen degerlerle aynidir
[190].

4.3.1 Ampisilin Analizi

Ampisilin B-laktam grubu antibiyotikler igerisinde yer alan yari-sentetik bir antibiyotiktir.
Ampisilin analizi i¢in, 0, 5, 10, 15 ve 20 ppb konsantrasyonlarinda standart antibiyotik
¢oOzeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir

ornek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢lilmiistiir.
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0
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Sekil 4.41. Farkli ampisilin konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20 ppb) elde edilen
kiiltiiriin optik dansite degerleri

55 Y= 0.3448x + 31.227 y = 0.2455x + 28.201 y = 0.2295x + 28.308
R>=0.9934 R*=0.9761 R2=0.9444

¢ Oppb
@ 5ppb
A 10 ppb

intensite (a.u.)

x 15 ppb

y = 0.2155x +27.227 y=0.2066x + 27.438 © 20ppb

20 R2=0.8312 R2=0.9319
15
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.42. Farkli ampisilin konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20 ppb) elde edilen
kiiltiirtin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.43. Ampisilin konsantrasyonlarma (0, 5, 10, 15, 20 ppb) kars1 elde edilen egim
degerleri

Sekil 4.43°de elde edilen kalibrasyon egrisinden, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup
sirast ile 3.33 ppb ve 10.08 ppb olarak bulunmustur. Ampisilin i¢in, ‘Tiirk Gida Kodeksi
Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmas: ve
Maksimum Kalmt: Limitleri’ yénetmeliginin ‘Béliim 1 Izinli Maddeler’ (EK 2’de bu tez
kapsaminda incelenen antibiyotikler icin degerler verilmektedir) kismima gore siitte
bulunmasina izin verilen MKL degeri 4 ppb’dir. Kodeks Alimentarius’ta ampisilin ifadesi
gecmemekte, bunun yerine amoksisilin (p-hidroksiampisilin) igin MKL degeri 4 ppb
olarak verilmektedir (EK 3). Ampisilin i¢in elde edilen LOD degeri izin verilen MKL
diizeylerinden daha diisiik oldugundan, bu yontemin ampisilin kalinti diizeyi analizi igin

kullanilabilecegi sdylenebilir.

4.3.2 Basitrasin A Analizi

Basitrasin A polipeptid yapida bir antibiyotik olup, peptidoglikan tastyict Css-izoprenil
pirofasfat (IPP) defosforilasyonunu inhibe ederek hiicre duvar1 sentezinde girisim
yapmaktadir [191]. Basitrasin A analizi i¢in, 0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb
konsantrasyonlarinda standart antibiyotik ¢6zeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 pL
eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon

intensiteleri 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.44. Farkli basitrasin A konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen kiiltiiriin optik dansite degerleri

55 Y= 0.3448x + 31.227 y = 0.347x + 30.849 y = 0.345x + 30.856
R2=0.9934 R2=0.9989 R2=0.9997
50 —=
45 0 ppb
;f; 40 100 ppb
£ 35 200 ppb
a 2 300 ppb
%
£30
b 25 X 400 ppb
y =0.3392x + 30.788 y = 0.3351x + 30.51 y =0.3333x + 30.8685 500 ppb
20 R2=10.9984 R2=0.9962 R2=0.9933
15
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.45. Farkli basitrasin A konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen kiiltiiriin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.46. Basitrasin A konsantrasyonlarina (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.45°de elde edilen kalibrasyon egrileri incelendiginde, zamana kars1 alinan intensite
degerleri grafiginde artan basitrasin A konsanrasyonuna karsi egimde belirgin bir azalma
gozlenmemektedir. Sekil 4.46’de elde edilen konsantrasyona karst egim degerleri
kalibrasyon egrisinden, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 544.47 ppb ve
1649.92 ppb bulunmustur. Basitrasin A i¢in, Tirk Gida Kodeksi’'ne (EK 2) gore siitte
bulunmasina izin verilen MKL degeri 100 ppb’dir. Bu yiizden, bu yontemin basitrasin
A’nin siitte kalinti diizeyi analizi i¢in kullanilamayacagi ongoriilmektedir. Kodeks

Alimentarius’ta ise Basitrasin A ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.

4.3.3 Benzilpenisilin (Penisilin G) Analizi

Benzilpenisilin -laktam grubu bir antibiyotiktir. Penisilinlerin genel yapisinda -laktam
halkasina bagli thiazolidin halkas1 bulunmaktadir. Penisilinlerin merkezi biyolojik
aktiviteden sorumlu iken, farkli penisilin tiirlerinde degisik yan zincirler bulunmaktadir.
Benzilpenisilin hem insanlarda hem de hayvanlarda yayagin kullanilan antibiyotik
tiirlerinden biridir. Ozellikle laktasyon donemindeki ineklerde mastitis tedavisinde
kullanilmaktadir [192]. Penisilinler, bakteri hiicre duvari sentezinin ihibisyonu veya

otolitik enzimlerin aktivasyonu ile etki gdstermektedir.

Benzilpenisilin analizi i¢in, 0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb konsantrasyonlarinda standart
antibiyotik ¢6zeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 uL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15

dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri dl¢tilmiistiir.
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Sekil 4.47. Farkl1 benzilpenisilin konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin optik dansite degerleri

55 Y= 0.345x + 30.547y = 0.3328x + 32.284 y = 0.3175x + 31.741

R2=0.9917 R2=0.9837 R2=10.9896
0 ppb
g 5 ppb
e 10 ppb
Ej 15 ppb
= 20 ppb
25 © 25ppb
20 y =0.3048x + 31.304 y = 0.2821x + 31.366 y = 0.2659x + 31.715
R2=0.9873 R2=0.9817 R2=0.9723
15
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.48. Farkli benzilpenisilin konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) elde
edilen kiiltiiriin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.49. Benzilpenisilin konsantrasyonlarma (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) kars1 elde edilen
egim degerleri

Sekil 4.49’da elde edilen konsantrasyona karsi egim degerleri grafiginin kalibrasyon
egrisinden, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 0.29 ppb ve 0.88 ppb
bulunmustur. Benzilpenisilin i¢in, Tirk Gida Kodeksi'ne (EK 2) ve Kodeks
Alimentarius’a (EK 3) gore siitte bulunmasina izin verilen MKL degeri 4 ppb’dir. Bu
yizden, bu yontemin benzilpenisilinin siitte kalinti analizi i¢in basarili bir sekilde

kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.3.4 Furazolidon Analizi

Furazolidon, nitrofuran grubu antibiyotik olup, hayvansal gidalarda bulunmamasi
gerekmektedir. Furazolidon analizi i¢in, 0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb konsantrasyonlarinda
standart antibiyotik c¢ozeltileri hazirlanmig ve besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk

boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.50. Farkli furazolidon konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) elde edilen
kiiltiiriin optik dansite degerleri

55 Y= 0.3463x + 29.823 y = 0.3405x + 33.179 y = 0.3287x + 32.709
R2=10.9701 R2=0.9713 R2=0.9917
50
~ 45 0 ppb
=
& 40 5 ppb
g 10 ppb
% 35
E 30 15 ppb
x 20 ppb
o5 pp
© 25ppb
20 y =0.3153x +32.848 y = 0.3031x + 32.045 y = 0.2858x + 31.974
R2=0.965 R2=0.9785 R2 = 0.9835
15
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.51. Farkli furazolidon konsantrasyonlarinda (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) elde edilen
kiiltlirlerin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.52. Furazolidon konsantrasyonlarina (0, 5, 10, 15, 20, 25 ppb) kars1 elde edilen
egim degerleri

Sekil 4.52°de konsantrasyona kars1 egim degerlerinden elde edilen kalibrasyon egrisinden,
LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 5.64 ppb ve 17.09 ppb bulunmustur.
Furazolidon, Tiirk Gida Kodeksi'ne (EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore yasakli
maddeler kisminda yer almakta olup hayvansal kaynakli gidalarda bulunmamasi
gerekmektedir. Bu yiizden, bu yontem furazolidon analizi i¢in amaca bagli olarak
kullanilabilir fakat kalint1 diizeyi tespiti i¢cin daha hassas analiz yontemlerine ihtiyag

duyulmaktadir.

4.3.5 Gentamisin Analizi

Gentamisin, aminosiklitol grubu iceren aminoglikozit smifi bir antibiyotiktir [193].
Gentamisin analizi i¢in, 0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb konsantrasyonlarinda standart
antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 uL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15

dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.53. Farkli gentamisin konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin optik dansite degerleri

55 | y=0.349x +29.482 y=0.3361x +29.938 y = 0.3123x + 29.894
R2=10.9902 R2=10.9391 R2=0.97%
50 =
A
45 % @ Opb
g 40 @ 100 ppb
£ 35 A 200 ppb
§ 30 ¢ X 300 ppb
= X 400 ppb
25 © 500 ppb
20 y =0.2959x + 29.97 y=0.2749x + 29.424 y = 0.2448x + 30.839
15 R2=0.9007 R2=10.9345 R2=10.9136
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.54. Farkli gentamisin konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.55. Gentamisin konsantrasyonlarina (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.55’de konsantrasyona karsi egim degerleri grafiginden elde edilen kalibrasyon
egrisi ile, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 28.00 ppb ve 84.85 ppb
bulunmustur. Gentamisin i¢in, Tiirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) gore siitte bulunmasina izin
verilen MKL degeri 100 ppb iken, Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore MKL degeri 200
ppb’dir. Bu yilizden, bu yontemin siitte gentamisin kalint1 diizeyi analizi igin basarili bir

sekilde kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.3.6 Linkomisin Analizi
Linkomisin linkozamid grubu bir antibiyotiktir. Linkomisin analizi i¢in, 0, 150, 300, 450,

600, 750 ppb konsantrasyonlarinda standart antibiyotik c¢ozeltileri hazirlanmis ve
besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite

ve emisyon intensiteleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.56. Farkli linkomisin konsantrasyonlarinda (0, 150, 300, 450, 600, 750 ppb) elde
edilen optik dansite degerleri

60 | y=0.3423x + 30.679 y = 0.344x + 30.867 Y = 0.3471x + 31.236
R2=0.9751 R2=0.9964 R2=0.9875

a1
o

3 40 0 ppb
K @ 150 ppb
D
= 30
% A 300 ppb
E 20 x 450 ppb
* 600 ppb
10
y =0.3448x + 30.072 y = 0.3327x + 30.15 y =0.3312x + 30.196
0 R2=0.9653 R2=0.9842 R?=0.9939
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.57. Farkli linkomisin konsantrasyonlarinda (0, 150, 300, 450, 600, 750 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.58. Linkomisin konsantrasyonlarina (0, 150, 300, 450, 600, 750 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.57°de elde edilen zamana karsi intensite grafigindeki kalibrasyon egrileri
incelendiginde, artan linkomisin konsanrasyonuna karsi egimde belirgin bir azalma
gozlenmemektedir. Sekil 4.58’de konsantrasyona karsi egim degerleri grafiginde elde
edilen kalibrasyon egrisi ile, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup siras1 ile 1872.60
ppb ve 5674.53 ppb bulunmustur. Linkomisin igin, Tirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) ve
Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore siitte bulunmasina izin verilen MKL degeri 150
ppb’dir. Bu yiizden, bu yontemin linkomisin kalinti diizeyinin tespiti igin
kullanilamayacagi goriilmektedir. E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarilan plazmidde
kloroamfenikol diren¢ geni bulunmaktadir. Linkomisin linkozamid grubu bir antibiyotiktir.
Etki mekanizmasi ribozoma baglanip protein sentezini inhibe etmesi seklindedir.
Kloroamfenikol, linkozamid ve makrolid grubu antibiyotikler ribozomda farkli yerlere
baglanarak etki gostermektedir fakat, birinin ribozoma baglanmasi diger antibiyotiklerin
ribozoma baglanmasin1 engellemektedir. Bu yiizden kullanimda bu antibiyotiklerin birlikte
kullanilmamas1 gerektigi bildirilmektedir. Test hiicresinde kloroamfenikol direng geni
bulunmaktadir. Bu diren¢ ribozomda farklilik yaratarak kloroamfenikoliin baglanmasinin
engellenmesi seklinde ise, diger antibiyotiklerin de buraya baglanmasi engellenmis

olabilmektedir.

4.3.7 Neomisin Analizi
Neomisin, aminoglikozit grubu bir antibiyotiktir [194]. Aminoglikozit grubu antibiyotikler
(neomisin, streptomisin, gentamisin vb.), bakteri hiicresi igerisine oksijen bagimli aktif

transport veya pasif difiizyon ile girmektedir. 30S bakteriyel ribozomlara tersinmez

87



baglanmaktadir. Aminoglikozitler, mRNA, formil-metiyonin, tRNA kompleksinin
olugmasini engelleyerek, mRNA sablonu iizerinde genetik materyalin yanlis okunmasina
neden olamaktadir. Sonu¢ olarak, tRNA translasyonu yanlis olmakta ve fonksiyonel
olmayan protein iretilmektedir. ~ Aminoglikozitler — mikroorganizmalara  baska
mekanizmalarla da etki etmektedir. Ornegin, hiicresel elektron transport sistemine girisim,
RNA pargalanmasinin indiiklenmesi, translasyonun inhibisyonu, DNA metabolizmasina

etki ve hiicre membraninin hasar1 seklindedir [194].

Neomisin analizi i¢in, 0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ppb konsantrasyonlarinda standart
antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15

dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri dl¢iilmiistiir.
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0
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Sekil 4.59. Farkli neomisin konsantrasyonlarinda (0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ppb)
elde edilen optik dansite degerleri
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Sekil 4.60. Farkli neomisin konsantrasyonlarinda (0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ppb)
elde edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.61. Neomisin konsantrasyonlarina (0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.61°de konsantrasyona kars1 egim grafinden elde edilen kalibrasyon egrisi ile, LOD
ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 618.36 ppb ve 1873.83 ppb bulunmustur.
Neomisin igin, Tiirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore siitte
bulunmasina izin verilen MKL degeri 1500 ppb’dir. Bu yontemin neomisin kalinti
diizeyinin tespiti i¢in kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.3.8 Sefazolin Analizi

Sefazolin, sefalosprin tiirii bir antibiyotik olup B-laktam grubu igerisinde yer almaktadir.

Sefazolin analizi i¢in, 0, 50, 100, 150, 200, 250 ppb konsantrasyonlarinda standart
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antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 uL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15

dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.62. Farkli sefazolin konsantrasyonlarinda (0, 50, 100, 150, 200, 250 ppb) elde
edilen optik dansite degerleri

55 Y= 0.3448x + 31.227 y = 0.3361x + 31.205 y = 0.3159x + 30.819
2=10.9934 R2=0.9984 R2=0.9813

]
2
2
£
2
=
X 200 ppb
25 pp
© 250 ppb
20 | y=0.2911x + 32.064 y = 0.2761x + 32.449 y = 0.2514x + 32.909
15 R?=0.9882 R2=0.9572 R2=0.9554
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.63. Farkli sefazolin konsantrasyonlarinda (0, 50, 100, 150, 200, 250 ppb) elde
edilen emisyon intensiteleri
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Sekil 4.64. Sefazolin konsantrasyonlarina (0, 50, 100, 150, 200, 250 ppb) kars1 elde edilen
egim degerleri

Sekil 4.64’de konsantrasyona karsi egim degerleri grafiginden elde edilen kalibrasyon
egrisi ile, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmig olup sirast ile 50.75 ppb ve 153.80 ppb
bulunmustur. Sefazolin igin, Tirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) gore siitte bulunmasina izin
verilen MKL degeri 50 ppb’dir. Bu yontemin sefazolin kalinti diizeyinin tespiti igin
kullanilabilecegi goriilmektedir. Kodeks Alimentarius’ta sefazolinler i¢in her hangi bir

limit bulunmamaktadir.

4.3.9 Spektinomisin Analizi

Spektinomisin, aminosiklitol tiirii bir antibiyotiktir. Etki mekanizmasi, 30S ribozomal
altbirimdeki protein sentezinin inhibisyonu seklindedir [195]. Spektinomisin analizi igin, 0,
200, 400, 600, 800, 1000 ppb konsantrasyonlarinda standart antibiyotik c¢ozeltileri
hazirlanmis ve besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek

alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.65. Farkli sefazolin konsantrasyonlarinda (0, 50, 100, 150, 200, 250 ppb) elde
edilen optik dansite degerleri

55 , y=0.3413x + 32.284 y=0.3182x + 30.876 y=0. 308x +32.89
R?=0.9679 R>=0.9716 09117
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- 25 © 1000 ppb
20 y =0.2701x + 28.997 y=0.2448x + 28.989 y = 0.2201x + 29.183
R2=10.9382 R2=0.906 R2=10.9629
15
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.66. Farkli spektinomisin konsantrasyonlarinda (0, 200, 400, 600, 800 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin emisyon intensiteleri
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Sekil 4.67. Spektinomisin konsantrasyonlarina (0, 200, 400, 600, 800 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.67°de konsantrasyona karsi egim degerleri grafignden elde edilen kalibrasyon
egrisi ile, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 203.01 ppb ve 615.18 ppb
bulunmustur. Spektinomisin i¢in, Tiirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a
(EK 3) gore siitte bulunmasina izin verilen MKL degeri 200 ppb’dir. Bu yontemin

spektinomisin kalint1 diizeyinin tespiti i¢in kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.3.10 Spiramisin Analizi

Spiramisin, makrolid grubu bir antibiyotiktir. Bakteriyostatik etki gostermektedir. Diger
makrolid grubu antibiyotikleri gibi, 50S ribozoma yarigmali baglanmakta ve protein
sentezini inhibe etmektedir [196]. Spiramisin analizi i¢in, 0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb
konsantrasyonlarinda standart antibiyotik c¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 pL
eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon

intensiteleri 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.68. Farkli spiramisin konsantrasyonlarinda (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) elde
edilen kiiltiirlerin optik dansite degerleri

55 | y=0.3424x + 31.197 y = 0.3468x + 30.768 y = 0.3421x + 30.791
50 R2=10.9921 R2=0.9877 R2=0.9947
45 0 ppb
~ 40 @ 200 ppb
=
& 35 A 400 ppb
D
Z 30 E X 600 ppb
=
2 x 800 ppb
£ pp
© 1000 ppb
20 | y=0.3335x + 30.807 y = 0.3216x + 31.532 y = 0.3058x + 32.302
R2=10.9933 R2=0.9912 R2=0.9813
15
0 15 30 45 60

Siire (dk)

Sekil 4.69. Farkli spiramisin konsantrasyonlarinda (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) elde
edilen emisyon intensiteleri
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Sekil 4.70. Spiramisin konsantrasyonlarina (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.69°da zamana karsi emisyon intensite degerleri grafiginde elde edilen kalibrasyon
egrileri incelendiginde, artan spiramisin konsanrasyonuna karsi egimde belirgin bir azalma
gozlenmemektedir. Egimdeki azalig 800 ve 1000 ppb de gozlenmektedir. Sekil 4.70°de
konsantrasyona karsi egim degerlerinden elde edilen kalibrasyon egrisi ile, LOD ve LOQ
degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 595.03 ppb ve 1803.12 ppb bulunmustur. Spiramisin
igin, Tirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore siitte
bulunmasina izin verilen MKL degeri 200 ppb’dir. Bu yiizden, bu yontemin spiramisin
kalintt diizeyinin tespiti i¢in kullanilamayacagi goriilmektedir. Spiramisin de makrolid
grubu bir antibiyotiktir. Spiramisinin etki mekanizmasi kloroamfenikol ile benzerlik
gostermekte ve peptidiltransferaz enzimi tlizerine etki etmektedir. Test bakterisinin bu etki

mekanizmasina direnci, spiramisin antibiyotiginin de etki etmesini engellemis olabilir.

4.3.11 Streptomisin Analizi

Streptomisin aminoglikozit grubu bir antibiyotiktir [197]. Streptomisin analizi igin, 0, 200,
400, 600, 800, 1000 ppb konsantrasyonlarinda standart antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmig
ve besiyerine 100 uL eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik

dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.71. Farkli streptomisin konsantrasyonlarinda (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) elde
edilen optik dansite degerleri

y =0.3419x + 31.073 y = 0.3339x + 31.168 y = 0.3181x + 31.962

%5 R2=10.9921 R2=0.996 R2=0.9788
50
- 45 0 ppb
=
53', 40 @ 200 ppb
,"é 35 A 400 ppb
=
D
E 30 X 600 ppb
* 800 ppb
25
© 1000 ppb
20 | y=0.3078x + 31.364 y = 0.2983x + 31.593 y = 0.2852x + 31.793
15 R2=0.9674 R2=0.9711 R2=0.9588
0 15 30 45 60

Siire (dk)

Sekil 4.72. Farkli streptomisin konsantrasyonlarinda (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) elde
edilen emisyon intensiteleri
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Sekil 4.73. Streptomisin konsantrasyonlarina (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.73’de konsantrasyona karst egim degerleri grafiginde elde edilen kalibrasyon egrisi
ile, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup sirasi ile 210.01 ppb ve 636.40 ppb
bulunmustur. Streptomisin i¢in, Tiirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a
(EK 3) gore siitte bulunmasina izin verilen MKL degeri 200 ppb’dir. Bu yontemin LOD
degeri 210.01 ppb olup 200 ppb degerinden biraz fazla olsa da streptomisin kalinti

diizeyinin tespiti i¢in kullanilabilecegi soylenebilir.

4.3.12 Sulfadiazin Analizi

Sulfadiazin sulfonamid grubu bir antibiyotiktir. Sulfonamidler bakteriyostatik 6zellik
gostermektedirler. p-aminobenzoik asitin folik asite katilmasim1 engelleyerek etki
gostermektedirler. Sulfonamidler hayvanlarda terap6tik amacla kullanilmasina ragmen,
beslenme verimini artirmak veya canli agirh@ini artirmak i¢in de kullanilabilmektedir
[198]. Sulfadiazin analizi i¢in, 0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb konsantrasyonlarinda
standart antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 pL eklenmistir. 60 dk

boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon intensiteleri 6l¢iilmistiir.

97



0.06

_.0.05
S
< 0.04
a 8 0 ppb
@)
- 0.03 @ =100 ppb
o 4200 ppb
€ 0.02
< g % 300 ppb
Q 1
v 0.01 g % 400 ppb
©500 ppb
0 pp
0 15 30 45 60

Siire (dk)

Sekil 4.74. Farkli sulfadiazin konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen optik dansite degerleri

y =0.3487x + 30.577 y = 0.3416x + 30.866 y = 0.3358x + 30.557

55 R2=10.9927 R2=0.998 R?=10.9952
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Sekil 4.75. Farkli sulfadiazin konsantrasyonlarinda (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) elde
edilen emisyon intensiteleri
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Sekil 4.76. Sulfadiazin konsantrasyonlarina (0, 100, 200, 300, 400, 500 ppb) kars1 elde
edilen egim degerleri

Sekil 4.76°da elde edilen kalibrasyon egrisinden, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup
siras1 ile 124.45 ppb ve 377.12 ppb bulunmustur. Sulfadiazin sulfonamid grubu bir
antibiyotik olup, sulfonamidler i¢in, Tiirk Gida Kodeksi’ne (EK 2) gore siitte bulunmasina
izin verilen MKL degeri 100 ppb’dir. Kodeks Alimentarius’ta (EK 3) sulfadimidin i¢in
MKL belirlenmis olup 25 ppb’dir. Sulfadimidin de sulfonamide grubu bir antibiyotik olup
yapisi sulfadiazine benzemektedir. Bu yontemin LOD degeri 124.45 ppb olup MKL
degerlerinden fazladir. Gelistirilen yontemin sulfadiazin kalinti diizeyinin tespiti i¢in

kullanim1 uygun goériinmemektedir.

4.3.13 Tetrasiklin Analizi

Tetrasiklinlerin etki mekanizmasi protein sentezini 6nlemek igin, 30S ribozomdaki A
bolgesine aminoagil-t RNA’nin baglanmasinin inhibisyonu seklindedir. Her ribozom
basina bir tetrasiklin molekiilii ile translasyon inhibe olmaktadir. Ribozomda, tetrasiklin
magnezyum kompleksi olusmakta ve ribizom daha az esnek hale doniiserek aminoagil-t
RNA’nin baglanmasini engellemektedir [199]. Tetrasiklin analizi igin, 0, 50, 100, 150, 200
ppb konsantrasyonlarinda standart antibiyotik ¢ozeltileri hazirlanmis ve besiyerine 100 uL
eklenmistir. 60 dk boyunca her 15 dk’da bir 6rnek alinarak optik dansite ve emisyon

intensiteleri 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.77. Farkli tetrasiklin konsantrasyonlarinda (0, 50, 100, 150, 200 ppb) elde edilen
optik dansite degerleri

55 | ¥ =0.3467x +29.246 y = 0.2731x + 28.716
R?2=0.9609 R2=0.9459 Q

;:\ 2=
8 0 ppb
D
= 50 ppb
g b
E . 100 ppb
x 150
y = 02367x +28.481y = 0.1702x + 29.848 y = 0.1326x + 30.258 "
20 R2=0.9308 R2=0.9217 R2=0.9091 200 ppb
15
0 15 30 45 60

Siire (dk)

Sekil 4.78. Farkli tetrasiklin konsantrasyonlarinda (0, 50, 100, 150, 200 ppb) elde edilen
emisyon intensiteleri
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Sekil 4.79. Tetrasiklin konsantrasyonlarina (0, 50, 100, 150, 200 ppb) kars1 elde edilen
egim degerleri

Sekil 4.79°da elde edilen kalibrasyon egrisinden, LOD ve LOQ degerleri hesaplanmis olup
sirasi ile 33.17 ppb ve 100.51 ppb bulunmustur. Tetrasiklin i¢in, Tirk Gida Kodeksi’ne
(EK 2) ve Kodeks Alimentarius’a (EK 3) gore siitte bulunmasina izin verilen MKL degeri
100 ppb’dir. Bu yontemin LOD degeri 33.17 ppb olup tetrasiklin kalinti diizeyinin tespiti

icin basgart ile kullanilabilecegi s6ylenebilir.

4.4  Gercek Ornek Denemeleri

Gergek Ornek denemeleri kapsaminda, antibiyotik igermeyen, yagsiz UHT siit 6rnegi
kullanilmistir. Bu siit 6rnegine, sonradan farkli standart antibiyotik ¢ozeltileri eklenmistir.
Son konsatrasyonu 5 ppb olacak sekilde ampisilin ve benzilpenisilin, 50 ppb olacak sekilde
sefazolin ve tetrasiklin, 100 ppb olacak sekilde gentamisin ve 500 ppb olacak sekilde
neomisin eklenmistir. Elde edilen bu siit 6rnekleri hem gelistirilen yontem ile hem de ticari

antibiyotik Charm® test kiti ile denenmistir.

Her bir antibiyotik i¢in tayin edilen ve eklenen konsantrasyon degerleri vasitasi ile geri
kazanim degerleri hesaplanmistir. Ayrica, her antibiyotik i¢in bagil standart sapma (RSD)

hesaplanmastir.

101



0.06

0.05 é
S .
3 0.04 N < Siit
Q: O @5 ppb ampisilinli siit
2 0.03 é ﬁ X 5 ppb benzilpenisilinli siit
_% A 50 ppb sefazolinli siit
£ &
c 0.02 Q X X 50 ppb tetrasiklinli siit
Te)
< 4
Y X © 100 ppb gentamisinli siit
0.01
T 500 ppb neomisinli siit
0
0 15 45 60

30
Siire (dk)

Sekil 4.80. Antibiyotik igermeyen siit ve 5 ppb ampisilin, 5 ppb benzilpenisilin, 50 ppb
sefazolin, 50 ppb tetrasiklin, 100 ppb gentamisin, 500 ppb neomisin igeren siitlerin optik
dansite degerleri

65 y =0.341x + 31.245 y=0.28x + 27.313 y = 0.3334x + 31.582
R?=0.9944 R2=10.9781 R2=0.9681
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55 y =0.2832x + 27.162
y= 0.3324x + 31.295 R2 = 0.9489
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Sekil 4.81. Antibiyotik igermeyen siit ve 5 ppb ampisilin, 5 ppb benzilpenisilin, 50 ppb
sefazolin, 50 ppb tetrasiklin, 100 ppb gentamisin, 500 ppb neomisin igeren siitlerin
emisyon intensiteleri
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Cizelge 4.3. Siit 6rneginde geri kazanim ve RSD degerleri

Eklenen Eklenen Yontem ile Tayin Geri RSD®
Antibiyotik Antibiyotik Edilen Konsantrasyon Kazanim (%)
Konsantrasyonu Degerleri®
(ppb) (%)
Ampisilin 5 4.87+0.23 97.38 4.76
Benzilpenisilin 5 4,56 +£0.51 91.25 11.18
Sefazolin 50 45.50 +5.30 91.00 11.66
Tetrasiklin 50 49.91+141 99.82 2.83
Gentamisin 100 99.00 + 2.83 99.00 2.86
Neomisin 500 529.25 + 56.57 105.85 10.69

& Geri Kazanim Degerleri (%) = 100 x Tayin Edilen Konsantrasyon / Eklenen Konsantrasyon
® RSD (Bagil Standart Sapma, %) = standart sapma / ortalama x 100

Siit 6rnegine eklenen antibiyotiklerin gelistirilen yontem ile tayini sonrasi elde edilen geri
kazanim ve RSD degerleri Cizelge 4.3’te goriilmektedir. Metodun geri kazanim degerleri
% 91.00 - 105.85 arasinda olup giivenilir bir sekilde siit 6rneklerinde kullanilabilecegi
goriilmektedir. RSD ise % 2.83 - 11.66 arasinda olup, kabul edilebilir diizeydedir.

441 Charm CowsSide II® ile Kahint1 Antibiyotik Tayini

Test tliplindeki besiyerinin ilk rengi mordur. Siit tiipe eklenip 64°C’de inkiibasyona
baslandiginda, sporlar vejetatif hale gelip gelismekte ve asit olusturmaktadir. Asit olusumu
sonucu renk mordan sar1 renge donmektedir. Siitte antibiyotik bulunuyorsa, mikrobiyal
gelisme gerilemekte veya inhibe olmakta dolayisi ile asit olusmamaktadir. Asit

olugmadigindan, antibiyotik iceren siit 6rneklerinde test tiipiindeki renk mor kalmaktadir.

Sar1 veya sari-yesil renk sonucu negatif kabul edilirken, mavi-mor renk antibiyotik

acisindan pozitif kabul edilmektedir.
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Sekil 4.82. (Soldan saga sirasi ile) Besiyeri, antibiyotik igermeyen siit, 50 ppb tetrasiklin
iceren siit, 5 ppb ampisilin igeren siit, 5 ppb benzilpenisilin (penisilin G) igeren siit, 50 ppb
sefazolin igeren siit, 100 ppb gentamisin igeren siit ve 500 ppb neomisin igeren siitlerin
Charm® testi sonucu

Charm® testinde kullanilan besiyeridir. Besiyerinin ilk rengi mordur.

Antibiyotik igermeyen siit 6rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriintli. Tiipteki mor renk sari/yesile donmiis olup, sonug negatif olup

antibiyotik bulunmamaktadir.

Siit Ornegi

50 ppb tetrasiklin iceren siit 6rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriintii. Renk ilk renk mora gore agilmis fakat tamamen sar1 veya
sari/yesil olmadigindan siipheli 6rnektir. Charm® testinde tetrasiklin igin
Olclim hassasiyeti 50-100 ppb verildiginden, 50 ppb tetrasiklin i¢in bu

sonucun ¢ikmasi olagandir.

50 ppb
tetrasiklin
igeren siit
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5 ppb ampisilin igeren siit 6rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriinti. Renk mavi/mor oldugundan sonug pozitiftir. Antibiyotik
bulunmaktadir. Charm® testinde ampisilin i¢in 6l¢lim hassasiyeti 3-4 ppb

verilmektedir. 5 ppb ampsilin bu test ile tayin edilebilmistir.

5 ppb benzilpenisilin (penisilin  G) iceren siit ornegi eklendiginde,
inkiibasyon sonrasi elde edilen goriintii. Renk ilk renk mora gore agilmis
fakat tamamen sar1 veya sari/yesil olmadigindan siipheli 6rnek, temkinli
davranilmalidir.. Charm® testinde benzilpenisilin i¢in 6lgiim hassasiyeti 2-3
ppb verilmektedir. Fakat 5 ppb benzilpenisilin, bu test ile tam olarak tayin

edilememis siipheli 6rnek olarak nitelendirilmistir.

50 ppb sefazolin igeren siit 6rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriinti. Renk mavi/mor oldugundan sonug pozitiftir. Antibiyotik
bulunmaktadir. Charm® testinde sefazolin igin 6l¢iim hassasiyeti 6-10 ppb

verilmekte olup, 50 ppb sefazolin bu test ile tayin edilebilmistir.

100 ppb gentamisin igeren siit 6rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriintii. Renk mavi/mor oldugundan sonug pozitiftir. Antibiyotik
bulunmaktadir. Charm® testinde gentamisin i¢in 6l¢iim hassasiyeti 75-150

ppb verilmekte olup, 100 ppb gentamisin bu test ile tayin edilebilmistir.
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500 ppb neomisin igeren siit 0rnegi eklendiginde, inkiibasyon sonrasi elde
edilen goriinti. Renk mavi/mor oldugundan sonug pozitiftir. Antibiyotik
bulunmaktadir. Charm® testinde neomisin igin 6l¢iim hassasiyeti 100-150

ppb verilmekte olup, 500 ppb neomisin bu test ile tayin edilebilmistir.

500 ppb
neomisin igeren
sut

4.5 Validasyon Calismalar:

Validasyon g¢alismalar1 kapsaminda, kesinlik i¢in standart antibiyotik ¢6zeltisinde (50 ppb
tetrasiklin) giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik denemeleri yapilmistir. Kesinlik igin
RSD, dogruluk i¢in ise bias degerleri kullanilmaktadir. Kesinlik birbirinden bagimsiz elde
edilen sonuglarin birbirine yakinligi, dogruluk ise tayin edilen degerin gercek degere olan

yakinlhigidir.

45.1 Giin i¢i Tekrarlanabilirlik
Giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in standart 50 ppb tetrasiklin konsantrasyonunda, ayni

giin i¢inde 3 kez 6l¢iim alinmistir.
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: @ 1. 6lglim
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Q 3. 6lgim

h

0.02
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0

0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.83. Giin i¢i 6l¢iim optik dansite degerleri
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Sekil 4.84. Giin i¢i dl¢lim emisyon degerleri
45.2 Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Glinler arasi tekrarlanabilirlik ¢caligsmasi i¢in standart 50 ppb tetrasiklin konsantrasyonunda,

5 farklr giinde dlgiimler alinmustir.
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Sekil 4.85. Giinler arasi (5 giin) optik dansite degerleri
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Sekil 4.86. Giinler aras1 (5 glin) emisyon intensiteleri

Cizelge 4.4. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik datalar

Eklenen Yontem ile RSD® Bias” RSD
Antibiyotik Tayin Edilen (%) (%) Toplam®
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (%)
(ppb) (ppb)
Giin i¢i
5.92
1. 6lgtim 50 46.00 + 2.31 5.03 -8.00
2. dl¢lim 50 50.32 £ 3.79 7.54 0.64
3. olglim 50 49.55 + 0.64 1.30 -0.91
Giinler
arasi
3.20
1. giin 50 47.36 +1.29 2.71 -5.27
2. giin 50 50.32 + 0.84 1.66 0.64
3. giin 50 51.23 +1.09 2.13 2.45
4. giin 50 49.36 + 1.16 2.34 -1.27
5. giin 50 50.27 +0.77 1.53 0.55

49 RSD (Bagil Standart Sapma) = standart sapma / ortalama x 100 (Her bir él¢iim veya giin i¢in)
® 9% Bias = (Tayin Edilen Konsantrasyon — Eklenen Konsantrasyon) / Eklenen Konsantrasyon x 100
¢ Giin i¢i veya giinler arasi dl¢iimlerin % RSD degerleri

Gelistirilen yontem, tekrarlanabilirlik yoniinden incelenmis olup, sonuglar Cizelge 4.4°de
verilmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in RSD degeri % 5.92, giinler arasi tekrarlanabilirlik
icin RSD degeri % 3.20 bulunmustur. Bias degeri 0’a ne kadar yakinsa yontem o kadar
dogru tayin edebilmektedir. Elde edilen bias degerleri % -8.00 ile 2.45 arasindadir.
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5. SONUC

Antibiyotikler, hayvanlar1 genelde tedavi etme veya hastaliklardan korunma amaci ile
bazen de biiylime ve beslenme verimliliklerini artirma amaci ile verilmektedir. Laktasyon
donemindeki hayvanlara verilen antibiyotikler farkli diizeylerde hayvanin siitiine de
gecmektedir. Siite gegen bu antibiyotiklerin insan sagligina etki etmeyecek diizeylere

indirilmesi gerekmektedir.

Son zamanlarda hayvansal kaynakli gidalardaki kalinti antibiyotige ve bunun tespitini
saglayan yontemlere artan bir ilgi vardir. Gidalardaki kalinti antibiyotik diizeyinin
belirlenmesi, etik agidan tiiketicilerin istenmeyen terapotik dozlara maruz kalmalarinin
onlenmesi, teknolojik agidan starter kiiltiirlerin inhibisyonu ile fermentasyon proseslerin
bozulmasmin 6nlenmesi, ekolojik agidan ise ¢evrenin antibiyotiklerle kontaminasyonun
onlenmesi bakimindan 6nemlidir. Artik biitiin diinya i¢in ¢ok Onemli boyutlara ulagmis
olan bakterilerdeki antibiyotik direnci, kalint1 antibiyotik diizeyinin diizenli olarak tayini
ile kontrol altina alinabilir. Antimikrobiyal ajanlarin kontrolii i¢in sistem iki agamaya
ayrilabilir. Bunlardan ilki, inhibitor ajanlarin hizli bir sekilde genel tespiti, ikinci asama ise
identifikasyon ve Kantitatif, spesifik analizdir. ilk genel tespit asamasi igin hizli, ucuz,
kolay uygulanabilir ve ¢ogu antimikrobiyalin dedeksiyonuna izin veren bir yonteme
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda, kalint1 antibiyotik tayini i¢in GFP ekspres edebilen

E. coli hiicreleri ile biyosensor gelistirilmistir.

Tez kapsaminda, konstitiitif promoterli plazmid igeren E. coli hiicresi kullanilmustir.
Konstitutif promoter oldugundan GFP’nin ekspres edilmesi i¢in herhangi bir indiikleyici
ajana gereksinim duyulmamaktadir. GFP kendiliginden bazal bir sekilde iiretilmektedir.
Optimizasyon c¢alismalar1 ile iiretilen GFP miktarinin artirilmasi amaglanmistir. GFP
miktar1 artigt dolayli olarak hiicre yogunlugunun artirilmasi ile veya direkt birim hiicre
basina ekspres edilen GFP miktarinin artirilmasi ile saglanabilmektedir. Optimizasyon
caligmalarinda bu yiizden hem optik dansite hem de floresans intensiteleri izlenmistir.
Optimizasyonda ilk olarak, farkli kiltir ve besiyeri pH’lar1 denenmistir. Deneme
sonucunda baslangi¢ pH’s1 7.0 olan besiyeri ile calisilmasi gerektigi, kiiltiir iiretildikten
sonra ise pH’sinin 8.5 ayarlanmasi gerektigi bulunmustur. Ozellikle kiiltiir pH’sma bagl
olarak GFP’nin uyarma ve emisyon bandlarinda kaymalar gozlenmektedir. pH’ya bagl
spektral kaymalarin olasi sebebinin  kromofor imidazoliindeki enol formunun
stabilizasyonunu saglayan kromofordaki tirozin aminoasitinin iyonizasyonu ve/veya

arjininin deprotonasyonu oldugu bildirilmistir [163]. Yikamanin etkisi incelendiginde,
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besiyerinden gelen girisim yapan maddelerin oldugu gézlenmistir. Yikama i¢in pH 8.5’teki
fosfat tamponu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore bir kez yikama yeterli
gorilmektedir. Kiiltiir elde ederken, calkalamanin etkisi de incelenmistir. Calkalamali
kiiltiir eldesinin hem birim zamandaki hiicre miktarini, hem de birim hiicre basina ekspres
edilen GFP miktarint artirdigr goézlenmistir. Bu durumun olasit sebebi, aerasyon ile
besiyerine daha fazla oksijenin girmesidir. Yapilan ¢alismalarda da aerasyon hizi arttik¢a
kiiltiir yogunlugunun arttig1 gozlenmektedir [180]. Fakat fazla diizeydeki aerasyon protein
ekspresyon verimini olumsuz etkilemektedir. Yapilan ¢alismada, protein ekspresyon
veriminde bir azalis meydana gelmemis olup, calkalama diizeyinin yeterli oldugu
goriilmektedir. Besiyerindeki tuz konsantrasyonunun optimizasyonu igin, farkli tuz
konsantrasyonlarda LB besiyeri hazirlanmigtir. Elde edilen sonuglara gore, % 0.5
oranindaki NaCl’iin lireme hizini artirmaktadir. Bu yiizden besiyeri olarak LB (Lennox)
besiyeri kullanilmistir. Yikama tamponundaki tuz konsantrasyonunun etkisi minimal
diizeyde oldugundan, belirgin bir fark yaratmadigindan, yikama tamponunda tuz
kullanilmamigtir.  Yikama tamponundaki tuz konsantrasyonunun etkisi GFP’nin
konformasyonu iizerinedir. Artan tuz konsantrasyonunda GFP’nin katlanmasi
engellenmekte ve kromofor olusumu azalmaktadir. Analize alinacak kiiltiir miktar
optimizasyonu sonucu % 0.5 oraninda 18 saatlik kiiltiiriin analize alinmasi gerektigi
bulunmustur. Buradaki amag, antibiyotigin etkisinin rahat gozlenebilecegi bir kiiltiir
oraninin kullanilmasidir. Optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda, ayrica daha onceden
kullanilan E. coli DH5a  hiicreleri ile sonradan plazmid aktarimi yapilan E. coli
BL21(DE3) hiicreleri hem birim zamandaki hiicre yogunlugu, hem de birim hiicre bagina
ekspres edilen GFP miktar1 bakimindan karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak, E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinin hem daha yogun kiiltiir olusturdugu, hem de daha fazla GFP
ekspresyonu sagladigi bulunmustur. E. coli BL21 hiicreleri daha ¢ok protein ekspresyonu
icin E. coli DH5a hiicreleri ise daha ¢ok plazmid aktariminin yapilmasi veya plazmid
saflastirilmasinda kullanildigindan, elde edilen sonuglar tutarli goriilmektedir. Pasaj
sayisinin ve kiiltiir inokiilasyon oraninin optimizasyonunda, stok gliserol kiiltiiriinden ve %
0.5 kiltiir inokiilasyon oraninda calisilmasinin yeterli oldugu sonucuna ulasilmistir.
Besiyeri optimizasyonunda, 2xLB besiyeri kullaniminin daha uygun oldugu sonucu
cikmistir. Erlende farkli besiyeri hacimleri ile ¢alisildiginda, hiicre yogunlugunun ve GFP
ekspresyonunun etkilendigi gézlenmis bunun tizerine en yiiksek GFP ekspresyonunun ve
bakteri yogunlugunun elde edildigi 5 mL besiyeri hacmi se¢ilmistir. Elde edilen bu sonug

erlenlerde farkli hacimdeki kiiltiirlerle yapilan ve besiyeri hacminin hiicre yogunluguna ve
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protein ekspresyonuna etkisinin incelendigi ¢alisma ile tutarli goriilmektedir [180]. Segilen
optimum kosullarda E. coli BL21(DE3) hiicresinin tireme egrisi ¢ikarilmis ve jenerasyon

siiresi belirlenmistir. Hiicrenin jenarasyon siiresi 47.2 dk olarak bulunmustur.

Kalint1 antibiyotik tayini i¢in gelistirilen bu yontemin optimizasyon ¢aligmalar1 sonrasinda,
standart antibiyotik ¢dzeltilerinin analizleri yapilmis ve her bir antibiyotik i¢in, antibiyotik
konsantrasyonuna kars1 egim degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon
egrileri vasitasiyla yontemin belirlenen her antibiyotik i¢in LOD ve LOQ degerleri
hesaplanmistir. Her bir antibiyotik i¢in yontemle belirlenen LOD ve LOQ degerleri, ve
hem Kodeks Alimentarius tarafindan onerilen hem de Tiirkiye ve Avrupa’da izin verilen
MKL degerleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 5.1. Antibiyotiklerin gelistirilen yontem ile elde edilen LOD, LOQ degerleri ve
izin verilen MKL degerleri

Antibiyotikler LOD (ppb) LOQ (ppb) MKL?/ MKL® (ppb)
Ampisilin 3.33 10.08 4/ 4°
Basitrasin A 544.47 1649.92 100/ -
Benzilpenisilin 0.29 0.88 414
Furazolidon 5.64 17.09 MKL yok / MKL yok
Gentamisin 28.00 84.85 100/ 200
Linkomisin 1872.60 5674.53 150/ 150
Neomisin 618.36 1873.83 1500 / 1500
Sefazolin 50.75 153.80 50 /-
Spektinomisin 203.01 615.18 200/ 200
Spiramisin 593.03 1803.12 200/ 200
Streptomisin 210.01 636.40 200/ 200
Sulfadiazin 124.45 377.12 100 / 25°
Tetrasiklin 33.17 100.51 100/ 100

MKL: Maksimum Kalint1 Limiti

4 Tiirkiye ve Avrupa’da izin verilen MKL (EK 2)

® Kodeks Alimentarius tarafindan nerilen MKL (EK 3)

¢ Kodeks Alimentarius’ta amoksisilin (p-hidroksiampisilin) igin verilen MKL
YKodeks Alimentarius’ta sulfadimidin icin verilen MKL

Antibiyotik direncin daha fazla yayilmasini ve antibiyotigin neden oldugu saglik ve
teknolojik sorunlar1 engellemek i¢in adina ¢ogu iilkeler, hayvanlara uygulanan veteriner
ilaglarinin, hayvansal gidalardaki kalinti miktar1 i¢in yasal limitler belirlemislerdir.
Kullanilan veteriner ilaglar1 arasinda en biiylk grubu, antimikrobiyal ajanlar
olusturmaktadir [96]. 1985 yilindan buyana Kodeks Alimenterius ve FAO/WHO
programlar1 gidalardaki kalintilarla ilgili standartlar1 revize ederek gelistirmektedirler [96].

Bu standartlar, gida katki maddeleri i¢in ortak uzman komitesi (JECFA) tarafindan yapilan
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aragtirmalar sonucunda belirlenen kabul edilebilir giinliikk alim (ADI) degerleri ve 6nerilen
MKL degerleri neticesinde olusturulmaktadir. Avrupa birliginde ise veteriner tibbi {irlinler
komitesi (CVMP), hayvansal gidalarda bulunabilecek farmakolojik aktif veteriner
ilaglariin MKL degerlerini belirlemektedir. Bu nedenle, bu kurumlar tarafindan 6nerilen
MKL degerlerinde farkliliklar gozlenebilmektedir. Tiirkiye’de Tiirk Gida Kodeksi’nde
belirlenen MKL degerleri, Avrupa Birligi’ne uyum siireci i¢in Avrupa Birliginin

tanimladigi MKL degerleri ile aynidir.

Cizelge 5.1°de goriildiigi tizere, ampisilin i¢in ydntemle belirlenen LOD degeri 3.33
ppb’dir. Tirk Gida Kodeksi’nin belirledigi MKL degeri 4 ppb’dir. Kodeks Alimentarius’ta
ampisilin icin bir deger bulunmamakta olup, amoksisilin i¢in MKL 4 ppb’dir. Amoksisilin
p-hidroksiampisilin, oldugundan ampisilin MKL degeri igin bu deger kullanilmistir.
Gelistirilen yontem ile ampisilin i¢in bulunan LOD, MKL seviyelerinden asagida

oldugundan, kalint1 ampisilin tayini i¢in yontemin basarili oldugu sdylenebilir.

Basitrasin A i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 544.47 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
belirledigi MKL degeri 100 ppb’dir. Kodeks Alimentarius’ta basitrasin A i¢in bir deger
bulunmamaktadir. Basitrasin 1987 yilinda baglayan, hayvansal kaynakli gidalarda kalinti
veteriner ilaglar risk degerlendirmesi programi sonrasinda yeniden degerlendirilmemistir.
Fakat basitrasin kullanim1 durumunda, gidada dedekte edilebilir diizeyde kalinti
bulunmasina izin verilmemelidir. Komite tarafindan dnerilen analiz metodlarinin kullanimi
durumunda, siit i¢in 0-1.2 IU/mL (1 mg basitrasin = 42 IU) degerini gegmemesi gerektigi
bildirilmistir [200]. Gelistirilen yontem ile basitrasin A igin bulunan LOD, verilen MKL
seviyesinden oldukea fazla oldugundan, kalint1 basitrasin A tayini i¢in yontemin basarisiz
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi basitrasin A tayini i¢in yontem siiresinin yetersiz
olmasi olabilir. Basitrasin A i¢in yontemin tekrar optimize edilmesi ile basitrasin A tayini
yapilabilir. Analize alinacak kiiltiir miktarinin ve analiz siiresinin optimizasyonu ile

basitrasin A i¢in daha diisiik seviyelerde LOD degerleri elde edilebilir.

Benzilpenisilin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 0.29 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
ve Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 4 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
benzilpenisilin i¢in bulunan LOD, MKL seviyelerinden asagida oldugundan, kalinti

benzilpenisilin tayini i¢in yontemin basarili oldugu sdylenebilir.

Furazolidon i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 5.64 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi ve
Kodeks Alimentarius tarafindan furazolidon yasakli maddeler kismina alinmistir.

Furazolidonun hayvanlarda kullanim1 yasak olup, hayvansal gidalarda kalint1 olarak hi¢

112



bulunmamasi gerekmektedir. ADI degeri olmadigindan, MKL degeri de yoktur [200].
Gelistirilen yontemin furazolidon tayini i¢in kullanimi basarili degildir. Daha hassas dlgiim

sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gentamisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 28.00 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
gentamisin i¢in belirledigi MKL degeri 100 ppb iken, Kodeks Alimentarius’un belirledigi
MKL degeri 200 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile gentamisin i¢in bulunan LOD, MKL
seviyelerinden asagida oldugundan, kalint1 gentamisin tayini i¢in yontemin basarili oldugu

sOylenebilir.

Linkomisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 1872.60 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
ve Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 150 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
linkomisin i¢in bulunan LOD, verilen MKL seviyesinden olduk¢a fazla oldugundan,
kalint1 linkomisin tayini i¢in yontemin basarisiz oldugu goriilmektedir. Linkomisin i¢in
analize alinacak kiiltiir miktar1 optimizasyonu ve analiz siiresinin artirilmasi ile yontemin

hassasiyeti artirilabilir.

Neomisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 618.36 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi nin ve
Kodeks Alimentariusun belirledigi MKL degeri 1500 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
neomisin i¢in bulunan LOD, MKL seviyelerinden asagida oldugundan, kalintt neomisin

tayini i¢in yontemin basarili oldugu soylenebilir.

Sefazolin, i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 50.75 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
belirledigi MKL degeri 50 ppb’dir. Kodeks Alimentarius’ta sefazolin ic¢in bir deger
bulunmamaktadir. Gelistirilen yontem ile elde edilen LOD, MKL degerinden ¢ok az fazla

olup, bu yontemin sefazolin tayini i¢in kullanilabilecegi sdylenebilir.

Spektinomisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 203.01 ppb’dir. Tirk Gida
Kodeksi’nin ve Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 200 ppb’dir. Gelistirilen
yontem ile spektinomisin i¢in bulunan LOD, MKL seviyesinden ¢ok az fazla oldugundan

bu yontemin spektinomisin tayini i¢in kullanilabilecegi sdylenebilir.

Spiramisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 593.03 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin ve
Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 200 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
spektinomisin i¢in bulunan LOD, MKL seviyesinden fazla oldugundan bu yontem
spiramisin tayini i¢in kullanilamaz. Linkomisin ve basitrasin A igin Onerilen yontemlerle

hassasiyet artirilabilir.
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Streptomisin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 210.01 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin
ve Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 200 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
streptomisin i¢in bulunan LOD, MKL seviyesinden % 5 fazla oldugundan bu yodntemin

streptomisin tayini i¢in kullanilabilecegi sdylenebilir.

Sulfadiazin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 124.45 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’inde
sulfonamid grubu antibiyotikler i¢in belirlenen MKL degeri 100 ppb’dir. Kodeks
Alimentarius’ta ise sulfadimidin i¢in belirlenen MKL degeri bulunmakta olup, 25 ppb’dir.
Sulfadimidin de sulfonamid grubunda bir antibiyotiktir ve yapisi sulfadiazine
benzemektedir. Gelistirilen yontem ile sulfadiazin ig¢in bulunan LOD, MKL seviyesinden
fazla oldugundan bu yontemin sulfadiazin tayini ic¢in kullanilamayacagi sdylenebilir.
Yontem hassasiyetinin gelistirilmesi gereklidir. Analiz siiresinin artirilmasi bu sorunu

¢Ozebilir.

Tetrasiklin i¢in yontemle belirlenen LOD degeri 33.17 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi’nin ve
Kodeks Alimentarius’un belirledigi MKL degeri 100 ppb’dir. Gelistirilen yontem ile
tetrasiklin i¢in bulunan LOD, MKL seviyelerinden asagida oldugundan, kalint: tetrasiklin

tayini i¢in yontemin basarili oldugu sdylenebilir.

Sonug¢ olarak gelistiren yontem ile ampisilin, benzilpenisilin, gentamisin, neomisin ve
tetrasiklin basarili bir sekilde 60 dakika igerisinde tayin edilebilmektedir. Spektinomisin ve
streptomisin tayini i¢in yontemin kullanimi1 MKL degerine gore % 5 veya daha az farklilik
gosterdiginden kabul edilebilir diizeydedir. Sulfadiazin igin gelistirilen yontem ile elde
edilen LOD degeri 124.45 ppb bulunmustur. Tiirkiye ve Avrupa’da sulfonamidler i¢in izin
verilen MKL degeri ise 100 ppb iken Kodeks Alimentarius’ta sulfadimidin i¢in verilen
MKL 25 ppb’dir. Bu yiizden sulfadiazin tayini i¢in yontemin kullanilabilirligi tartigmalidir.
Daha az hassasiyette bir sulfadiazin tayini gerektiginde gelistirilen yontem kullanilabilir.
Furazolidon yasakli maddeler sinifinda yer almak olup, hayvansal kaynakli gidalarda
bulunmamasi gerekmektedir. Gelistirilen yontemde furazolidon igin LOD degeri 5.64 ppb
olup yiiksek hassasiyette bir tayin gerekmedigi kosullarda kullanilabilmektedir. Gelistirilen
yontem basitrasin A, linkomisin ve spiramisin tayini i¢in ¢ok uygun degildir. Bu
antibiyotikler i¢in elde edilen LOD degerleri, MKL degerlerinden olduk¢a fazladir.
Yontem hassasiyetinin artirilmasit gerekmektedir. Bu analiz siiresinin artirilmasi veya

analize aliacak kiiltiir miktar1 optimizasyonu ile saglanabilir.

Gergek ornek denemeleri kapsaminda, yagsiz siit 6rnegi kullanilmistir. Siit 6rnegine, farkl

antibiyotikler eklenerek, geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. Son konsatrasyonu 5 ppb
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olacak sekilde ampisilin ve benzilpenisilin, 50 ppb olacak sekilde sefazolin ve tetrasiklin,
100 ppb olacak sekilde gentamisin ve 500 ppb olacak sekilde neomisin siit 6rneklerine
eklenmistir. Elde edilen antibiyotikli siitler hem gelistirilen yontemle hem de Charm®
CowsSide II ticari test kiti ile analiz edilmistir. Yontemle elde edilen geri kazanim degerleri
% 91.00 ile % 105.85 arasindadir. Yontemin geri kazanim degerleri ‘Analitik Metodlar
icin Performans Kriterleri, Diger Gereksinimler ve Prosediirler’ Avrupa Komitesi
2002/657/CE direktiflerine gore kabul edilebilir sinirlar (% 80 — 110) arasindadir [201].
Geri kazanim denemelerinde elde edilen RSD degerleri % 2.83 - 11.66 arasinda
bulunmugtur. Charm® CowSide II test kiti, tetrasiklin ve benzilpenisilin digindaki
antibiyotikler i¢in mavi mor rengini korumus iken, tetrasiklin ve benzilpenisilinde renkte
az bir miktar acilma goézlenmistir. Bu durum silipheli pozitif olup, dikkat edilmesi
gerekmektedir. Test kitinin tetrasiklin i¢in hassasiyeti 50 — 100 ppb verildiginden, 50 ppb
tetrasiklin igeren siit drneginde bu sonucun ¢ikmasi normaldir. Test kitinde antibiyotik
eklenmemis siit 0rnegi de denenmis olup, renk sari/yesile dondiigiinden siit 6rneginde

antibiyotigin olmadigi séylenebilir.

Validasyon c¢alismalar1 kapsaminda, kesinlik ve dogruluk datalari incelenmistir. Bu
kapsamda giin 1¢i (lic Ol¢iim) ve giinler arast (bes giin) standart antibiyotik
konsantrasyonunda Olglimler alimmistir. Kesinlik Olciitii olarak degerlendirilen RSD
degerleri % 1.30 — 7.54 arasinda, dogruluk igin incelenen bias degerleri % -8.00 ile 2.45
arasindadir. Yontemin, giin ici tekrarlanabilirlik icin RSD degeri % 5.92, giinler arasi

tekrarlanabilirlik i¢in RSD degeri % 3.20 bulunmustur.

Sonug olarak, gelistirilen yontem ile bir saat igerisinde kalint1 ampisilin, benzilpenisilin,
gentamisin, neomisin, tetrasiklin, spektinomisin ve streptomisin tayin edilebilmektedir.
Diger antibiyotikler 1i¢in hassasiyetin artirilmasi, gelistirilen yontemin diger
antibiyotiklerin analizi i¢in tekrar optimize edilmesi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda test
bakterisi olarak E. coli ile calisilmis olup, diger antibiyotiklerin tespiti icin ilgili
antibiyotiklere duyarlikliklar1 daha fazla olan baska bir test bakterisi bu kapsamda

kullanilabilir.

Gelistirilen yontemin, sahada kullanilmasi ig¢in portatif bir sistem haline getirilme
potansiyeli yiiksektir. Bu sekilde siit hayvanciligi ciftliklerinde ve siit temin eden gida
endiistrilerinde kullanim alan1 bulacaktir. Dolayisi ile ucuz, kolay uygulanabilir, yerinde ve
uzman personele gerek kalmadan tayin miimkiin olabilecektir. Siit hayvanciligi

ciftliklerinde, antibiyotik tedavisi gormekte olan hayvanin siitiindeki kalinti antibiyotik
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diizeyi diizenli olarak incelenerek, siitiin tiiketime veya islenmeye uygun olup olmadiginin
karar verilmesinde kullanilabilecektir. Gelistirilen yontem ile kalinti antibiyotik tayini
sadece siitte degil, kiiciik modifikasyonlar ve uyarlamalar ile diger gida iiriinlerinde de

kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir.
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EKLER

EK1
Sekil Ek.1 E. coli K12 ve GFP’li E. coli kiiltiirlerine ait 151k mikroskobu ve floresans
mikroskobu goriintiileri
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EK 2

HAYVANSAL GIDALARDA BULUNABILECEK FARMAKOLOJIK AKTIF MADDELERIN

SINIFLANDIRILMASI VE MAKSIMUM KALINTI LIMITLERIi

BOLUM-1
iZINLi MADDELER
Farmakolojik Aktif Belirleyici Hayvan Maksimum Hedef
Madde Kalinta Tiirii Kalint1 Limiti- Doku Diger Kosullar Terapotik Simfi
MKL
50 pg/kg Kas Kas i¢in verilen
50 ng/kg Yag MKL, baliklarda
50 pg/kg Karaciger Iga% Vle der'ln'n
Bobrek ogal oranlari
50 ng/kg obrel icindir.
Yag, karaciger ve
bobrek i¢in
verilen MKL
Gida elde balikta ) )
L . _ 4B uygulanmaz. Antienfeksiyoz
Ampisilin Ampisilin edilen tiim Yag icin verilen maddeler/
tiirler MKL, kanath Antibiyotikler
4 nglkg Siit hayvan ve
domuzlarda yag
ve derinin dogal
oranlari i¢indir.
Yumurtasi insan
tiiketimine
sunulan
hayvanlarda
kullanilmaz.
Basitrasin A, | Sigir 100 pg/kg Siit | ceeeeee
Basitrasin B ve
Basitrasin C'ni 150 ng/kg Kas
s " Tavsan 150 ug/kg Yag Antienfeksiyoz
. toplami 150 pg/kg Karaciger Y
Basitrasin 1 ™ Bobrok maddeler/
50 pglkg Sbre — Antibiyotikler
. adece
Siit disindaki .
_______ Sigir hedef dokularda !aktasyondakl
MKL | T ineklerde meme
. i¢i kullanim
gerekmemektedir. L
icindir.
50 pg/kg Kas Kas i¢in verilen
50 ug/kg Yag MKL, baliklarda
50 ug/kg Karaciger Eaﬁ Vle der'ln'n
Bobrek ogal oranlari
50 ng/kg obrel icindir.
Yag, karaciger ve
bobrek i¢in
verilen MKL
Gida elde balikta
. - . . uygulanmaz. Antienfeksiyoz
Benzilpenisilin Benzilpenisilin edilen tiim Yag icin verilen maddeler/
tiirler MKL, kanath Antibiyotikler
. hayvan ve
4 uglkg Siit domuzlarda yag
ve derinin dogal
oranlari i¢indir.
Yumurtasi insan
tilketimine
sunulan
hayvanlarda
kullanilmaz.
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Gida elde

edilen tiim
memeli 50 mg/kg Kas
hayvan . .
A Bobrek icin
tiirleri, Balik verilen MKL,
bobrek ve derinin
. 5 dogal oranlari
Gentamisin C1, Yag icindir
Gentamisin Cla, 50 mg/kg Antienfeksiyoz
Gentamisin Gentamisin C2 ve Yag icgin verilen | maddeler/
Gentamisin C2a MKL, Antibiyotikler
toplami1 Karaciger | domuzlarda yag
200 mg/kg ve derinin dogal
oranlari i¢indir.
Bobrek
750 mg/kg
100 mg/kg Siit
50 pg/kg Yag Kas igin verilen
MKL, baliklarda
kas ve derinin
100 uglkg Kas dogal oranlari
icindir.
500 pg/kg Karaciger )
Yag, karaciger ve
r bobrek igin . -
) . : . Gl.da el(}e 1500 ug/kg Bobrek verilen MKL Antienfeksiy6z
Linkomisin Linkomisin edilen tim maddeler/
. balikta L
tiirler . Antibiyotikler
150 pg/kg Siit uygulanmaz.
Yag i¢in verilen
MKL, kanath
hayvan ve
50 pg/kg Yumurta | domuzlarda yag
ve derinin dogal
oranlari i¢indir.
500 ng/kg Kas Kas igin verilen
MKL, baliklarda
< kas ve derinin
500 ngkg Yag dogal oranlari
igindir.
5500 pglkg Karaciger )
Yag, karaciger ve
. bobrek i¢in . -
Neomisin ( Framisetin . Grda elde 9000 ngrkg Bobrek verilen MKL | Antienfeksiydz
p Neomisin B edilen tim maddeler/
dahi) tiirler balikta Antibiyotikler
1500 pglkg Siit uygulanmaz.
Yag i¢in verilen
MKL, kanatli
hayvan ve
500 pg/kg Yumurta | domuzlarda yag
ve derinin dogal
oranlari i¢indir.
. Sigir, koyun, .
Sefazolin Kegi 50 po/kg Sit | -
Meme dokusu Antienfeksiyﬁz
Sefazolin Siit digindaki gida olarak insan | Maddeler/
_______ Sigir, koyun, | hedef  dokular | titketiminde Antibiyotikler
keci igin MKL kullanilmiyorsa,
gerekmemektedir. meme ici
kullanim igindir.
300 pg/kg Kas Kas igin verilen | Antienfeksiyéz
Spektinomisin Spektinomisin Koyun 1':’IKL balakla_r@a maddeler/
Yas as ve derinin | Antibiyotikler
500 no/kg a8 dogal oranlari
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igindir.

2000 pg/kg Karaciger
Yag, karaciger ve
. bobrek icin
5000 pg/kg Bobrek verilen MKL
balikta
200 pg/kg Sut uygulanmaz.
Yag icgin verilen
300 pgrkg Kas MKL, kanath
hayvan ve
500 pg/kg Yag domuzlarda yag
ve derinin dogal
Gida elde s
edilen diger 1000 pg/kg Karaciger oranlari i¢indir.
tiirler Yumurtast insan
5000 pg/kg Bobrek | tiketimine
sunulan
hayvanlarda
200 ng/kg St kullanilmaz.
200 ng/kg Kas | -
300 pg/kg Yag
Sigir 300 pg/kg Karaciger
300 pgrk Bobrek
Spiramisin ve S oo
Neospiramisin j
toplamt1 200 pg/kg Siit
Antienfeksiy6z
S 200 ng/kg Kas
Spiramisin Yumurtas: insan Zad.ggler/.kl
Deri ve tiiketimine ntibiyotikler
Tavuk 300 ng/kg Yas sunulan
& hayvanlarda
kullanilmaz.
400 pg/kg Karaciger
Domuz 250 pg/kg Kas | -~
Spiramisin 1 2000 pg/kg Karaciger
1000 pg/kg Bobrek
500 pg/kg Kas
Tiim gevis ,
getiren 500 ng/kg Yag Yag icin verilen
hayvanlar, MKL,
domuz, 500 pg/kg Karaciger | domuzlarda yag | Antienfeksiysz
Streptomisin Streptomisin tavsan ve derinin dogal mad_d(_eler{
1000 pg/kg Bébrek oranlari igindir. Antibiyotikler
Tim gevis
getiren 200 pg/kg Siit
hayvanlar
100 pg/kg Kas Siilfonamid
grubunda bulunan
iilfonamidler 1da elde & g ntienfeksiy6z
Siilfonamidl Gida eld 100 ugfkg Yag i maddelerin | s ienfeksiy
(Siilfonamid grubuna ait | Ana madde edilen tim mIi)ktarl 100 maddeler/
tiim maddeler) tiirler 100 pg/kg Karaciger ne/ke’t gegemer. Kemoterapotikler
100 pg/kg Bobrek | Kas igin verilen

MKL, baliklarda
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kas wve derinin
dogal oranlart
icindir.
Yag, karaciger ve
bobrek igin
3 verilen MKL
sigir koyun, 1400 g/kg siit balikta
kegi uygulanmaz.
Yumurtast insan
tilketimine
sunulan
hayvanlarda
kullanilmaz.
100 pg/kg Kas Kas igin verilen
MKL, baliklarda
i kas ve derinin
K
o 300 pg/kg araciger dogal oranlar )
) Gida elde icindir. Antienfeksiy6z
Tetrasiklin Anamadde ve | edilen tam | 600 g/kg Bobrek 3 maddeler/
P P tiirler Karaciger ~ ve | Antibiyotikler
. bobrek i¢in
100 pg/kg St verilen  MKL
balikta
200 pg/kg Yumurta | uygulanmaz.
BOLUM-2

YASAKLI MADDELER

Farmakolojik Aktif Madde

Maksimum Kalint1 Limiti

Kloramfenikol

MKL olusturulamaz.

Nitrofuranlar (furazolidone dahil)

MKL olusturulamaz.
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EK3
CODEX ALIMENTARIUS
MAXIMUM RESIDUE LIMITS (MRLs) AND RISK MANAGEMENT
RECOMMENDATIONS (RMRs) FOR RESIDUES OF VETERINARY DRUGS IN
FOODS

MAXIMUM RESIDUE LIMITS (MRLs) FOR RESIDUES OF VETERINARY

DRUGS IN FOODS

BENZYLPENICILLIN/PROCAINE BENZYLPENICILLIN (antimicrobial agent)

JECFA Evaluation: 36 (1990); 50 (1998)

Acceptable Daily Intake:30 pg-penicillin/person/day (50" JECFA, 1998). Residues of benzylpenicillin

and procaine benzylpenicillin should be kept below this level.
Residue Definition: Benzylpenicillin.
Species Tissue MRL CAC Notes
(ng/kg)

Cattle Muscle 50 23rd (1999)
Cattle Liver 50 23rd (1999)
Cattle Kidney 50 23rd (1999)
Cattle Milk (pg/l) 4 23rd (1999)
Chicken Muscle 50 23 (1999) Applies to procaine benzylpenicillin only.
Chicken Liver 50 23rd (1999) Applies to procaine benzylpenicillin only.
Chicken Kidney 50 231 (1999) Applies to procaine benzylpenicillin only.
Pig Muscle 50 23 (1999)
Pig Liver 50 231 (1999)
Pig Kidney 50 231 (1999)
LINCOMYCIN (antimicrobial agent)

JECFA Evaluation: 54 (2000); 58 (2002); 62 (2004)

Acceptable Daily Intake:0-30 pg/kg body weight (541 JECFA, 2000).

Residue Definition: Lincomycin.

Species Tissue MRL CAC Notes
(Hgrkg)
Cattle Milk 150 26™ (2003)
Chicken Muscle 200 26™ (2003)
Chicken Liver 500 26 (2003)
Chicken Kidney 500 26™ (2003)
Chicken Fat 100 261 (2003) Additional MRL for skin with adhering fat of
300 pg/kg.
Pig Muscle 200 26 (2003)
Pig Liver 500 26 (2003)
Pig Kidney 1500 26™ (2003)
Pig Fat 100 26™ (2003) Additional MRL for skin with adhering fat of
300 pg/kg.
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CHLORTETRACYCLINE/OXYTETRACYCLINE/TETRACYCLINE (antimicrobial agent)

JECFA Evaluation: 45 (1995); 47 (1996), 50 (1998); 58 (2002)

Acceptable Daily Intake:0-30 pg/kg body weight (50% JECFA, 1998). Group ADI for chlortetracycline,
oxytetracycline and tetracycline.

Residue Definition: Parent drugs, singly or in combination.
Species Tissue MRL CAC Notes
(Hgrkg)
Cattle Muscle 200 26t (2003)
Cattle Liver 600 26t (2003)
Cattle Kidney 1200 26" (2003)
Cattle Milk (pgfl) 100 26" (2003)
Fish Muscle 200 26t (2003) Applies only to oxytetracycline.
Giant prawn | Muscle 200 26t (2003) Applies only to oxytetracycline.
(Paeneus
monodon)
Pig Muscle 200 26t (2003)
Pig Liver 600 26t (2003)
Pig Kidney 1200 26t (2003)
Poultry Muscle 200 26™ (2003)
Poultry Liver 600 26t (2003)
Poultry Kidney 1200 26t (2003)
Poultry Eggs 400 26" (2003)
Sheep Muscle 200 26t (2003)
Sheep Liver 600 26t (2003)
Sheep Kidney 1200 26t (2003)
Sheep Milk (pgil) 100 26" (2003)
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DIHYDROSTREPTOMYCIN/STREPTOMYCIN (antimicrobial agent)

JECFA Evaluation: 43 (1994); 48 (1997); 52 (1999); 58 (2002)

Acceptable Daily Intake:0-50 pg/kg body weight (48% JECFA, 1997). Group ADI for combined
residues of dihydrostreptomycin and streptomycin.

Residue Definition: Sum of dihydrostreptomycin and streptomycin.

Species Tissue MRL CAC Notes
(Hg/kg)
Cattle Muscle 600 241 (2001)
Cattle Liver 600 24t (2001)
Cattle Kidney 1000 24t (2001)
Cattle Fat 600 24 (2001)
Cattle Milk 200 26t (2003)
Chicken Muscle 600 24 (2001)
Chicken Liver 600 24t (2001)
Chicken Kidney 1000 241 (2001)
Chicken Fat 600 241 (2001)
Pig Muscle 600 24t (2001)
Pig Liver 600 24 (2001)
Pig Kidney 1000 24th (2001)
Pig Fat 600 241 (2001)
Sheep Muscle 600 24t (2001)
Sheep Liver 600 241 (2001)
Sheep Kidney 1000 24 (2001)
Sheep Fat 600 24t (2001)
Sheep Milk 200 26t (2003)
GENTAMICIN (antimicrobial agent)
JECFA Evaluation: 43 (1994); 48 (1997); 50 (1998)
Acceptable Daily Intake:0-20 pg/kg body weight (501" JECFA, 1998).
Residue Definition: Gentamicin.
Species Tissue MRL CAC Notes
(Hg/kg)
Cattle Muscle 100 24% (2001)
Cattle Liver 2000 241 (2001)
Cattle Kidney 5000 24™ (2001)
Cattle Fat 100 24h (2001)
Cattle Milk (pg/l) 200 24h (2001)
Pig Muscle 100 24t (2001)
Pig Liver 2000 24t (2001)
Pig Kidney 5000 24% (2001)
Pig Fat 100 241 (2001)
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NEOMYCIN (antimicrobial agent)
JECFA Evaluation:

Acceptable Daily Intake: 0-60 pg/kg body weight (47t JECFA, 1996).

43 (1994); 47 (1996); 52 (1999); 58 (2002); 60 (2003)

Residue Definition: Neomycin.

Species Tissue MRL (pg/kg) CAC Notes
Cattle Muscle 500 231 (1999)
Cattle Liver 500 28t (2005)
Cattle Kidney 10000 28t (2005)
Cattle Fat 500 23 (1999)
Cattle Milk 1500 28t (2005)
Chicken Muscle 500 231 (1999)
Chicken Liver 500 23 (1999)
Chicken Kidney 10000 23rd (1999)
Chicken Fat 500 231 (1999)
Chicken Eags 500 231 (1999)
Duck Muscle 500 23 (1999)
Duck Liver 500 231 (1999)
Duck Kidney 10000 231 (1999)
Duck Fat 500 23 (1999)
Goat Muscle 500 23 (1999)
Goat Liver 500 23 (1999)
Goat Kidney 10000 23 (1999)
Goat Fat 500 231 (1999)
Pig Muscle 500 23 (1999)
Pig Liver 500 23rd (1999)
Pig Kidney 10000 231 (1999)
Pig Fat 500 231 (1999)
Sheep Muscle 500 23 (1999)
Sheep Liver 500 231 (1999)
Sheep Kidney 10000 231 (1999)
Sheep Fat 500 23 (1999)
Turkey Muscle 500 23 (1999)
Turkey Liver 500 231 (1999)
Turkey Kidney 10000 231 (1999)
Turkey Fat 500 231 (1999)
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SPECTINOMYCIN (antimicrobial agent)
JECFA Evaluation:

Acceptable Daily Intake: 0-40 pg/kg body weight (427 JECFA, 1994).

Residue Definition:

42 (1994); 50 (1998)

Spectinomycin.

Species Tissue MRL CAC Notes
(ng/kg)
Cattle Muscle 500 231 (1999)
Cattle Liver 2000 23 (1999)
Cattle Kidney 5000 231 (1999)
Cattle Fat 2000 23rd (1999)
Cattle Milk (pg/l) 200 23rd (1999)
Chicken Muscle 500 231 (1999)
Chicken Liver 2000 231 (1999)
Chicken Kidney 5000 231 (1999)
Chicken Fat 2000 231 (1999)
Chicken Eags 2000 23 (1999)
Pig Muscle 500 231 (1999)
Pig Liver 2000 23 (1999)
Pig Kidney 5000 231 (1999)
Pig Fat 2000 231 (1999)
Sheep Muscle 500 234 (1999)
Sheep Liver 2000 23rd (1999)
Sheep Kidney 5000 23 (1999)
Sheep Fat 2000 231 (1999)
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SPIRAMYCIN (antimicrobial agent)
JECFA Evaluation: 38 (1991); 43 (1994); 47 (1996); 48 (1997)
Acceptable Daily Intake:0-50 pg/kg body weight (43 JECFA, 1994).
Residue Definition: Cattle and chickens, sum of spiramycin and neospiramycin; Pigs, spiramycin

equivalents (antimicrobially active residues).
Species Tissue MRL CAC Notes
(nglkg)

Catile Muscle 200 22™ (1997)

Cattle Liver 600 22 (1997)

Cattle Kidney 300 22nd (1997)

Cattle Fat 300 22nd (1997)

Cattle Milk (pg/1) 200 22nd (1997)

Chicken Muscle 200 22m (1997)

Chicken Liver 600 22nd (1997)

Chicken Kidney 500 22nd (1997)

Chicken Fat 300 22 (1997)

Pig Muscle 200 22nd (1997)

Pig Liver 600 22nd (1997)

Pig Kidney 300 22nd (1997)

Pig Fat 300 22 (1997)

SULFADIMIDINE (antimicrobial agent)
JECFA Evaluation: 34 (1989); 38 (1991); 42 (1994)
Acceptable Daily Intake:0-50 pg/kg body weight (42" JECFA, 1994).
Residue Definition: Sulfadimidine.

Species Tissue MRL CAC Notes
(ngikg)

Cattle Milk (pa/l) 25 21st(1995)

Not specified | Muscle 100 215t (1995)

Not specified | Liver 100 21t (1995)

Not specified | Kidney 100 215t (1995)

Not specified | Fat 100 215t (1995)

RISK MANAGEMENT RECOMMENDATIONS (RMRs) FOR RESIDUES OF
VETERINARY DRUGS

CHLORAMPHENICOL (antimicrobial agent)

JECFA evaluation: 12th (1968), 32nd (1987), 42nd (1994) and 62nd (2004) JECFA
CAC37 (2014)

Recommended risk management measures

In view of the JECFA conclusions on the available scientific information, there is no safe

level of residues of chloramphenicol or its metabolites in food that represents an acceptable
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risk to consumers. For this reason, competent authorities should prevent residues of
chloramphenicol in food. This can be accomplished by not using chloramphenicol in food

producing animals.

FURAZOLIDONE (antimicrobial agent)

JECFA evaluation: 40th (1992) JECFA

CAC37 (2014)

Recommended risk management measures

In view of the JECFA conclusions on the available scientific information, there is no safe
level of residues of furazolidone or its metabolites in food that represents an acceptable
risk to consumers. For this reason, competent authorities should prevent residues of
furazolidone in food. This can be accomplished by not using furazolidone in food

producing animals.
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