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GIRESUN ARI YETIiSTIRICILIGINDE ANTIBiYOTIK
DIRENCLILIGI VE BALLARDAKI ANTIiBiYOTIiK KALINTI
DUZEYININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismanin amaci Giresun il sinirlar1  dahilinde gergeklestirilen aricilik
faaliyetlerinden elde edilen bal numunelerindeki mevcut antibiyotik kalint1 diizeyi ve
bu ballarin tretimini gerceklestiren arilardan izole edilen bakterilerin antibiyotik
direng diizeylerinin belirlenmesidir.

Bu amag icin 2015 yili Haziran ve Eyliil aylar1 arasinda Giresun ilinin aricilik
faaliyetlerinin gergeklestirildigi ilgelerinden steril sartlar altinda 22 farkli aricidan 3’er
adet bal ve ar1 ornekleri alinmistir. Bal numunelerinin 21 farkli antibiyotige karsi
kalint1 diizeyleri, aricilik faaliyetlerinde kullanilan arilardan izole edilen bakterilerin
ise 8 farkli antibiyotige kars1 direng diizeyleri arastirilmistir.

Bal numunelerinde tespit edilen en yiiksek antibiyotik kalint1 diizeyleri ppb diizeyinde;
SMT: >380, SP: 153,55, TCN: 68, SM: 41,42, SMM: 21,38, QNL: 13,49, DAPS: 8,79,
SDM: 8,13, SS: 5,8, STR: 5,38, SX: 4,88, SQ: 4,32, SMP: 3,72, SMX: 3,69, ST: 3,67,
SD: 3,18, SCP: 1,94, TMP: 1,55 ve CEFT: 0,43 dir. Ayrica numunelerde TAF ve TYL
tespit edilememistir. Arilardan izole edilen bakterilerin ortalama antibiyotik direng
dizeyleri % ifadeyle sirasiyla; AMP: 74,6, NA: 30,5, KZ: 54,2, CXM: 23,7, CTX: 22,
TE: 5,1 ve E: 10,2 olarak tespit edilmistir. Test edilen tiim izolatlarin AK’ye kars1
hassas oldugu kayit edilmistir. Ilaveten, izolatlardaki ¢oklu antibiyotik diren¢ degeri
(CAD) oran1 %36’dur.

Sonug olarak; Giresun il smirlar1 dahilinde gerceklestirilen aricilik faaliyetlerinden
tiretilen bal numunelerindeki antibiyotik kalint1 diizeylerinin yliksek miktarda oldugu,
bu ballar1 tireten arilardan izole edilen bakterilerin de yiiksek diizeyde antibiyotik
direncliligi tasidig1 soylenebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bal, Antibiyotik, Kalinti, Direnclilik, Giresun
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THE INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE IN
GIRESUN BEEKEEPING AND ANTIBIOTIC RESIDUE LEVELS
IN HONEYS

SUMMARY

The aim of this study was to determine the level of antibiotic residues in honey samples
obtained from beekeeping activities in Giresun province and to determine the
antibiotic resistance levels of bacteria isolated from bees producing these honeys.

For this purpose, 3 repetitive honey and bee samples from 22 different beekeepers
were taken under sterile conditions between June and September 2015. The residual
levels of honey samples against 21 different antibiotics and the resistance levels of
bacteria isolated from bees used in beekeeping activities to 8 different antibiotics were
investigated.

The highest antibiotic residues detected in honey samples were found at ppb level;
SMT: >380, SP: 153,55, TCN: 68, SM: 41,42, SMM: 21,38, QNL: 13,49, DAPS: 8,79,
SDM: 8,13, SS: 5,8, STR: 5,38, SX: 4, 88, SQ: 4,32, SMP: 3,72, SMX: 3,69, ST: 3,67,
SD: 3,18, SCP: 1,94, TMP: 1,55 and CEFT were determined as 0,43. In addition, TAF
and TYL were not detected in the samples. The average antibiotic resistance levels of
the bacteria isolated from bees were expressed as %; AMP: 74,6, NA: 30,5, KZ: 54,2,
CXM: 23,7, CTX: 22, TE: 5,1 and E: 10,2. All isolates tested were found to be
sensitive to AK. In addition, the rate of multiple antibiotic resistance (MAR) in the
isolates was 36%.

As a result; it can be said that the antibiotic residue levels in the honey samples
produced during the beekeeping activities carried out in Giresun are high and the
bacteria isolated from the bees producing these honeys have a high level of antibiotic
resistance.

Keywords: Honey, Antibiotic, Residue, Resistance, Giresun
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BOLUM 1. GIRIiS

Insanoglunun enfeksiyon kaynagi olarak bakterileri hedef aldigi giinden itibaren
“antibiyotikler” insan-bakteri savasinin en dnemli silah1 olmustur. ilerleyen yillarda
niifus sayisindaki kontrolsiiz artisa ilaveten besin kaynagi temininde giicliik ¢ekme
hem bitkisel hem de hayvansal tiretimin birim alanda daha fazla verim parolasina sahip
olmay1 6n planda tutmustur. Dolayisiyla yetistiricilik faaliyetlerinde bakteriyel kokenli
hastaliklar1 yok etmek amaciyla da antibiyotik kullanimi1 yaygin hale gelmistir. Dogal
ortamda kontrolsiiz bir sekilde akilci olmayan yontemle de antibiyotiklerin kullanimi
bakterilerdeki antibiyotik direncinin yayilmasinin en 6nemli nedenleri arasindadir.
Cunki antibiyotik kullanimindaki en 6nemli {i¢ unsur olan uygun doz, uygun siire ve
uygulama sekli g6z ardi edilmektedir. Haliyle bakteriler bu savastan sadece galip
cikmakla yetinmeyip sahip olduklari direncliliklerini diger bakterilere de yaymaktadir.
Bir biitiin olarak ele alindiginda yasam alanlarinda sinir tanimayan bakterilerin dogal
ortamda bile antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalar1 bunlarin sucul ortam, klinik
ortam ve tarimsal faaliyet alan1 gozetmeksizin ¢apraz kontaminasyona neden olmasini
saglamaktadir ve besin yolu ya da diger bulagma ile insan ve diger canlilarin sagligini

tehdit eder hale gelmesini saglamaktadir.

Insanlarin en 6nemli besin kaynaklarindan biri olan ‘‘bal’’ aricilik faaliyetinin bir
iirlinii olarak piyasaya sunulmaktadir. Yine niifus sayisindaki kontrolsiiz artisin sonucu
olarak gida kaynaklarindaki azalig, insanlar1 kisitl zaman ve mekanlarda daha fazla
tirtin elde etme yollarina itmektedir. Aricilik faaliyetlerinde de isini sansa birakmak
istemeyen yetistiriciler olas1 bakteriyel enfeksiyon riskine karsi, veteriner hekim
denetiminden uzak, kontrolsiiz ve gelisigiizel sekilde ‘’hasta olabilir’’ varsayimui ile
antibiyotik  kullanimim1 yasak olmasina ragmen tercih etmektedir. Aricilik
faaliyetlerinde kullanilan antibiyotikler, sadece balda kalinti yapmamakla birlikte
arilarin bakteriyel florasini bozmakta ve mevcut haliyle o antibiyotige hassas olan

bakteri tiirlerinin zamanla direngli hale gelmesine hatta bu direngliligin yayilmasina



bile neden olabilecek hale gelmektedir. Kisa vadede karli ¢iktigini diisiinen faaliyet
sahibi kisiler aslinda ileride telafisi miimkiin olmayan zarara yol agtiklarini
gorememektedir. Bu sebeplere ilaveten yasayan tiim canlilarin en 6nemli organ islevi
goren yapilarindan biri olan mikrobiyomlar: bozulmakta ve organizmanin tamaminda
biyolojik aksakliklara sebep vermektedir. Dolayisiyla yetistiricilik ya da ¢ogaltim
amacli olsun antibiyotik kullannminin mutlak suretle uzman kisiler tarafindan
onerildigi sekilde gergeklestirilmesinin aslinda insani bir vazife oldugu bilincinin

yayginlagtirilmasi gerekmektedir.

1.1. Aricilik ve Gelisimi

Misir’da ilk defa baslayan aricilik faaliyetleri esasen Mezopotamya, Anadolu ve
Avrupa’da gelisim gostermistir. Ozellikle goclerin yogun olarak yasandigi 17. yy’da
yeni iilkelere taginarak bugiin hemen hemen kutup bolgeleri hari¢ tiim yerleskelerde
bu tiir faaliyetlerin yapildig1 ifade edilmektedir (Firathh ve ark., 2000). Aricilik
faaliyetleri diger yetistiricilik faaliyetlerine kiyasla; daha az sermaye ve diisiik girdiler
tasimasi ve zor topografik kosullarda bile gergeklestirilebilmesi nedeniyle insanlar

tarafindan ge¢cim kaynagi olarak tercih edilmektedir (Boliiktepe ve Yilmaz, 2008).

Ulkemizdeki mevcut durum degerlendirildiginde tiim diinyada oldugu gibi insan besin
kaynaklarinin en 6nemli ¢esitlerinden biri olan bal; aricilik faaliyetlerinin tirtinii olup,
saglik agisindan en ¢ok tercih edilenlerden biridir ve bu 6zelligi sayesinde siirekli 6n
planda yer almaktadir (Tong ve ark., 1975; Anonim, 2012). Tiirkiye’nin bulundugu
cografyadaki iklim kosullari, bitki floras1 ve biyolojik ¢esitliligi aricilik faaliyetlerinin

bu denli yiiksek olmasinin nedeni olarak gosterilebilmektedir.

Anadolu topraklarinda aricilik faaliyetlerinin varolusu ve yayilis1 Diinya genelinden
cok daha eski zamanlara dayanmaktadir (Firath ve ark., 2000). Tuirkiye’nin bitki ortiisii
cografik konumu denize olan yiikseklik farkliliklarindan dogan flora ¢esitliligi
mevsimsel degiskenlikler aricilik faaliyetleri bakimindan {ilkemizin avantajli halde

bulunmasini saglamaktadir. Diinya genelinde bulunan balli bitkilerin %75 kadar



tilkemizde de vardir. Bundan dolay: aricilik tilkemizde stirekli ve hizli bir gelisim

gostermekte olup tarimsal {iretim olarak 6nemli bir yere sahiptir (Sirali, 1996).

Aricilik yapabilmek icin herhangi bir topraga ihtiya¢ olmamasi ¢ift¢inin ariciliga
yonelmesini kolaylastirmaktadir. Ayrica bal ve diger ar1 iirtinlerine olan talep ¢ift¢inin
hizli sekilde para kazanmasina olanak saglamaktadir. Bu olanaklar kirsal kesimde
bulunan ¢iftgilerimize maddi acgidan biiylik katkilar saglamaktadir. Aricilik {izerine
gelistirilen teknikler ile ariciligin gelismesinin yani sira kovan tiretimi, balmumu
tiretimi, aricilik malzemeleri tiretimi ve ila¢ kullanim1 gibi alanlarda da iiretime katki
saglamaktadir. Bu durum diger sanayi tirtinlerine karsi arz talep iliskisini artirmaktadir

(Siral1, 2010).

1.2. Arieihk Faaliyeti Uriinleri

Arilar yasamsal faaliyetlerimiz boyunca saglikli beslenmemiz ve sagligimizi korumak
acisindan ¢ok 6nemli besin kaynaklarini saglamaktadirlar. Bunlar; ar siitii, ar1 zehri,
propolis, polen ve bal olarak belirtilebilir. Ayrica bitkilerin tiremesine ve ¢ogalmasina
tozlasmaya yardimci olarak dogrudan katki saglamaktadirlar. Bu olay doganin dengesi
acisindan da son derece 6nemlidir (Talu, 2004). Diinyadaki gida maddelerinin %901
82 bitki tliriinden elde edilir. Bu bitki tiirlerinden 63’1 (%77) ar1 tarafindan tozlasmaya
gereksinim duymaktadir (Ozbek, 2003). Ozellikle 39 bitki tiirii icin ar1 tozlasmasi
mutlaka gereklidir. Insan gidasinin 1/3‘t dogrudan veya dolayli olarak ar

tozlagmasina ihtiya¢ duyan bitkilerden olusur (Giler, 2006).

Bilinirligi en yiiksek olan ar1 {irtinii %99,4 ile baldir. Daha sonra sirastyla %61,6 ile
polen, %52,8 ile ar1 siitii ve %46,4 ile bal mumu gelmektedir. Buna karsin ar1 zehiri
%16,3, propolis ise %8,9 orani ile daha az taninmaktadir (Béliiktepe ve Yilmaz, 2008).
En ¢ok bilinen ve tiretilen ar1 {iriinii bal olmasina ragmen diger ari {iriinleri de en az
bal kadar 6nemli ve arastirilmasi gereken iiriinlerdir. Onemli bir ar1 iiriinii olan

propolis; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar, antioksidan,



antitimoral ve sitostatik aktivite gibi bircok biyolojik o6zellikleri ile 6n plana

cikmaktadir (Albayrak ve Albayrak, 2008).

Elde edildigi ortam itibariyle, dogal cevre ile siirekli i¢ ice bulunan bal ¢evresel
kirleticiler karst1 hassas durumdadir. Bu kirleticileri siralayacak olursak;
ksenobiyotikler, aflatoksin, pestisit ve antibiyotiklerdir (Jan ve Cerne, 1993;
Haarmann, 2000; Erbilir ve Erdogrul, 2005; Lusby ve ark., 2005). insanlarin en 6nemli
gida kaynaklari arasinda yer almasi ve bu tiir cevresel kirleticileri kars1 hassas durumda
yer almasi aricilik faaliyetleri sonucunda elde edilen {irtinlerin kontaminantlara karsi
stirekli izlenmesini zorunlu kilmaktadir. Bu kirlenmenin 6ncii kaynaklari; sanayi
devrimi, insan niifusundaki kontrolsiiz artis ve kontrolsiiz kentlesmedir. Uluslararasi
mevzuatlarla koruma altina alinan aricilik faaliyeti tirtinleri, tilkemizde de ulusal
mevzuat hiikiimleri ¢ercevesinde kontrol altinda tutulmaktadir. Ozellikle, Avrupa
Birliginin almis oldugu komisyon kararina (37/2010) benzer sekilde tilkemiz sinirlar
icerisinde de bal arilarimin sagaltim amagli antibakteriyel ilag kullanimina izin

verilmemektedir (Uludag, 2008).

1.3. Bal ve Yapisi

Aricilik faaliyetlerinin en ¢ok tercih edilen tirlinii olan bal; ¢ok ¢esitli bilesenlerin bir
araya gelmesiyle olusan bir gida kaynagidir. Balin yaklasik olarak 200 kadar bileseni
bilinyesinde barindirdig1 ifade edilmektedir (White, 1979).

Baslica bilesenlerinden olan su; hasat zamanina gore degiskenlik gostermekle birlikte bu
oran ortalama %17-18 civarindadir. Yine diger bir 6nemli bilesen olan karbonhidratlar;
balda yaklasik olarak %80 oraninda seker formunda yer almaktadir. Balin yapisinda
yaklasik olarak 15 farkli seker gruplari bulunmakla beraber bunlarin ¢ogunlugunu fruktoz
ile glukoz olusturmaktadir. Balin yapisinda bulunan sekerler baldaki kuru agirligin %95-
99 oranini1 olusturmaktadirlar. Basit sekerlerden olan fruktoz ve glukoz sekeri ise bu oranin
%85 ini olugturmaktadir (Doner, 2003). Bu sekerlerin disinda maltoz, izomaltoz, furanoz,

erloz, kojibioz, melezitoz ve kestoz gibi sekerlerde az miktarda da olsa balin yapisinda



bulunan sekerlerdir (Weston ve Brocklebank, 2000). Ballarin orjinine gore icerisindeki
seker oranlar1 farklilik gosterebilir (Bogdanov ve ark., 1996). Ayrica fruktoz glukoz orani
balin kristallenme siirecine etki eden faktorlerdendir (Abu-Tarboush ve ark., 1993;

Rodrigez ve ark., 2004).

Proteinler; armin bal aldigi nektara, cografik konuma, bitki Ortiisiine bagli olarak
degismekle birlikte balda 15-17 farkli aminoasit bulunmaktadir. Bu aminoasitlerden balin
yapisinda en fazla bulunani prolindir. Prolin balin igeriginde en belirgin aminoasittir.
Nektar1 bala g¢evirirken arilar tarafindan bala aminoasitlerden prolin katilmaktadir.
Balda bulunan prolin miktar1 ayn1 zamanda balin protein miktarin1 da vermektedir.
Sebebi ise baldaki aminoasitlerin %50-85’1ni prolin olusturmaktadir (Bogdanov, 2002;
Hermosin ve ark., 2003). Balin ¢esidine bagl olarak prolin miktarlar1 da degiskenlik
gosterir (Meda ve ark., 2005). Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi‘ne gore ¢icek ballarinda
prolin miktar1 en az 300 mg/kg olmalidir (Anonim, 2012). Daha sonra prolini sirastyla
lisin ve glutamik asit izlemektedir. Ayrica histidin, arjinin, treonin, serin, glisin, valin,

metionin, 16sin, fenilalanin ve alanin de balin yapisinda bulunan aminoasitlerdir.

Yine diger bir bilesen olan 6zellikle enzimler; balin kalite gostergelerinden biri olarak
kabul edilmekle birlikte diastaz ve invertaz enzimleri balin igerisinde en fazla bulunan
ve bitkinin nektariyla ve ayn1 zamanda arimin midesinden bala ge¢en enzimler olarak
bilinmektedir. Ozellikle diastaz; bal iceriginde bulunan dogal bir enzim olup, iiriindeki
bulunma oranin1 ariin nektar aldigi cografik konum ve flora etkilemekte olup, hasat
edilen balin depolanma sartlarina, balin tazelik siirecine, 1s1l islem uygulanmasi veya
uygulanmamasi durumuna gore farklilik gostermektedir (Estevinho ve ark., 2010).
Diastaz sayis1 baldaki onemli kalite kriterlerinden bir tanesidir. Bal kristalize
oldugunda ¢6zmek i¢in 1s1l islem uygulanir. Depolama veya perakende satis
asamalarindaki kontrolsiiz uygulanan 1s1l islemler baldaki diastaz sayisini diisiiriirken
hidroksimetil furfural miktarini da artirmaktadir. Isil islem sonucu balda olusan katile
kayiplar1 diastaz ve hidroksimetil furfural analizleri ile 6l¢tilebilmektedir (Tosi ve ark.,
2008). Turk Gida Kodeksi Bal Tebligi’ne gore ¢icek ballarinda diastaz sayisi en az 8
olmalidir (Anonim, 2012).



Mineraller bakimindan bal; olduk¢a zengin bir yapiya sahip olup bu minerallerin koyu
ballarda, kestane ballarinda ve salgi ballarinda daha fazla oldugu goézlenmistir.
(Bogdanov, 1999). Balin kendine 6zel kokusunu veren organik asitler bununla birlikte
balin yapisinin asidik olmasini da saglarlar. Baldaki pH degeri 3,4 ve 6,1 arasinda
degismektedir (Mato ve ark., 2006). Diger 6nemli bir bilesen olan vitaminler; aricilik
faaliyetinin yapildig1 alanda arilarin topladigi polenlerin kaynagi olan bitkilerin
cesitliligine gore balin igerisinde ¢esit olarak degismekle birlikte B, C, E ve K
vitaminleri balda bulunan baslica vitaminlerdendir. Ozellikle 2 yasindan sonra
insanoglunun hayatinin her evresinde tercih edilen bir iiriin olmasi nedeniyle bal,
kalitatif ve kantitatif gostergeler ile kalite yoniinden siirekli denetim altinda olmalidir.
Tiiketici olarak bir¢ok degiskenle gézlemlenen bu durumun ileri teknoloji, bilgi ve

tecriibe gerektirdigi unutulmamalidir.

Renk olarak irdelendiginde bal; acik sari tonlarindan baslayip kirmizinin koyu
tonlarina kadar hatta siyaha yakin tonlarda dahi olabilir. Bunun sebebi olarak;
icerigindeki polen farkliliklari, mineral madde, fenolik bilesiklerin igerigi ve flora
gosterilebilir. Ayrica bitkilerin yapisinda bulunan karoten, klorofil, ksantofil gibi renk
veren yapilar da balin rengini etkileyebilmektedir (Doner, 2003). Yine balin rengi
icerigini olusturan bazi maddelerin farkli dalga boylarindaki 1sinlar1 absorbe etmesine
bagl olarak da degiskenlik gosterebilir (Anonim, 2011). Bal rengini dlgmede ¢esitli
teknikler gelistirilmistir. Renk g6z oOniinde bulundurularak balin uluslararasi
derecelendirmesinde yedi sinif kullanilmaktadir. Bunlar su beyazi, ekstra beyaz, beyaz,

ekstra acik amber, agik amber, amber ve koyu amberdir (Doner, 2003).

Diger bir karakteristik 6zellik olan balin nem miktari; kalite korunmasi, kristal yapist ve
yogunluk gibi degerleri etkilemektedir. Balin olgunlasma gostergelerinden biri olan
nem arilarin toplamis oldugu nektarda ilk sathada yiiksek orandadir. Nem oram
dustiriilmemis bal fermantasyona ugrar ve eksime yaparak balin bozulmasina ve hatta
kullanim dis1 kalmasina sebep olur. Nektarin ar1 tarafindan olgunlastirilmasindan sonra
kalan nem miktari, balin petekteki dogal nem igerigini verir. Nem miktari, olgunlasma
sirasindaki ¢evresel kosullar, nektarin orijinal nem igerigi ve bal arisi kolonisinin giicii

gibi bircok faktére baghdir. Arilar, topladiklar: nektar icerisindeki fazla nemi kanat



cirpma yontemiyle bir miktar ugurur ve bali olmasi gereken nem miktarina ulastirir.
Olgunlasmis bir balda normalde nem igerigi %18,6‘nin altindadir (Doner, 2003). Balin
petekten stiziilmesinin ardindan nem igeriginde, depolama kosullarina bagli olarak
degisiklik olabilmektedir. Yiiksek nem igerigi balin fermente olmasina, raf dmriiniin
azalmasina sebep oldugu gibi, henliz petekte olgunlasmadan alindigmi da
gosterebilmektedir. Diisiik nem igerigi ise glikozun kristallesmesine ve balda graniil yap1
olugmasina neden olmaktadir. Nem miktar1 kaliteyi dogrudan etkileyen bir faktordiir.
Bu yiizden Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi‘ne gore ¢igcek ballarinda nem orani en fazla
%20 olabilir (Anonim, 2012).

Guintimiizde balin kristalize olmasi, tiiketicilerin ¢ogunda ariya seker yedirilerek elde
edilmis bal oldugu disiincesini olusturmaktadir. Halbuki balin kristalize olmasi bal
icin gayet dogal bir durumdur. Balda kristallenme olay1 balin cinsine gére degiskenlik
gosterebilir. Ornegin; ¢igek ballar1 kisa siirelerde kristalize olabilirken, kestane ve ¢cam
ballarinda bu siire¢ cok daha uzundur. Ayn1 zamanda balin kristalize olmasini balin
icerdigi su miktari, balda bulunan polen gibi kat1 partikiillerin miktari, balda bulunan
sekerlerden olan fruktoz/glukoz miktarlarinin birbirine oranit gibi durumlar da

kristallenme siirecini etkilemektedir.

1.4. Aricilikta ve Ar1 Uriinlerinde Kimyasallarin Kullanimu

Aricilikta kimyasal ilaglarin kullanimlarinin olumlu etkisi oldugu gibi kontrolsiiz,
diizensiz ve yasakli ilaglarin kullanilmasi ise aricilik sektoriinii ve tiiketici sagligini ¢ok
biiyiik oranda tehdit etmektedir. Bu tehditlerin basinda ar1 ve ar1 tiriinlerinde hastaliklara
kars1 miicadelede amagli, kontrolsiiz ve bilingsiz bir sekilde bir¢ogu yasakli olmasina
ragmen kullanilan naftalin, pestisit ve antibiyotikler gelmektedir. Tiirk Gida Kodeksi
2005/49 sayili Bal Tebliginde “Bitki nektarlarmin, bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 iizerinde yasayan bitki emici boceklerin
salgilarinin bal aris1 (Apis mellifera) tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii
maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini diisiirdiigli ve petekte
depolayarak olgunlastirdig1 dogal iirtine bal denir (Anonim, 2012). Tanimindan da
anlagilacagr lizere balin igeriginde herhangi bir katki maddesi ve kalinti

bulunmamalidir. Tebligde de belirtildigi gibi gida katki maddelerinden, balin



dogalinda olmayan organik veya inorganik her seyden ari olmasi istenmektedir. Balda
kalint1 sorunu yogun bir sekilde kendini hissettirmektedir. Ballardaki kalintinin sebebi;
cevresel kaynakli olabilecegi gibi ar1 hastaliklarinin tedavisi amaciyla kovana
uygulanan ilaglar da olabilir. Baslica Kalint1 Bulasma Kaynaklari; Cevresel Faktorler
ve Yanlis Uygulanan Aricilik Faaliyetleri Sonucu Olusan Kalintt olarak

siniflandirabiliriz.

1.4.1. Cevresel faktorler

Cevresel Faktorler tarimsal kaynakli olmayanlar (agir metaller, hastalik yapici
mikroorganizmalar, genetigi degistirilmis bitkiler ve diger bulasanlar) ve tarimsal

kaynakli olanlar (pestisit) olmak {izere olmak tizere kategorize edilmektedir.

1.4.1.1. Agir metaller

Bal arilar1 giinliik yasamsal faaliyetlerini siirdiirmek amaciyla dogada dolasirken ¢ok
cesitli yiizeylere temas ederler. Bu yiizeyler kimi zaman asfalt, kimi zaman tarim
ilacina maruz kalmis meyve cicekleri bazen de kirli su ve hava olabilmektedir.
Buralardan bulasan kirlilikler ar1 ile beraber kovana ve ar1 tirtinlerine de bulasmaktadir.
Bu durumlarda agir metaller ballara kolaylikla bulasmis olurlar. Bu elementler
kadmiyum, demir, bakir, manganez, magnezyum, aliiminyum, baryum, kalsiyum,

nikel ve kiikiirt seklinde siralanabilir (Tong ve ark., 1975; Erbilir ve Erdogrul, 2005).

Gida yoluyla yiiksek miktarda kadmiyum alinmasi, zehirlenmelere neden olarak,
dolasim ve iskelet sisteminin bozulmasina yol agar. Fazla miktardaki kursun,
insanlarda, hipertansiyon, duyma zorlugu, anemi, bobrek hastaligi ve zeka kaybina
neden olur. Giinliikk alinabilecek ¢inko ve bakir miktarlarin asilmasi durumunda,
karacigerde leke olusumu sinir sistemi bozuklugu, bobrek fonksiyonlarinda zayiflama
ve o6lime neden olmaktadir. Gidalarla alinmasi gereken nikel miktarinin asilmasi

durumunda insanlarda zehirlenme olaylar1 gozlenir.



Arinin birakilacagi bolgeler rastgele secilmemelidir. Asfalt, sanayi ve endiistriyel
bolgelerden, kirli su kaynaklarindan ve ilaglama sahalarindan uzak bolgelerde
konaklatilmalidir. Ayrica aricilarin kullandigr bala ve ariya temas eden biitiin

malzemeler kalint1 birakmayacak malzemeler olmalidir.

1.4.1.2. Hastahk yapic1 mikroorganizmalar

Balda nem oraninin diisiik seviyelerde olmast mikroorganizmalar i¢in uygun ortam
olusturmaz. Buna ragmen yapilan arastirmalar, minimum diizeyde ve kisa bir siirede
olsa bazi mikroorganizmalarin yasayabildiklerini ortaya koymustur. Clostridum
botulinum sporlar1 balin icerisinde yasayabilmelerine ragmen toksin olusturamazlar.
Bu bakteriler eriskin insanlar i¢in tehlike olusturmazken siit ¢ocuklarinin
bagirsaklarinda etkili olarak sinir felcine neden olabilecek toksinler iiretebilirler. Bu
riski ortadan kaldirmak i¢in ilk 6 ay bebeklere kesinlikle bal verilmemelidir. Fakat
daha da sagliklis1 bu siirenin 2 yasina kadar olmasidir. Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Staphylococcus aureus vb. gibi patojen bakteriler ve Candida albicans
tizerinde yapilan calisma sonucunda, patojen bakteriden 12’sinin bal ile inhibe
edildigi, ancak Candida albicans ' inhibe edilemedigi kaydedilmistir (Lusby ve ark.,
2005).

1.4.1.3. Genetigi degistirilmis bitkiler

Genetigi Degistirilmis Bitkiler (GDO) 6zellikle de misir ve kolza arilar ve aricilar i¢in
problemlere yol agmaktadir. ABD’de GDO’lu iiriinler kabul goriirken AB tilkelerinde

ihtiyatla karsilanmaktadir. Ozellikle polen GDO’lu iiriinler yoniinden risk altindadur.

1.4.1.4. Diger bulasanlar

Bu tiir bulaslara 6rnek olarak radyoaktif izotoplar ve organik kirleticiler verilebilir.
Radyoaktif bulasin diger tiim gida kaynaklar1 gibi arilar ve ar1 {riinleri i¢in de bir
problem oldugu bilinmektedir (Al-Waili ve ark., 2012). Diger organik kimyasallar
arasinda ise PCB (poliklorlu bifeniller) sayilabilir. Bu bilesik giiniimiizde halen



cevrede bulunabilir ve gidalara bulagabilir. Ozellikle balmumunda yiiksek oranda

bulunmustur. Baldaki orani ise giivenilir seviyelerdedir (Jan ve Cerne, 1993).

1.4.1.5. Pestisitler

Tarim iiriinlerini hasattan 6nce ve hasattan sonra koruma altina almak ve bakteri, viriis,
hagere gibi zararlilardan korumak amaciyla tarim alanlarinda pestisitler
kullanilmaktadir. Kullanilan bu pestisitlerin olumlu yonleri oldugu kadar olumsuz
yonleri de vardir. Topraktan yeralti sularina sizarak, buharlasip atmosfere karisarak ve
yine riizgar ve suyoluyla uygulama sahasinin disina da bulas saglayabilirler. Pestisit;
kontamine sahalardan da arilara ve ari iriinlerine kolayca bulasabilmektedir. Bu
sekilde insan sagligi acisindan risk olusturmaktadir. Ozellikle polen pestisitler

acisindan bala gore daha risklidir.

Yag dokularinda birikmek suretiyle kanser yapici, karaciger yipratici, bobrek
fonksiyonlarini bozucu etkiler gosterirler. Bir kismi ise viicutta birikmedigi halde sinir
hiicrelerinde yaptigi tahribat sonucu unutkanlik, diisiincede yavaslama, sinir kas
koordinasyonlarinda bozukluk ve 6grenme gii¢ligline neden olur. Kalintilar, toprakta
bulunan ve verimlilik i¢in 6nemli olan mikroorganizmalarin kismen veya tamamen
yok olmasina sebep olur. Bu durum ekosistemin bozulmasina ve tiirler arasindaki

dengenin kaybolmasina neden olur.

Tarim alanlarinda kimyasal kullanimi1 en son ¢oziim olarak akla gelmeli, miimkiinse
biyolojik miicadeleye onem verilmelidir. Eger kimyasal kullanim1 zorunlu ise arilar
icin en az zarara sahip ilaglar tercih edilmeli, ilaglama alanlar1 smirh tutulmals,
ilaclama yapilirken 6zenle ve sadece gerekli bolgelere yapilmalidir. Etrafta bulunan su
kaynaklarinin ilagtan etkilenmemesine dikkat edilmelidir. {laglama yapmadan énce
cevre aricilarina haber verilmeli, ilaglama saati arilarin kovanlara dondiigii zaman
olarak belirlenmelidir. Ayrica uygulama gerekli dozlarda ve belirtilen sekilde

yapilmalidir (Segmenoglu ve Baydan, 2012).
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1.4.2. Yanhs uygulanan aricilik faaliyetleri sonucu olusan kalinti

Ar hastaliklariyla miicadele i¢in bilingsizce ve kulaktan dolma bilgilerle kullanilan
bir¢ok ilacin, artya faydanin yaninda zararda verdigi, ar1 ve lirtinlerinde kalintiya sebep

olduklar1 bilinmektedir.

1.4.2.1. AKarisitler

Acari alt siifina ait zararlilarin kontroliinii saglayan pestisitler olup, fitofag akarlarin
miicadelesinde biiyiikk kolaylik saglamistir. Varroaya karsi kullanilan ilaglardir.
Akarisitler ar1 ve ar1 Uriinlerinde ciddi bulagsmalara sebep olurlar. Yagda
cozilebilenleri balmumunda birikmelere sebep olup, kiiclik miktarlarda da olsa bala
bulasabilirler. Toksik olmayan varroasitler: Organik aricilikta da kullanilabilir.
Ucgucudurlar. Yagda ve suda ¢oziinenler olarak 2 gruba ayrilabilir. Yagda ¢oziinenler
balmumunda birikirken suda ¢6ziinenler daha ¢ok balda birikim yapar. Yapilan
aragtirmalar akarisit bulasmasimin sirasiyla yavrulu gerceve, balli ¢ergeve ve bal
oldugunu gostermistir. Yine ayni sartlarda yapilan denemelerde en ¢ok kalintiy1
sirastyla bromofpropilat, kumafos ve fluvalinatin biraktig1 saptanmistir. Yine piyasada
satilan ticari temel petekler tizerinde yapilan bir ¢alismada, bromopropilat, kumafos

ve fluvalinatin var oldugu saptanmistir (Fernandez ve Lozano, 1993; Url-1).

1.4.2.2. Baldaki organik asit kalintisi

Timol genelde balmumunda 6zellikle de yavrulu c¢ercevelerde birikmektedir. Balda
ulastigi miktar limit degerleri agmamaktadir. Fakat biitin bal sezonu boyunca
kullanilirsa limit degerleri asabilir ve balin tadinda istenmeyen degisikliklere yol
acabilir. Baldaki formik asit kalintis1 asidin dogal yapisi nedeniyle ¢cok fazla sorun
yaratmaz. Eger formik asit uygulamasi baharda yapilir ve yaz sezonunda da balda
formik asit miktar1 artarsa balin tadim1 olumsuz etkileyebilir. Oksalik asit

uygulamasindan sonra balda herhangi bir kalintiya rastlanmamistir (Bogdanov, 2006).
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1.4.2.3. Antibiyotik Kalintis

Aricilikta antibiyotik kullanimi 2006 yilindan beri yasaklanmistir. Aricilikta
antibiyotik kullanimiyla olusan rezidiiler nihai tiiketici olan insanlarda akut ve kronik
toksisitenin yani sira bakterilerde diren¢ gelisimine de katkida bulunabilmektedir
(Ozkan ve ark., 2015). Gegmiste ar1 hastaliklarinda kullanilan antibiyotikler ar1 ve ar1
tirtinlerinde kalintiya sebebiyet olusturdugu i¢in giiniimiizde yasaklanmistir. Buna

ragmen bazi aricilar halen kullanmakta ve bulasa neden olmaktadirlar.

Bu nedenle bu calismada Dogu Karadeniz Bolgesi’nin 6nemli aricilik faaliyeti
merkezlerinden biri olan Giresun il smirlar1 dahilinde tretilen ballardaki mevcut
antibiyotik kalint1 diizeyleri ve bu ballar1 {ireten arilarin flora elemani olan

bakterilerdeki antibiyotik diren¢ diizeylerinin tespit edilmesi amaglanmistir.
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BOLUM 2. LITERATUR OZETI

Reybroeck (2003), Belcika marketlerinde yerel olarak iiretilen ballarda streptomisin,
tetrasiklin, siilfonamid, beta laktam ve kloramfenikol gibi antibiyotiklerin varligin
arastirmis ve aricilik faaliyetlerinde kabul gérmeyen diizeylerde antibiyotiklerin

kullanildig1 yargisini ortaya koymustur.

Sheridan ve ark. (2008), bal numunelerinde 14 siilfonamid tiirevi antibiyotik ve
kloramfenikol analizi i¢in bir yontem gelistirmis ve 25 iilkeden 116 6rnek analiz

ederek %38'inin en az bir antimikrobiyal ajan i¢erdigini rapor etmislerdir.

Uludag (2008), Ege Bolgesi’nde toplanan bal orneklerinin siilfonamid grubu
antibiyotik kalintilar1 bakimindan arastirildigini bildirmis ve bu amagla, bolge
illerinden toplanan 103 adet bal 6rneklerinde cesitli antibiyotiklerin varligini tespit

etmistir.

Gunes ve ark. (2008), Giiney Marmara Bolgesindeki 50 bal numunesinde LC-ESI-MS
yontemiyle eritromisin varligini aragtirmislar ve sonug olarak 4 numunede kalintiya

rastlanildigini rapor etmislerdir.

Muji¢ ve ark. (2011), Bosna Hersek'in kuzeybatisindaki Una-Sana Kantonu
Bolgesinde 18 farkli bolgede {iretilen bal numunelerinin 46’sinda antibiyotik

kalintisinin tespit edildigini ifade etmislerdir.

Galarini ve ark. (2013), Italya’da yapilan bir calismada farkli iilkelerden (Italya,
Macaristan, Arjantin) toplanan 50 bal numunesinde kinolin, nitroimidazol ve
stilfonamid grubu antibiyotikleri LC-MS/MS yontemiyle analiz etmislerdir. Caligma

sonucunda Italya numunelerinde siilfatiazol, ii¢ iilkeden gelen numunelerde ise
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stilfadimetoksin tespit edilmis ancak kalint1 diizeylerinin toplum saglig1 acisindan risk

olusturmayacak diizeyde oldugu ifade edilmistir.

Zai ve ark. (2013), Pakistan’da yapilan bir ¢alismada 100 adet bal numunesi markali
ve markasiz olarak iki gruba ayrilarak tetrasiklin, streptomisin, gentamisin ve penisilin
grubu antibiyotikleri aramiglardir. Markali ballarin %12,5’inde, markasiz ballarin ise

%19,96’s1nda antibiyotige rastlandig1 belirtilmistir.

Mahmoudi ve ark. (2014), Iran'm Qazvin Eyaletinden rastgele toplanan 135 bal
numunesinde ELISA yontemiyle enrofloksasin, penisilin ve kloramfenikol gibi

antibiyotiklere rastlanildigini rapor etmislerdir.

Ozkan ve ark. (2015), Ardahan ilinde 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada 180 adet bal
numunesinde siilfonamid ve streptomisin grubu antibiyotikleri ELISA yontemiyle
arastirmiglar ve numunelerde streptomisin ve siilfonamid grubu antibiyotiklerin

varligini tespit etmislerdir.

Gacic¢ ve ark. (2015), Hirvatistan’da yaptiklari bir ¢alismada pazardan toplanan 74 adet
cesitli bal 6rneklerinin higbirinde antibiyotik kalintis1 bulunmadigini tespit etmislerdir.
Ancak arastirmacilar bir sonraki asamada, test edilen bal 6rneklerinin her birine belli
miktarlarda antibiyotik ilave ederek balda kalma siirelerini arastirma yoluna
gitmiglerdir. Sonug¢ olarak; incelenen tim bal orneklerinde kloramfenikol ve

stilfathiazoliin yar1 dmriiniin 6 aydan daha uzun oldugunu kanitlamislardir.

Kutlu ve ark. (2017), Bitlis ili Hizan ilgesinde 20 farkli bolgedeki ariliklardan alinan
bal numunelerinde tetrasiklin ve siilfonamid grubu antibiyotik kalintilarina bakildigin
ve c¢alisilan Orneklerin  hi¢ birinde antibiyotik kalintisina  rastlanmadiginm

bildirmislerdir.

Saygil1 (2017), Kuarklareli ili civarinda aricilik faaliyeti yapan 27 tireticiden toplanan
petek orneklerindeki antibiyotik kalint1 diizeylerini LC-MS/MS yo6ntemiyle analiz
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etmis ve sonug olarak streptomisin, tetrasiklin ve kloramfenikoliin tespit edilmedigini

rapor etmistir.

Louppis ve ark. (2017), Kibris ve Yunanistan kokenli ballarda siilfonamidler,
tetrasiklinler, amfenikoller ve florokinolonlar gibi dort farkli antibiyotik sinifini igeren
antibiyotiklerin kalint1 diizeylerini arastirmis ve sonug olarak bunlarin arasinda ii¢ bal
orneginde oksolonik asit, siilfatiazol ve siilfadimetoksinin tespit edildigini kayit

etmislerdir.

Korkmaz ve ark. (2017), tilkemiz simirlar1 dahilinde gergeklestirilen diger bir
calismada Dogu Akdeniz'de endemik olarak iiretilen bir bal tiirii olan ¢am balindaki
antibiyotik kalinti diizeylerini arastirmiglardir. Arastirmacilar bu amag¢ icin Ege
Bolgesi’nden 59 adet dogal ¢am bali numunesi toplamis ve bu oOrneklerdeki

stilfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerinin varligini tespit etmislerdir.

Dluhosova ve ark. (2018), Cek Cumhuriyeti’'nde marketlerde satilan ve farkli cografik
kokene sahip 50 bal numunesinde UPLC-MS/MS aracilifi ile antibiyotik kalintisini
arastirmislar ve sonu¢ olarak bazi Orneklerde siilfametoksazol ve siilfadiazin

kalintisina rastlanildigini belirtmislerdir.

Mehdi ve ark. (2018), Cezayir'in kuzey bolgelerinden toplanan 23 farkli bal 6rnegini

incelenmis ve ¢cok azinda kloramfenikole rastlanildigini rapor etmislerdir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bal ve Ar1 Orneklerinin Toplanmasi

2015 yili Haziran-Eyliil doneminde Giresun ili ve ilgelerindeki yaylar1 kapsayan ve
aricilik faaliyetlerinin gerceklestirildigi bolgelerden steril sartlar altinda 22 farkh
aricidan 3 paralel ve ayri kovanlardan olmak {izere 100 gr bal ve 10-20 adet ar1
numunesi alinmistir (Sekil 3.1). Alinan numuneler etiketlenip ayni giin igerisinde

laboratuvarlara ulastirilmis ve analiz yapilana kadar -20 °C bekletilmistir.
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SEBINKARAHISAR
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Sekil 3. 1. Giresun il haritas1 (Url-2)
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3.2. Analiz Asamalan

Ordu, Aricilik Aragtirma Enstitiisti Mudiirligii Laboratuvarlarinda bal numunelerinde
stilfonamid, tetrasiklin ve streptomisin grubu antibiyotiklerin analizleri Randox cihazi
ve ona ait kitler ile asagidaki prosediirler izlenerek yapilmistir. Bal numunelerindeki

kalint1 diizeyi test edilen antibiyotikler Tablo 3.1’°deki gibidir.

Sekil 3. 2. Randox cihazi
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Tablo 3. 1. Analiz edilen antibiyotikler

Kisaltma Ismi Antibiyotik Kisaltma smi Antibiyotik
SZ Siilfadiazin SCP Stilfaklorpridazin
SDM Stilfadimetoksin DAPS Dapson
SQ Stlfakinoksalin SD Silfadoksin
SMT Stilfametazin/ stilfamidin TMP Trimetoprim
SMX Stiilfametoksazol CEFT Seftiofur
ST Stlfatiyazol TAF Tiamfenikol
SS Siilfizoksazol STR Streptomisin
SpP Stlfapiridin TYL Tilosin
SM Stilfamerazin TCN Tetrasiklin
SMM Stilfamonometoksin QNL Kinolonlar
SMP Stilfametoksipiridazin

3.2.1. Antibiyotik kalint1 diizeyi tespiti icin uygulanan protokoller

3.2.1.1. Antimikrobiyal dizi I ultra kit protokolii

I. Asama (Orneklerin hazirlanmasi)

Kit kullanilmadan 6nce reaktiflerin oda sicakligina ulagsmasi saglanmistir.

Kalibratorlerin hazirlanmasi:

Bu kitte kalibratorler kullanima hazir olarak

gelmektedir. Son kullanim tarihine kadar +2/+8 °C’de saklanmalidir.

Kontroliin hazirlanmasi: Bu kitte kontrol kullanima hazir olarak gelmektedir. Son

kullanim tarihine kadar +2/4+8 °C’de saklanmalidir.

Yikama soliisyonunun (Wash Buffer) hazirlanmasi: 32 ml yikama soliisyonu + 968

ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir.
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Ornegin hazirlanmast:

a. 1 gr. bal numunesi tartilmistir.

b. Uzerine 37 °C’ye 1s1tilmis yikama soliisyonundan 9 ml ilave edilmistir.

¢. Bal numunesi ¢oziiniinceye kadar roll karistirict ile 10 dakika karistirilmastir.

d. Uzerine 10 ml daha yikama soliisyonundan ilave edilmistir ve kisaca vortex ile

karistirilmistir. Ornegimiz biyogipe uygulamak icin hazir hale gelmistir.

Diliisyon Faktorii (DF) : 20

II. Asama (inkiibasyon ve Konjiigasyon)

Kullanilacak kuyu/kuyular 6zel aliminyum ambalajlarindan ¢ikartilmistir. Her tiglii
stranin bir kuyucugunun arka kismina cam kalemiyle yukari ok (1) isareti ¢izilmistir.
Kullanilmayacak olan 3’lii kuyucuklar tasiyicidan alinarak 6zel ambalajina silika

boncuklartyla birlikte agiz1 kapatilarak yerlestirilmistir.

a. Kullanilacak biyogiplerin ID kisimlar1 cam kalemiyle doldurulmustur (Ornek; AM
I Kalibrator, AM I Sample, vs.)

b. Her kuyucuga 200 pl tahlil seyreltici (Dil Asy) ilave edilmistir. (Kalibrator Biyogipi

icin de bu soliisyondan ilave edilir.)

¢. 50 ul 6rnek/kalibrator/kontrol, kuyucuklara sirayla ilave edilmistir.

d. Kuyu/Kuyular tasima aparatina takilmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.
e. Kuyu/Kuyular 30 dakika 25 °C, 370 rpm’de inkiibe edilmistir.

f. Inkiibasyonun sonlanmasina 5 dakika kala konjugat hazirlanmustur.
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Konjugatin hazirlanmasi ve saklanmasi

Bu kitte konjugat kullanima hazir olarak gelmektedir. Liyofilize olmadigi i¢in 6nceden
sulandirilmasina gerek yoktur. Kuyu/Kuyular uygulamadan 6nce kitte bulunan Diluent
Konjugati (Seyreltici Konjugat) ile yeterli miktarda sulandirilmigtir. Sulandirma

miktarlar1 asagidaki gibidir.

1. Kuyu/Kuyular i¢in: 10 pl Konsantre Konjugat + 490 pl Seyreltici Konjugat
2. Kuyu/Kuyular i¢in: 20 pl Konsantre Konjugat + 980 ul Seyreltici Konjugat
3. Kuyu/Kuyular i¢in: 30 pl Konsantre Konjugat + 1470 ul Seyreltici Konjugat
4. Kuyuw/Kuyular i¢in: 40 ul Konsantre Konjugat + 1960 pl Seyreltici Konjugat
5. Kuyu/Kuyular i¢in: 50 pl Konsantre Konjugat + 2450 ul Seyreltici Konjugat

6. Kuyuw/Kuyular i¢in: 60 pl Konsantre Konjugat + 2940 pl Seyreltici Konjugat

g. Hazirlanan konjugattan her kuyucuga 50 pl ilave edilmistir.

h. Kuyu/Kuyular 1 saat 25 °C, 370 rpm’de inkiibe edilmistir.

III. Asama (Yikama ve Okuma)

a. Kuyu/Kuyular inkiibatdrden tagima aparati ile birlikte alinarak lavaboda hizlica ters
cevrilerek igerisindeki sivi bosaltilmis ve yikama islemlerine ge¢ilmistir. Toplamda 6
kez yikama yapilmistir. Bu yikamalardan 2’si hizli yikama 4’i inkiibasyonlu

yikamalardir.
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Yikama asamalari:

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tagima aparatinin her

kosesine 5’er saniye vurularak (tapping) bosaltilir (1.Y1kama).
Onceki islem tekrar edilir (2.Y1kama).

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tasima aparatinin her
kosesine 5’er saniye vurulur ve kronometre 2 dakikaya ayarlanarak baslatilir. 2
dakikalik inkiibasyonun bitimine 20 saniye kala tekrar tagima aparatinin her kosesine

5’er saniye vurulur ve bosaltilir (3.Y1ikama).
Onceki islem 3 kez daha tekrar edilir.

Islemler sonunda kuyucuklar yikama soliisyonuyla yari dolum yapilarak okuma éncesi
karanlik bir ortama koyulmus ve kemiliiminisans 1sima soliisyonu (LUM+PX)

hazirlanmstir.

3 LUM+PX soliisyonunun hazirlanmasi (1:1)

1 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX,

2 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX,

3 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX,

Kayip (Olii) Hacim: 250 pl LUM+PX,

Toplam (Her 3’lii sira i¢in) : 1 ml LUM+PX (500 ul LUM+ 500 pl PX) hazirlanir.

b. Yar1 dolu kuyu/kuyular tasima aparatindan ¢ikartilarak i¢i bosaltilmis ve kagit

havluya sarilarak kuyucuklarda sivi kalmayacak sekilde kurutulmustur.

¢. Kurutma isleminden sonra herbir kuyucuga 250 ul LUM+PX karisimindan ilave
edilmistir. Son kuyucuga 1s1ma soliisyonu ilave edildigi anda kronometre baslatilarak
karanlik bir ortamda 2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun bitimine 15 saniye kala
taslagi onceden hazirlanmis olan cihaza kuyulara yerlestirilmis ve okuma islemi
baglatilmistir. 2,5 dakika sonunda okuma islemi tamamlanmis ve kuyular cihazdan

alinarak sonuglar yorumlanmaistir.
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3.2.1.2. Antimikrobiyal dizi II kit protokolii

I. Asama (Orneklerin Hazirlanmas)
Kit kullanilmadan 6nce reaktiflerin oda sicakligina ulagsmasi saglanmastir.

Kalibratorlerin hazirlanmasi: Bu kitte kalibratorler liyofilize (toz) haldedir. 1 ml
Sulandirma Tamponu (Reconstitution Buffer) ile sulandirilarak 30 dakika ¢oziinmesi
saglanmistir. Sulandirildiktan sonra kalibratorler +2/+8 °C’de 8 saat stabil

kalmaktadir. Bu siire sonunda stabiliteleri diismektedir.

Kontroliin hazirlanmasi: Bu kitte kontrol liyofilize olarak gelmektedir. 1 ml Buf Rec
(Reconstitution Buffer) ile sulandirilarak 30 dakika c¢oziinmesi saglanmistir. Son

kullanim tarihine kadar +2/4+8 °C’de saklanmistir.

Yikama soliisyonunun (Wash Buffer) hazirlanmasi: 32 ml yikama soliisyonu +968
ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir. Bu buffer +2/+8 °C’de 1 ay saklanabilir.
Kullanim sikligina bagli olarak bu buffer 16 ml yikama soliisyonu + 484 ml distile su

8 ml yikama soliisyonu + 242 ml distile su ile hazirlanmistir.

Ornegin hazirlanmasi:

a. 1 gr. bal numunesi tartilmistir.

b. Uzerine 37 °C’ye 1sit1lmis yikama soliisyonundan 9 ml ilave edilmistir.

¢. Bal numunesi ¢6ziinlinceye kadar roll karistirict ile 10 dakika karigtirilmistir.

d. Uzerine 10 ml daha yikama soliisyonundan ilave edilmis ve kisaca vortex ile

karistirilmastir.
Ornegimiz biyogipe uygulamak i¢in hazir hale getirilmistir.

Diliisyon Faktorii (DF) : 20

22



II. Asama (inkiibasyon ve Konjiigasyon)

Kullanilacak kuyuw/kuyular 6zel aliminyum ambalajlarindan ¢ikartilmistir. Her {iglii
stranin bir kuyucugunun arka kismina cam kalemiyle yukari ok (1) isareti ¢izilmistir.
Kullanilmayacak olan 3’lii kuyucuklar tasiyicidan alinarak 6zel ambalajina silika

boncuklartyla birlikte agiz1 kapatilarak yerlestirilmistir.

a. Kullanilacak biyogiplerin ID kisimlar1 cam kalemiyle doldurulmustur. (Ornek; AM
IT Kalibratér, AM II Sample, vs.)

b. Her kuyucuga 100 pl tahlil seyreltici (Dil Asy) ilave edilmistir. (Kalibrator Biyogipi
icinde)

c. 100 pl 6rnek/kalibrator/kontrol, kuyucuklara sirayla ilave edilmistir.
d. Kuyu/Kuyular tasima aparatina takilmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.
e. Kuyuw/Kuyular 30 dakika 25 °C, 370 rpm’de inkiibe edilmistir.

f. inkiibasyonun sonlanmasina 5 dakika kala konjugat hazirlanmustir.

Konjugatin hazirlanmasi ve saklanmasi

Bu kitte konjugat 10X konsantrasyonunda liyofilize olarak gelmektedir. Son kullanim
tarthine kadar +2/4-8 °C’de liyofilize olarak saklanabilir 30 dakikalik ilk inkiibasyon
basladiginda kit ig¢erisinde bulunan AM II Seyreltici Konjugat Soliisyonundan 1 ml
alinarak liyofilize siseye aktarilmis ve tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Sulandirilan
konjugat +2/+8 °C’de 24 saaat -20 °C’de 3 hafta 1siktan uzakta saklanmalidir. 1k
inkiibasyonun bitimine 5 dakika kala kuyu/kuyulara yetecek miktarda tekrar AM II
Seyreltici Konjugat Soliisyonu ile yeterli miktarda sulandirilmistir. Sulandirma

miktarlart asagidaki gibidir.
1. Kuyu i¢in: 100 ul Konsantre Konjugat + 900 pl Seyreltici Konjugat
2. Kuyu i¢in: 200 pl Konsantre Konjugat + 1800 pl Seyreltici Konjugat

3. Kuyu i¢in: 300 ul Konsantre Konjugat + 2700 pl Seyreltici Konjugat
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4. Kuyu icin: 400 pl Konsantre Konjugat + 3600 pl Seyreltici Konjugat
5. Kuyu i¢in: 500 pl Konsantre Konjugat + 4500 pl Seyreltici Konjugat
6. Kuyu i¢in: 600 pl Konsantre Konjugat + 5400 pl Seyreltici Konjugat
g. Hazirlanan konjugattan her kuyucuga 100 pl ilave edilmistir.

h. Kuyu/Kuyular 1 saat 25 °C, 370 rpm de inkiibe edilmistir.

III. Asama (Yikama ve Okuma)

a. Kuyu/Kuyular inkiibatorden tasima aparati ile birlikte alinarak lavaboda
hizlica ters cevrilerek icerisindeki sivi bosaltilmis ve yikama islemlerine
gecilmistir. Toplamda 6 kez yikama yapilmistir. Bu yikamalardan 2’si hizl

yikama 4’1 inkiibasyonlu yikamalardir.

Yikama asamalari:

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tagima aparatinin her

kosesine 5’er saniye vurularak (tapping) bosaltilir (1.Y1kama).
Onceki islem tekrar edilir (2.Y1ikama).

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tasima aparatinin her
kosesine 5’er saniye vurulur ve kronometre 2 dakikaya ayarlanarak baslatilir. 2
dakikalik inkiibasyon sonunda tekrar tasima aparatinin her kosesine 5’er saniye

vurulur ve bosaltilir (3.Y1kama).
Onceki islem 3 kez daha tekrar edilmistir.

Islemler sonunda kuyucuklar yikama soliisyonuyla yar1 dolum yapilarak okuma éncesi
karanlik bir ortama koyulmus ve kemiliiminisans isima soliisyonu (LUM+PX)

hazirlanmstir.
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LUM+PX soliisyonunun hazirlanmasi (1:1)

1 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

2 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

3 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

Kay1p (Olii) Hacim: 250 ul LUM+PX

Toplam (Her 3’1t sira i¢in) : 1 ml LUM+PX (500 pl LUM+ 500 ul PX)

b. Yart dolu Kuyu/Kuyular tagima aparatindan ¢ikartilarak i¢i bosaltilmis ve kagit

havluya sarilarak kuyucuklarda sivi kalmayacak sekilde kurutulmustur.

c¢. Kurutma isleminden sonra her bir kuyucuga 250 ul LUM+PX karisimindan ilave
edilmistir. Son kuyucuga 1s1ma soltisyonu ilave edildigi anda kronometre baslatilarak
karanlik bir ortamda 2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun bitimine 15 saniye kala
taslagi onceden hazirlanmis olan cihaza kuyulara yerlestirilmis ve okuma islemi
baslatilmistir. 2,5 dakika sonunda okuma islemi tamamlanmis ve kuyular cihazdan

alinarak sonuglar yorumlanmustir.
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3.2.1.3. Antimikrobiyal dizi IV kit protokolii

I. Asama (Orneklerin hazirlanmasi)
Kit kullanilmadan 6nce reaktiflerin oda sicakligina ulagsmasi saglanmastir.

Kalibratorlerin hazirlanmasi: Bu kitte kalibratorler 100X liyofilize (toz) haldedir. 1
ml Yikama soliisyonu ile sulandirilarak 30 dakika ¢6ziinmesi saglanmastir.
Sulandirildiktan sonra kalibratérler +2/+8 °C 8 saat -20 °C’de 1 hafta stabil

kalmaktadir. Bu siireler sonunda stabiliteleri diismektedir.

Kontroliin hazirlanmasi: Bu kitte kontrol liyofilize (toz) haldedir. 1 ml Yikama
soltisyonu ile sulandirilarak 30 dakika ¢6ziinmesi saglanmistir. Sulandirildiktan sonra
kontrol +2/+8 °C’de 8 saat -20 °C’de 1 hafta stabil kalmaktadir. Bu siireler sonunda

stabilitesi dismektedir.

Yikama soliisyonunun (Wash Buffer) hazirlanmasi: 32 ml yikama soliisyonu + 968
ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir. Bu buffer +2/+8 °C’de 1 ay saklanabilir.
Kullanim sikligina bagli olarak bu buffer 16 ml yikama soliisyonu + 484 ml distile su

8 ml yikama soliisyonu + 242 ml distile su ile hazirlanabilir.

K2HPO4 tamponunun hazirlanmasi: 6,8 gr (£0,02) KoHPO4 tartilarak 1L°lik balon
jojeye aktarilmistir. Uzerine ~200 ml distile su ilave edilmistir. Ko2HPO4 kimyasali

coziindiikten sonra hacmi distile su ile 1L’ ye tamamlanmaistir.

Ornegin hazirlanmast:
a. 1 gr. bal numunesi tartilmistir.
b. Uzerine 9 ml 40mM K>HPO4 (pH 8,0) ilave edilmistir.

c. Uzerine 10 ml daha yikama soliisyonundan ilave edilmis ve 1 dakika vortex ile

karistirilmistir. Ornegimiz biyogipe uygulamak igin hazir hale getirilmistir.

Diliisyon faktori (DF) : 20
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II. Asama (inkiibasyon ve Konjiigasyon)

Kullanilacak kuyukuyular 6zel aliiminyum ambalajlarindan ¢ikartilmigtir. Her iglii
stranin bir kuyucugunun arka kismina cam kalemiyle yukari ok (1) isareti ¢izilmistir.
Kullanilmayacak olan 3’lii kuyucuklar tasiyicidan alinarak 6zel ambalajina silika

boncuklariyla birlikte agiz1 kapatilarak yerlestirilir.

a. Kullanilacak kuyu/kuyular ID kisimlari cam kalemiyle doldurulmustur. (Ornek; AM
IV Kalibrator, AM IV Sample, vs.)

b. Her kuyucuga 100 pl tahlil seyreltici (Dil Asy) ilave edilmistir. (Kalibrator Biyogipi
icinde)

c. 100 pl ornek/kalibrator/kontrol, kuyucuklara sirayla ilave edilmistir.
d. Kuyu/Kuyular tasima aparatina takilmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.
e. Kuyu/Kuyular 30 dakika 25 °C, 370 rpm’de inkiibe edilmistir.

f. Inkiibasyonun sonlanmasina 5 dakika kala konjugat hazirlanmustir.

Konjugatin hazirlanmasi ve saklanmasi

Bu kitte konjugat 100X konsantrasyonunda liyofilize olarak gelmektedir. Son
kullanim tarihine kadar +2/+8 °C’de liyofilize olarak saklanabilir 30 dakikalik ilk
inkiibasyon basladiginda Yikama Soliisyonundan 1 ml alinarak liyofilize siseye
aktarilmis ve tamamen ¢6zlinmesi saglanmistir. Sulandirilan konjugat +2/+8 °C’de 48
saat, -20 °C’de 2 hafta 1siktan uzakta saklanmalidir. ilk inkiibasyonun bitimine 5
dakika kala kuyu/kuyulara yetecek miktarda tekrar Yikama Soliisyonu ile yeterli

miktarda sulandirilmistir. Sulandirma miktarlar1 asagidaki gibidir.

1. Kuyu i¢in: 10 pl Konsantre Konjugat + 990 pul Yikama Soliisyonu
2. Kuyu i¢in: 20 pl Konsantre Konjugat + 1980 ul Yikama Soliisyonu
3. Kuyu i¢in: 30 ul Konsantre Konjugat + 2970 ul Yikama Soliisyonu

4. Kuyu i¢in: 40 pl Konsantre Konjugat + 3960 ul Yikama Soliisyonu
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5. Kuyu i¢in: 50 pl Konsantre Konjugat + 4950 pl Yikama Soliisyonu
6. Kuyu i¢in: 60 pl Konsantre Konjugat + 5940 ul Yikama Soltisyonu
g. Hazirlanan konjugattan her kuyucuga 100 pl ilave edilmistir.

h. Kuyu/Kuyular 1 saat 25 °C, 370 rpm de inkiibe edilmistir.

III. Asama (Yikama ve Okuma)

a. Kuyuw/Kuyular inkiibatorden tasima aparati ile birlikte alinarak lavaboda hizlica ters
cevrilerek igerisindeki sivi1 bosaltilmis ve yikama islemlerine gecilmistir. Toplamda 6
kez yikama yapilmistir. Bu yikamalardan 2’si hizli yikama 4’ inkiibasyonlu

yikamalardir.

Yikama asamalari:

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tagima aparatinin her

kosesine 5’er saniye vurularak (tapping) bosaltilir (1.Y1kama).
Onceki islem tekrar edilir (2.Y1kama).

Kuyucuklar % oraninda yikama soliisyonu ile doldurulur. Tasima aparatinin her
kosesine 5’er saniye vurulur ve kronometre 2 dakikaya ayarlanarak baslatilir. 2
dakikalik inkiibasyon sonunda tekrar tasima aparatinin her kosesine 5’er saniye

vurulur ve bosaltilir (3.Yikama).

Onceki islem 3 kez daha tekrar edilmistir.

Islemler sonunda kuyucuklar yikama soliisyonuyla yar1 dolum yapilarak okuma éncesi
karanlik bir ortama koyulmus ve kemiliiminisans isima soliisyonu (LUM+PX)

hazirlanmstir.
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LUM+PX soliisyonunun hazirlanmasi (1:1)

1 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

2 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

3 nolu kuyucuk i¢in: 250 ul LUM+PX

Kay1p (Olii) Hacim: 250 ul LUM+PX

Toplam (Her 3’1t sira i¢in) : 1 ml LUM+PX (500 pl LUM+ 500 ul PX)

b. Yar1 dolu kuyu/kuyular tagima aparatindan ¢ikartilarak i¢i bosaltilmis ve kagit

havluya sarilarak kuyucuklarda sivi kalmayacak sekilde kurutulmustur.

c. Kurutma isleminden sonra herbir kuyucuga 250 ul LUM+PX karisimindan ilave
edilmistir. Son kuyucuga 1s1ma soltisyonu ilave edildigi anda kronometre baslatilarak
karanlik bir ortamda 2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun bitimine 15 saniye kala
taslagi onceden hazirlanmis olan cihaza kuyulara yerlestirilmis ve okuma islemi
baslatilmistir. 2-2,5 dakika sonunda okuma islemi tamamlanmis ve biyog¢ip cihazdan

alinarak sonuglar yorumlanmustir.

3.3. Arilardan Bakteri izolasyonu

Aricilik faaliyeti yapan iireticilerden bal orneklerinin temin edildigi her kovandan
alman arillardan, 1 gr gelecek sekilde steril sartlar altinda i¢ muhteviyat alinmis,
homojenize edilmis ve seri sulandirma ile PCA ve MacConkey Agar (Merck) {izerine
ekim yapilarak 24-72 saat 35 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben
bakteri kolonilerinden rastgele secilerek Nutrient Agar’da (Merck) stok kiiltiirleri

yapilmistir.
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3.4. Bakterilerin Antibiyotik Direnc Testleri

Antibiyotik hassasiyet testleri agar difiizyon testi uygulanarak yapilmistir (Bauer ve
ark., 1966). Bu testlerde kullanilan antibiyotikler Tablo 3.2’deki gibidir. Antibiyotik
disklerinin etkisini dogrulamak icin referans bakteri olarak NCCLS’nin (1997)
onerdigi Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

kullanilmastir.

Tablo 3.2. Antibiyogram testlerinde kullanilan antibiyotikler

Antibiyotik Kodu, Derisimi Antibiyotik Ad1 Grubu

AK, 30 ug Amikasin Aminoglikozit
AM, 10 pg Amfisilin Aminopenisilin
CZ,30 ug Sefazolin Sefalosporin 1
CXM, 30 ug Sefuroksim Sefalosporin 2
CTX, 30 ug Sefotaksim Sefalosporin 3
NA, 30 pg Nalidiksik Asit Kinolin

TE, 30 pg Tetrasiklin Tetrasiklin

E, 15 ug Eritromisin Makrolid

3.5. Coklu Antibiyotik Direnclilik Diizeylerinin Belirlenmesi

CAD indeks degeri her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Eger izolat insan ya da
hayvan kaynakli antibiyotiklere yogun miktarda maruz kalmis ise, o zaman 0,2 den
daha yiiksek bir CAD indeks degeri ortaya ¢ikmaktadir. Eger antibiyotik ¢ok nadir
kullanilmigsa ya da hi¢ kullanilmamissa CAD indeks degeri 0,2 den kiiclik ya da 0,2
ye esit olarak kabul edilmektedir (Krumperman, 1985).
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antibiyotik Kalinti Analizleri

Giresun il simirlar1 iceresinde toplanan bal numunelerindeki antibiyotik kalinti
degerleri degisimi Siilfadiazin (SZ): 0-4,88 ppb, Siilfadimetoksin (SDM): 0-8,13 ppb,
Stlfakinoksalin (SQ): 0-4,32 ppb, Siilfametazin/siilfamidin (SMT): 0->380 ppb,
Stilfametoksazol (SMX): 0-3,69 ppb, Siilfatiyazol (ST): 0-3,67 ppb, Siilfizoksazol
(SS): 0-5,80 ppb, Siilfapiridin (SP): 0-153,55 ppb, Siilfamerazin (SM): 0-41,42 ppb,
Stilfamonometoksin (SMM): 0-21,38 ppb, Siilfametoksipiridazin (SMP): 0-3,72 ppb,
Stilfaklorpridazin (SCP): 0-1,94 ppb, Dapson (DAPS): 0-8,79 ppb, Siilfadoksin (SD):
0-3,18 ppb, Trimetoprim (TMP): 0-1,55 ppb, Seftiofur (CEFT): 0-0,43 ppb,
Tiamfenikol (TAF): 0 ppb, Streptomisin (STR): 0-5,38 ppb, Tilosin(TYL): O ppb,
Tetrasiklin (TCN): 0,79->68 ppb ve Kinolonlar (QNL): 0-13,49 ppb olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.1).

Istasyon olarak degerlendirme yapildiginda Siilfadiazin (SZ) kalinti miktari
bakimindan; Bulancak: 0-4,88 ppb, Tirebolu: 4 ppb, Espiye: 0 ppb, Kesap: 0-4,23 ppb,
Merkez: 0 ppb, Siilfadimetoksin (SDM) bakimindan; Bulancak: 0,39-8,13 ppb,
Tirebolu: 0,97 ppb, Espiye: 0-0,90 ppb, Kesap: 0-7,22 ppb, Merkez: 0,38 ppb,
Stilfakinoksalin (SQ) bakimindan; Bulancak: 0-3,60 ppb, Tirebolu: 0,24 ppb, Espiye:
0-0,15 ppb, Kesap: 0-4,32 ppb, Merkez: 0 ppb, Siilfametazin/siilfamidin (SMT)
bakimindan; Bulancak: 0-25,67 ppb, Tirebolu: >380 ppb, Espiye: 0-10,03 ppb, Kesap:
0-376,7 ppb, Merkez: 0,52 ppb, Siilfametoksazol (SMX) bakimindan; Bulancak: 0-
3,69 ppb, Tirebolu: 0,08 ppb, Espiye: 0-0,8 ppb, Kesap: 0-3,42 ppb, Merkez: 0 ppb,
Stilfatiyazol (ST) bakimindan; Bulancak: 0-3,67 ppb, Tirebolu: 0,86 ppb, Espiye: 0-
0,75 ppb, Kesap: 0-2,99 ppb, Merkez: 0,58 ppb, Siilfizoksazol (SS) bakimindan;
Bulancak: 0-5,10 ppb, Tirebolu: 0 ppb, Espiye: 0-1,12 ppb, Kesap: 0-5,80 ppb,
Merkez: 1,04 ppb, Siilfapiridin (SP) bakimindan; Bulancak: 0,09-11,42 ppb, Tirebolu:
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153,55 ppb, Espiye: 0,02-0,64 ppb, Kesap: 0-11,35 ppb, Merkez: 0,56 ppb,
Stilfamerazin (SM) bakimindan; Bulancak: 0,07-2,65 ppb, Tirebolu: 41,42 ppb,
Espiye: 0,13-0,36 ppb, Kesap: 0-2,87 ppb, Merkez: 0,23 ppb, Siilfamonometoksin
(SMM) bakimindan; Bulancak: 0,76-21,38 ppb, Tirebolu: 10,70 ppb, Espiye: 0,23-
1,94 ppb, Kesap: 0-20,08 ppb, Merkez: 0 ppb, Siilfametoksipiridazin (SMP)
bakimindan; Bulancak: 0-3,72 ppb, Tirebolu: 3,02 ppb, Espiye: 0-0,27 ppb, Kesap: 0-
3,00 ppb, Merkez: 0,05 ppb, Siilfaklorpridazin (SCP); Bulancak: 0-0,89 ppb, Tirebolu:
0 ppb, Espiye: 0-0,10 ppb, Kesap: 0-1,94 ppb, Merkez: 0,26 ppb, Dapson (DAPS)
bakimindan; Bulancak: 0-0,92 ppb, Tirebolu: 8,79 ppb, Espiye: 0-0,97 ppb, Kesap: 0-
0,83 ppb, Merkez: 0,83 ppb, Siilfadoksin (SD) bakimindan; Bulancak: 0-2,08 ppb,
Tirebolu: 0 ppb, Espiye: 0-0,19 ppb, Kesap: 0-3,18 ppb, Merkez: 0,05 ppb,
Trimetoprim (TMP) bakimindan; Bulancak: 0,03-1,49 ppb, Tirebolu: 0,13 ppb,
Espiye: 0-0,88 ppb, Kesap: 0-1,55 ppb, Merkez: 0,73 ppb, Seftiofur (CEFT)
bakimindan; Bulancak: 0-0,43 ppb, Tirebolu: 0,36 ppb, Espiye: 0-0,16 ppb, Kesap: 0-
1,11 ppb, Merkez: 0,10 ppb, Tiamfenikol (TAF) bakimindan; Bulancak: 0 ppb,
Tirebolu: 0 ppb, Espiye: 0 ppb, Kesap: 0 ppb, Merkez: 0 ppb, Streptomisin (STR)
bakimindan; Bulancak: 0-5,38 ppb, Tirebolu: 0 ppb, Espiye: 0-1,24 ppb, Kesap: 0-5,36
ppb, Merkez: 0 ppb, Tilosin (TYL) bakimindan; Bulancak: O ppb, Tirebolu: 0 ppb,
Espiye: 0 ppb, Kesap: 0 ppb, Merkez: 0 ppb, Tetrasiklin (TCN) bakimindan; Bulancak:
2,94->68 ppb, Tirebolu: >68 ppb, Espiye: 0,79-3,21 ppb, Kesap: 1,96-13,62 ppb,
Merkez: 3,85 ppb, Kinolonlar (QNL) bakimindan; Bulancak: 0,79-10,60 ppb,
Tirebolu: 2,61 ppb, Espiye: 0,40-5,35 ppb, Kesap: 0-13,49 ppb, Merkez: 1,34 ppb,
olarak tespit edilmistir (Tablo 4.1).
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4.2. izolatlardaki Antibiyotik Direnc¢ Diizeyi

Bal numunelerinin alindig1 kovandaki ar1 kolonisinden rastgele ve steril sartlar altinda
alinan ar1 6rneklerinden izole edilen toplam 59 izolatin antibiyotik direng diizeyi Sekil
4.1°deki gibidir. Antibiyotik direng diizey oranlari sirasiyla; AMP %74,6, KZ: %54,2,
NA: %30,5, CXM: %23,7, CTX: %22, E: %10,2 ve TE: %5,1 olarak saptanmuistir.
Ayrica c¢alisma siiresince elde edilen tiim izolatlarin AK’ye kars1 hassas oldugu kayit

edilmistir.

% Antibiyotik Direnci

CTX
CXM
Kz

TE
AK
NA

m

AMP

o

20 40 60 80 100

Sekil 4.1. izolatlarin antibiyotik direng yiizdeleri



Sekil 4.2. Izolatlarm antibiyotik direng testleri
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4.3. Izolatlarin Coklu Antibiyotik Direnc¢ indeksi

[zolatlarin Coklu Antibiyotik Direng Indeksi analizine gére %36 sinin referans degeri
astig1 tespit edilmistir. Ayrica, ¢alisma boyunca elde edilen 59 izolatin en az 1
antibiyotige kars1 direng tasidig1 kayit edilmistir. Test edilen antibiyotik sayisina gore
direng¢ gosteren izolat sayilar1 Tablo 4.2°deki gibidir.

Tablo 4.2. Izolatlarm antibiyotik direng sayilari

Antibiyotik Sayisi
0 1 2 3 4 5 6 7 8
D_ireng:li
Izolat - 23 18 6 7 5 - - -
Sayisi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Tarih boyunca saglikli yasam i¢in son derece énem arz eden besin kaynaklarindan biri
olan balda; tilkemizdeki yasal diizenlemeler incelendiginde Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal
Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum
Kalinti Limitleri Yo6netmeligi (Anonim, 2017) hiikiimleri uyarinca sadece amitraz ve
kumafos icin en yiiksek kalinti limitleri belirlemis ancak herhangi bir antibiyotik igin
kalinti seviyesi miktar1 ifade edilmemistir. Balda cesitli iilkelerde referans olarak

kullanilan maksimum kalint1 limitleri Tablo 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5. 1. Bal i¢in ¢esitli tilkelerin belirledigi maksimum kalint1 limitleri (ppb) (Zhang ve ark., 2019)

Antibiyotikler gl‘:i:g:? Cin ABD lsvicre Belcika Fransa Tiirkiye
Siilfonamidler 50 50 - 50 20 - d
Nitrofuranlar i ’ - - 1¢ 3 d
Enrofloksasin - d d - 5 - d
Tetrasiklinler 20 50 - 20 20 10 d
Kloramfenikol 0.3 e d - 0.1 - d
Eritromisin 20 e - - 20 - d
Furazolidon d e d d
Streptomisin 40 - - 20 20 10 d
Streptomisin 20 - - - 60 15 d
Fumagilin - - - - 25 - d
Lincomisin - - - - 20 - d

-, Tlgili bilgi mevcut degildi.

a [zleme i¢in 6nerilen konsantrasyon.

b Kanatli eti ve Su Uriinleri Uriinleri igin gegerli, bal i¢in uygulanabilir deger
¢ Komisyon Kararina (2002/657/EC) gore belirlenen asgari limit diizeyi

d Yasakl

e Tespit Edilmedi

Ardahan ili dahilinde toplanan 180 adet bal numunesinin %37,77’inde streptomisin,
%94’iinde ise siilfonamid kalmtisina rastlamldig: rapor edilmistir (Ozkan ve ark.,
2015). Ayrica caligmada en yliksek degerler sirastyla 5,57 ile 2,79 ppm olarak kayit

edilmistir.
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Mugla ilinden topladiklar1 bal numunelerindeki siilfametazin diizeyinin tespit edilen
orneklerdeki degisimi 9,2-1501 ng/g, siilfametoksazolun tespit edilen 6rneklerdeki
degisim aralig1 9,94-22,56 ng/g olarak rapor edilmistir. Yine aym ¢alismada izmir ili
dahilinde toplanan bal numunelerinde siilfamerazin diizeyinin tespit edilen
orneklerdeki degisimi 9,43-28,5 ng/g, siilfametazin diizeyinin tespit edilen
orneklerdeki degisimi 8,3-60 ng/g olarak tespit edilmistir. Manisa ili menseli bal
numunelerinde 14,30 ng/g diizeyinde siilfametoksazol kalintisi, Kiitahya ilindeki
numunelerde ise bu kalinti 20 ng/g olarak rapor edilmistir. Yine Kiitahya ilinde
siilffametazin diizeyinin tespit edilen orneklerdeki degisimi 100-9901 ng/g olarak
kayitlara ge¢mistir. Aydin ilinden toplanan bal orneklerinde sadece 1 numunede
stilfamerazin 16,7 ng/g, Denizli’den toplanan bal 6rneklerinde de yine 1 Ornekte

stilfametazin 49,12 ng/g olarak analiz edilmistir (Uludag, 2008).

Ulkemiz cografyasinin yaygin aricilik faaliyetinin yapildigi 6 bolgesinde dogrudan
tireticilerin peteklerinden siizilmiis olarak toplanan bal numunelerinin 1714’sinde
stilfametazin, 1425’inde tetrasiklin ve 91’inde streptomisin varligi tespit edilmistir.
Oran olarak degerlendirildiginde tiim numunelerin %37,77’sinde streptomisin ve
%52,22’sinde ise siilfonamid kalintisinin rapor edildigi soylenebilmektedir (Sunay,

2000).

Kiiresel boyutta irdelendiginde; Ingiltere’de, ithalat yolu ile tedarik edilen toplam 105
adet bal numunesinin 2’sindeki siilfonamid kalinti diizeyi 44-11000 ng/ml (Url-3),
Fransa’da yapilan bir ¢alismada 148 adet bal numunesinin 19’undaki stilfonamid
kalint1 diizeyi 10-6127 ng/ml (Martel ve Zeggane, 2003), Belgika’da ger¢eklestirilen
calismada ise yerel programla iiretilen toplam 72 adet bal numunesinin 3’{inde, ithal
yol ile temin edilen 98 adet bal numunesinin 31’inde siilfonamid kalintisina
rastlanildig1 rapor edilmistir (Reybroeck, 2003). Mevcut durum altinda Giresun ili
dahilinde toplanan drneklerdeki siilfonamid kalint1 diizeyi degisiminin 0,43->380 ppb
araliginda olmasi diinya ve tilke genelinde oldugu gibi Giresun ili dahilindeki aricilik
faaliyetlerinde de yasadis1 olarak siilfonamidlerin  kullanildigi  bilgisini

dogrulamaktadir.
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Ege Bolgesi’ndeki dogal ¢am ballarindan toplanan 59 6rnegin 35’inde tetrasiklin
grubu antibiyotikler 6-42 ppb aralifinda, 31’inde siilfametazin 3-32 ppb araliginda,
28’inde ise yine siilfametazin hassasiyet limiti altinda (<1 ppb) rapor edilmistir. Tiim
numunelerin %59,3’tinde siilfametazin, %52,5’inde ise tetrasiklin grubu antibiyotik
kalintis1 tespit edilmistir. Yine aymi ¢alismada en yliksek degerler tetrasiklin ve
siilffametazin olmak iizere sirasiyla 42-38 ile 32-26 ppb olarak kayit edilmistir
(Korkmaz ve ark., 2017).

Marmara bolgesindeki ar1 uireticilerinden topladiklar1 50 bal 6rnegi tizerinde yaptiklar
calismada, oksetetrasiklin ve siilfonamid antibiyotik gruplarma ait 6rnekleri LC-
MS/MS ile analiz etmis ve antibiyotik kalintisina rastlamamislardir (Giines ve ark.,
2009). Yine LC-MS/MS'le gerceklestirilen bir baska ¢alismada analiz edilen 536 adet
bal numunesinin %?23’tinde siilfonamid tiirevi antibiyotik kalintis1 tespit edilmistir

(Erdogdu ve ark., 2011).

2003-2006 yillarinda Ege Universitesi ilag Arastirma Laboratuvari'nda 403 balda
yapilan siilfonamidler yoniinden yapilan kalint1 analizlerinde, siilfonamid kalintisina
sebep olan bilesiklerin dagilimi sirasiyla; % 65, 25, 4, 2, 2, 1, 1 oraninda siilfametazin,
stilfametizol, siilfametoksipirazin, siilfatiyazol, stilfamerazin, siilfametoksazol,
siifadiyazin yoniinden pozitif numunelere rastlanilmasi1 (Uziimcii, 2007), Ege
bolgesindeki bu calismada siilfametazinin %68 oraninda bulunmasiyla benzerlik
gostermektedir. Bu oran, ayn1 zamanda Ege bolgesi ar1 yetistiricilerinin yaygin

stifametazin kullanim1 egiliminin gostergesidir.

Italya’da farkli flora ve jeocografik bolge orjinli piyasa ballarindan 74 adet numune
toplanmig ve 27 antibiyotigin kalinti diizeyleri irdelenerek sadece %12’sinde iz
seviyede siilfonamid kalintis1 tespit edilmistir (Gaci¢ ve ark., 2015). Yine italya’da
farkli botanik ve cografi kokenlerden tiirevlenmis 66 adet bal numunesi 6 antibiyotik
sinifina ait antibiyotiklerin kalint1 diizeyi irdeleyen bir ¢aligma gerceklestirilmistir. Bu
calismada test edilen numunelerin 42’sinin 2017 yilinda, 24’{iniin ise ayn1 bolgede
2016 yilinda iiretilen ballardan olustugu belirtilmistir. Arastirmacilar 2017 yilinda
tiretilen ballardan; 38 bal 6rneginde tilosin (TYL), 36 bal 6rneginde tetrasiklin (TCN),
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27 bal 6rneginde kinolon (QNL), 21 bal 6rneginde tiamfenikol (TAF), 19 bal
orneginde sefalosporin (CEFT) ve son olarak sadece bir bal 6érneginde streptomisin
(STR) tiirevi antibiyotik tespit ettiklerini rapor etmislerdir. 2016 yilinda {iretilen
ballarda ise 24 numunenin sadece 2'sinde kinolon kalintisinin cihazin belirleyebilecegi
sinirlardan biraz daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (Barrasso ve ark., 2018).
Sonuglar, bazi durumlarda, yasalar aricilikta antibiyotik kullannmini agikca
yasaklamasina ragmen, italya gibi Avrupa topluluguna ait bir iilkede antibiyotik

kullanildigin1 gostermektedir.

Baggio ve ark. (2009), 2001-2007 yillar1 arasinda 5303 bal numunesinden yapmis
olduklar galisma sonucunda; Italyan pazarinda balda en yaygin kullanilan maddeleri
stilfonamid, ardindan tetrasiklin, streptomisin, tilosin ve kloramfenikol oldugunu
vurgulamistir. Calismada yer alan tiim numunelerin %6,3’linde antibiyotik kalintisi
tespit edilmis iken, yerel ballarda bu oranin %1,7 oldugu vurgulanmistir. 2001-2007
yillar arasinda ithal edilen ballarin %]12,7’sinde streptomisin, %10,3’linde
siilfonamidler, %3,1’inde tetrasiklinler, %4,3’sinde tilosin ve %0,9’unda
kloramfenikol, italya marketlerindeki ballarin %10,6’sinda siilfonamidler, %5,2’sinde
tilosin, %4,2’sinde tetrasiklinler, %2,8’inde streptomisin ve %1,8’inde kloramfenikol,
2001-2004 yillar1 arasinda yerel iiretin ballarin ise %35,7’sinde tilosin, %3,8’inde
stilfonamidler ve %0,3 tinde tetrasiklinlerin pozitif sonug vererek kalint1 gosterdikleri
rapor edilmistir. Bununla birlikte, sonuglar son birka¢ yilda kovanlara uygulanan
antibiyotiklerde de bir degisiklik oldugunu gostermistir. Analizler sonucunda,
stlfonamidler ve ozellikle de tetrasiklinler gibi geleneksel antibiyotiklerin
uygulanmasinin yani sira, analiz edilen aktif maddeler arasinda streptomisin ve tilosin

gibi daha yeni antibakteriyel maddelerde de bir artisin kaydedildigi dikkat cekmistir.

On yillardir, Amerikali aricilar, larva patojenlerinin kontrolii i¢in rutin olarak
oksitetrasiklin ile kolonileri tedavi ettiklerini ve buna bagli olarak Maryland
arilarindan fonksiyonel bir metagenomik bakteri taramasi sonucunda yiiksek oranda
tetrasiklin/oksitetrasiklin direnci tespit ettiklerini rapor etmislerdir (Tian ve ark.,
2012). Antibiyotik kullanimi, kalinti sorununa sebep olmanin yani sira, arilarin

bagisiklik sistemini zayiflatmakta ve hastalik yapici bakterilerin antibiyotiklere direng
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kazanmasina sebep olmaktadir. Diinya Kanser Ajansi’nda Grup III’de yer alan bazi
stilfonamidlerin fare ve siganlarda 6zellikle tiroid bezinde biiytime ve tiimér sikliginda
artis yarattig1 ifade edilmistir (Kaya ve ark., 2002; Url-4). Bunlarla ilintili olarak
Giresun il smirlart igerisinden toplamis oldugumuz bal numunelerinin bulundugu
kovanlardaki arilardan izole edilen bakterilerin mevcut antibiyotik direng diizeyleri
irdelendiginde sadece 1 antibiyotik hari¢ diger test edilen tim antibiyotiklere farkli
oranlarda diren¢ tasidigmin ve tiim izolatlarin %36’sinin CAD referans degeri
astiginin tespit edilmesi literatiir bulgusu ile uygunluk gostermektedir. Mevcut durum
Giresun il sinirlar1 dahilinde gergeklestirilen aricilik faaliyetlerinde kontrolsiiz ve yasal
olmayan sekilde antibiyotik kullanimi oldugunun gostergesi olarak kabul
edilebilmektedir. Ayrica, aricilik faaliyetinde yer alan arilarin flora elemant
bakterilerdeki yliksek antibiyotik direnci; antibiyotik kullaniminin uzun yillardir aktif

olarak uygulandigimin diger bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Sonug olarak, insanlarin en 6nemli gida kaynaklar: arasinda yer alan ve saglikli yasam
icin temel besin 6geleri arasinda gosterilen balin, antibiyotik kalintis1 icermesi hem
ekolojik denge hem de insan saglig1 agisindan istenmeyen bir durumdur. Kisa vadede
uriindeki verimi arttirmak, hastaliklarla miicadele etmek gibi amaglarla yasadis1 olarak
kullanilan antibiyotiklerin uzun vadede daha biiyiik zararlara yol actiginin bilinmesi
gerekmektedir. Aksi halde, arilarin florasinda dogal olarak yer alan bakterilerdeki
artan antibiyotik direnci ileriki asamalarda yayilim gostererek tedavi edilemeyecek
hastaliklarin yayilmasina da kaynak olusturabilecek potansiyeldedir. Saglik agisindan
bu durum istenilmedigi gibi ekonomik acidan da kayiplarin biiyiik olacag: asikardir.
Bu nedenle Giresun ili dahil olmak {izere iilkemiz genelinde ticari ve/veya amator

olarak aricilik faaliyeti yapan herkesin bilin¢lendirilmesi gerekmektedir.
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