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Erzurum Bélgesinde Uretilen Ballarda
Bazi Antibiyotik Kalintilarinin
Belirlenmesi

Determination of Some Antibiotic Residues in
Honey Produced in Erzurum Region
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1Atatilirk Universitesi, Veteriner T[jrl.dye, Qinid(fn sonra duhygnl_n en b[jy[j!f bal Qrgtic_isidir. Bal, TU.r_kiye‘_nin en onemli tar.lm—
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve Teknolojisi sal ihracat driinlerinden birisidir. Kontrolsliz antibiyotik satigi ve bilingsiz kullanimi nedeniyle,
Anabilim Dali, Erzurum, Tiirkiye Turk balindaki antibiyotik kalintilari ihracatta 6nemli sorunlara neden olmaktadir. Balda antibi-
2Afyonkarahisar il Gida Kontrol yotik kalintilarinin varligi insan saghgina zararli olabilir. Baldaki antibiyotik kalintisi hala diinya
Laboratuvar Mudurliga, capinda 6nemli bir sorundur. Baldaki antibiyotik kalintilarinin cogunlukla gevre kaynakli degil,
Afyonkarahisar, Turkiye yanlis aricilik uygulamalarindan kaynaklandigi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin amaci, Erzurum

ilinden toplanan ballardaki neomisin ve tetrasiklin kalintilarinin belirlenmesidir. Bu amagla, 79 ball
numunesi, ELISA 9 metodu ile analiz edilmis, 79 bal 6rneginin 37’sinde (%46,8) 2,1-47,08 ppb ara-
sinda ortalama 9,33 ppb dlizeyinde tetrasiklin kalintisi belirlenmis, kalan 22 6rnekte ise tetrasik-
lin kalintisinin minimum belirleme limitinin altinda kaldigi saptanmistir (<2 ppb). Yetmis dokuz
bal 6rneginde neomisin kalintisi belirlenemedi (minimum tespit limiti 15,63 ng/mL). Tirk Gida
Kodeksi yonetmeliginde bal icin belirlenmis maksimum kalinti siniri yoktur; bu ise balin antibi-
yotik igermemesi gerektigi anlamina gelmektedir. Sonug olarak; bal Ureticilerinin bal Gretiminde
antibiyotik kullaniminin yasal olmadigi konusunda bilgilendirilmesi gerektigi dlistintilmektedir.
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ABSTRACT

Turkey is the world's largest honey producer after China. Honey is one of Turkey's most important
agricultural export products. Due to uncontrolled antibiotic sale and unconscious use, antibiotic
residues in Turkish honey cause important problems in exports. The presence of antibiotic resi-
dues in honey can be harmful to human health. Antibiotic residue in honey is still a major problem
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Kabul Tarihi/Accepted: 18.03.2022 not from the environment. The aim of this study was to determine the neomycin and tetracycline
Yayin Tarihi/Publication Date: 20.12.2022 residues in honey collected from the Erzurum province. For this purpose, 79 honey samples were
_ analyzed by the enzyme-linked immunoassay method. Tetracycline residues were found to be
;%rrt;”;rfZ?éaErKACigr/:?SApSOE'UjE'EQ author: between 2.1 and 47.08 ppb in 37 of 79 honey samples (46.8%) and had an average of 9.33 ppb,
E-mail: meryematasever@atauni.edu.tr while 22 of the samples were below the minimum detection limit (<2 ppb). Neomycin residues
could not be detected in 79 honey samples (minimum detection limit 15.63 ng/mL). There are no
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antibiotic residues in honey produced regulations, which means honey should not contain antibiotics. As a result, it is believed tha
in Erzurum region. Vet Sci Pract 2022; honey producers should be informed that it is not legal to use antibiotics in honey production.
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GiRiS
Bal,dogalve sagliklibirirlin olarak kabul edilmektedir. Yillik diinya bal Gretimininyaklagik %40'i Asya Ulke-
or i leri tarafindan gergeklestirilmektedir. Tlrkiye ise Cin'den sonra diinyada 6nemli bal treticilerindendir.'?
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bakteriler ve radyoaktivite ele alinmaktadir. Bu kirleticiler hava,
su, toprak ve bitkilerde bulunarak ari kovanlarina tasinabilmek-
tedir. Aricilik uygulamasindan kaynaklanan kirletici maddeler ara-
sinda akar (baslica varroa) kontroli igin kullanilan akarisitler, bal
hasadinda kullanilan ari kovucular, balmumu givesiigin kullanilan
pestisitler ve antibiyotikler bulunmaktadir.?

Aricilik sektoriinde bakteriyel hastaliklarin tedavisi amaciyla
antibiyotikler kullaniimaktadir. Ozellikle tetrasiklin, yaygin ola-
rak Paenibacilus larvalari ve Streptococcus pluton bakterilerinin
neden oldugu Avrupa yavru ¢Urikligu (EFB) ve Amerikan yavru
¢urikltigu hastaliklarinin (AFB) tedavisnde tercih edilmektedir.
Bununla birlikte, yaygin kullanimi nedeniyle bu bakterilerde tet-
rasikline karsi direng olustuguna dair literatlr bilgileri mevcuttur
(7, 8). Ayrica, aricilikta eritromisin, linkomisin, neomisin, strepto-
misin, enrofloksasin vb. gibi diger antibiyotiklerin kullanildigi da
bildirilmigtir.*

Avrupa Birligi (AB) Ulkelerinde ve Turkiye'de aricilikta antibiyotik
kullanimi yasaklanmistir.® Antibiyotik kalintilari nispeten uzun bir
yari dmre sahip olmalari, asiri duyarl kisilerde alerjik reaksiyon-
lara sebep olmalari, hematopoetik sistem bozukluguna ve direngli
bakteri suslarinin indiiksiyonuna yol agmalari nedeniyle tiiketici-
leri dogrudan etkileyebilirler.8”

Bu calismanin amaci, bal Uretim kapasitesi ve kalitesinin nis-
peten yiksek oldugu Erzurum yoresinde Uretilen ballarda
neomisin ve tetrasiklin antibiyotik varligini ve seviyelerini belirle-
mektir. Bu arastirma TYL-2018-6200 kodlu proje ile Atatiirk Uni-
versitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligu tarafindan
desteklenmistir.

MATERYAL VE METOT

Ornek Alimi

Bu calismada analiz edilen bal drnekleri Erzurum’a bagli; Askale,
Aziziye, Cat, Hinis, Horasan, ispir, Karayazi, Karagoban, Kopriikdy,
Narman, Oltu, Olur, Palanddken, Pasinler, Pazaryolu, Senkaya,
Tekman, Tortum, Uzundere, Yakutiye ilgelerinden temin edildi.
Toplam 79 adet bal 6rnegi aricilik yapan bal Ureticilerden direkt
olarak peteklerden sizilerek alindi. Numuneler oda sicakliginda
muhafaza edildi. Toplanan 6rnekler, 1siga kapali ortamda oda isi-
sinda ve ambalajlarin agzi ortam nemini almayacak sekilde kapa-
tilarak muhafaza edildi.

Orneklerin tetrasiklin ve neomisin antibiyotik kalintilari Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile saptand.

ELISA Analizi

Tetrasiklin Analizi

Tetrasiklin analizi Elabscience TCs (Tetrasiklin) ELISA kitine ait
manuelde belirtilen yonergelere gore yapildi (Elabscience, USA
Tetrasiklin). Bu amagla deney tlplne alinan 1 g bal 6rnegi 2 ML%
1 lik trichloroacetic asit ile ¢ézlindirdldikten sonra 4000 rpm
de oda sicakliginda 10 dakika santiflj edildi. Daha sonra baska bir
deney tlplne slpernatanttan 100 pL alinarak Gzerine 1900 uL
reconstition buffer (kit igerisinde bulunan) ilave edilerek 30 saniye
calkalandi. Bu karisimdan 50 pL alinarak analizde kullanildi.

Mikropleytin ilk 12 kuyucuguna standartlar paralelli olarak, diger
kuyucuklara da orneklerden 50 uL ilave edildi. Ardindan 50 pL
antibody sollsyonu ilave edildikten sonra 5 saniye karistirilarak
37°C lik etlivde 30 dakika (karanlik ortam) inkiibe edildi. inkiibas-
yonu ardindan pleytler ters gevirilerek kuyucuklarda bulunan sivi
uzaklastirildi.

Ardindan yikama sollsyonu ile 5 kez yikama iglemi yapildi. Ardin-
dan 100 pL HRP konjugate ilave edilerek 37°C lik etlivde 30 dakika
(karanlik ortam) inktibe edildi. Daha sonra yikama iglemi yapildi.
Daha sonra 50 L substrat reagent A her kuyucuga ilave edildik-
ten sonra 50 pL substrat reagent B eklenerek hassas 5 saniye ¢al-
kalandi. 37°C lik etlivde 15 dakika (karanlik ortam) inktbe edildi.
Bu islemin ardindan 50 pL stop sollisyonu ilave edilip galkalandi.
Ardindan optik yogunlugun belirlenmesi icin mikroplayt okuyucu
da 450 nm de okutuldu. Orneklerin diliisyon faktdrii 40, mini-
mum belirleme dozu (Lod) 2 ppb dir.

Neomisin Analizi

Neomisin analizi Europroxima neomisin 51111 NEO (12)09.15
ELISA kitine ait manuelde belirtilen yonergelere gore yapildi
(Euro Proxima, Arnhem, The Netherlands). Deney tlipline 1 g bal
birlikte 4 mL SDB (SDB; 1 L distile su igerisinde ¢oztndurilmus
115 g Na,HPO,; 0,2 g KH,PO,; 0,2 g KCI; 30 g NaCl; 0,5 mL Tween
80 (pH 7,4)) eklendi ve vorteks ile iyice kanistirildi. Bu karigimin
berrak kismindan 1 mL alinip temiz bir tlpe aktarildiktan sonra
lizerine 4 mL SDB ilave edildi ve iyice vortekslendi. Elde edilen
bu igerikten 50 uL alinarak ELISA test prosediriinde kullanildi.
Standartlar paralelli olarak pleyte aktarildi. Daha sonra hazirlanan
her bir rnekten alinan 50 pLlik dilisyonlar kuyucuklara aktarildi.
Daha sonra 25 pL konjugat (neomisin -HRP) bittin kuyucuklara
(kor bulunan kuyucuklar harig) ilave edildi. Ardindan 25 pL anti-
body sollisyonundan bittn kuyucuklara (kor bulunan kuyucuklar
harig) aktarildi. Pleyt karistiricida 1 dakika sireyle karistirildi. Pleyt
4°C lik karanlik ortamda 1 saat inklibe edildi. Pleyt ters cevirile-
rek icerisinde bulunan sollsyonlar uzaklastirildi. Ardindan 3 kez
ytkama iglemi uygulandi. Kuyucuklara 100 pL substrat sollisyo-
nundan aktarildi. 20-25°C de 30 dakika inkibe edildi. Daha sonra
her kuyucuga 100 L stop sollisyon aktarilarak 450 nm de ELISA
okuyucuda absorbans degerleri okundu. Neomisin hesaplamalari
icin kalibrasyon kurvesi gizilerek konsantrasyonlar hesaplandi.

istatistiksel Analiz
Orneklerinin analizlerinden elde edilen bulgularin ortalama
degerleri Exel 2016 programi kullanarak yapildi.

BULGULAR

Tetrasiklin Analiz Bulgulari

incelenen drneklere ait tetrasiklin kalinti diizeyleri Tablo 1.de,
tetrasiklin kalintisi pozitif olan &rneklerin ortalamasi Sekil 1.de
belirtilmistir.

Neomisin Analiz Bulgulari
Yapilan incelemeler sonucunda neomisin agisindan pozitif (Limit
of Detection (LOD): 15,63 ng/mL) 6rnek belirlenmedi.

TARTISMA

Ozellikle ari hastaliklarinin dnlenmesinde bilingsiz antibiyotik kul-
lanimi sonucu olusan kalintilar gida glivenligi sorunlarina neden
olmakta ve halk saghgini tehdit etmektedir. Arastirmalar baldaki
antibiyotik kalintilarinin gogunlukla gevreden degil, yanlis aricilik
uygulamalarindan kaynaklandigini géstermektedir.? Bal ornekle-
rinde antibiyotik kalintilarina dair birkag ¢alisma bulunmaktadir
(11-13).

Bu calismada kullanilan ELISA kitinin minimum belirleme limiti
2 ppb olup, incelenen 79 6rnedin 37 (%46,8) tanesinde 2,1-47,08
ppb arasinda degisen konsantrasyonlarda ve ortalama 9,33
ppb dizeyinde sz konusu antibiyotik kalintisini igerdidi sap-
tandi. Ayni 6rnekler; minimum belirleme limiti 15,63 ng/mL olan
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Tablo 1. Bal érneklerinin tetrasiklin bulgulart ELISA kiti ile neomisin yonlinden incelendi ve limiti asan 6rnege
Ornek Pozitif Pozitif 6rneklerin Pozitif 6rneklerin rastlanmadi.
ilgeler say1s1 ornek say1s1  kalinti diizeyleri (ppb) yiizdesi
Askale 3 1 7.32 1/3 (%33) Bu c¢alismada ballarda tetrasiklin ve bir aminoglikozid grubuna
Aziziye 5 3 4,96 3/5 (%60) ait bir antibiyotik olan neomisin dizeyleri de arastirildi. Hayvan
11,6 hastaliklarinin tedavisinde ilag ve yem katki maddesi olarak yay-
10,92 gin kullanildigindan; et, stit, bal gibi gida maddelerinde kalinti riski
Cat 3 1 26,72 1/3 (%33) olusturabilmektedir.
Hinis 7 3 7,92 3/7 (%42)
12,36 Elde edilen bulgular bal 6rneklerinde yliksek oranda tetrasik-
16 lin belirleyen diger literattr®™ bilgileriyle uyum géstermekte-
Horasan 3 2 11,72 2/3 (%67) dir. Bu durumun halk saghgi acisindan sorun olusturabilecegi
47,08 gorilmektedir. Zira Turkiye'de balda antibiyotik kalinti dize-
Ispir 7 3 2,1 3/7 (%42) yini belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda benzer olgulara
54 rastlanmistir.
5,08
Karagoban 5 3 2,72 3/5 (%60) Turkiye’de 2006 yilinin ilk alti ay! igerisinde 22 farkl yoreden
6.2 direkt aricilardan toplanan &rneklerin %10-15’inin  tetrasik-
9,48 lin, streptomisin ve silfonamid antibiyotik kalintisi igerdigi
Karayaz1 5 2 6,44 2/5 (%40) b||d|r||m|§t|r9
4,32
Képriikdy 3 9 5.36 2/3 (%67) Bir bagka ¢alismada Turkiye'nin bati bolgesinde Ureticilerden top-
26 lanan 103 balin %23’tinde stilfonamid kalintisi tespit edilmis olup,
Narman 3 2 2,64 2/3 (%67) pozitif drneklerin %68’inin stlfametazin, %12’sinin stlfamerazin,
5,04 ve %20’sinin de stilffametoksazol ile kontamine oldugu bildirilmis-
Oltu 3 1 3,96 1/3 (%33) tir.'° Yine ayni bolgede yapilan diger bir calismada ise 59 ¢cam bali
Olur 3 2 6,92 2/3 (%67) orneginin 35'inin 6-42 ppb arasinda tetrasiklin grubu, 31 bal 6rne-
18,16 ginin ise, 3-32 ppb arasinda silfonamid grubu antibiyotik kalintisi
Palanddken 3 1 444 1/3 (%33) icerdigi rapor edilmistir."
Pasinler 3 1 5,36 1/3 (%33)
Pazaryolu 5 3 6,6 3/5 (%60) Dinyada balda antibiyotik kalintilarinin arastirildigr bazi ¢alisma-
6,68 larda™™ dustk dizeylerde antibiyotik kalinti kontaminasyonun
15,68 varligi ortaya konmustur.
Senkaya 3 1 4,72 1/3 (%33)
Tekman 5 9 6.2 2/5 (%40) Bal Ureticilerinden temin edilen farkl bal tirlerinde Liquid Chro-
2,84 matography (LC)yontemiile yapilan bir calismada bal 6rneklerinde
Tortum 4 1 10,8 1/4 (%25) (belirleme limiti: 15-30 ng/g) tetrasiklin grubu antibiyotik kalin-
Uzundere 2 1 4,2 1/2 (%50) tisi bulunamamistir.” Benzer sekilde High Performance Liquid
Yakutiye 4 2 5,88 2/4 (%50) Chromatography (HPLC) ile yapilan bagka bir ¢alismada;'* 36 bal
528 orneginde oldukga dlsglk dizeylerde (0,03 ppb) oksitetrasiklin
Toplam 79 37 9.33 37/79 (%46.8) bulundugu bildirilmistir. Farkli tir bal rneklerinde (akasya, jojoba,
30.00 2940
26.72
'_g_ 25.00
£
S 20.00
3 15.68
§ 1500 12.09 12.54
@ 10.80
£ 9.16 9.65
£ 1000 ..
£ 524513538 5.36 5.5
S oo I I 384396 4.44 472452 || 420 I
111 11
e T Q,@Qs o\“° 0\\%&3&0&}&6@:&0 RO
¥ *2*0 %’b‘/b NG {_‘OQ ™ < ’b\,b(‘ NG Q,b’\« 52 &z A \)’L\) 0
ilgeler

Sekil 1. Pozitif drneklerin ortalama Tetracycline kalinti diizeyleri.
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pipa ve polifloral) ELISA yontemi ile tetrasiklin taramasi yapilan bir
calismada ise bal 6rneklerinin 0,1239 + 0,1808 ng/mL ile 2,119 +
0,1576 ng/mL arasinda s6z konusu antibiyotik ile kontamine oldu-
gunu bildirilmistir."®

Diinyada yapilan bircok galismada*®®1 balda ylksek tetrasiklin
kontaminasyonu bildirilmigtir.

Belgika'da 2000-2002 yillari arasinda ulusal bir tarama programi
kapsaminda yerel Ureticilerden ve gesitli Glkelerden ithal edilen
ballarda farkl antibiyotik (streptomisin, tetrasiklin, sulfanomid,
B-laktam, kloramfenikol) dlizeyleri incelenmistir. Yerli (n=248) ve
ithal (h=108) bal 6rnegdinin sirasiyla 4 (%1,6) ve 51 (%47,2) strepto-
misin ile kontamine oldugu belirtilmistir. Ayni sekilde 72 yerli 98
ithal bal 6rnedinin ise, sirasiyla 2 (%2,8) ve 29 (%29,6) tetrasiklin ile
kontamine oldugu rapor edilmistir.®

Yunanistan'da sivi kromatografi (LC) ile incelenen 251 bal 6rnegi-
nin %29'unun tetrasiklin ile kontamine oldugu, genel olarak 6rnek-
lerin 0,018-0,055 mg/kg dizeyinde tetrasiklin icerdigi ancak bazi
orneklerdeki s6z konusu kontaminant dizeyinin 0,100 mg | kg'i
astigi bildirilmigtir."

Hammel ve ark'” tarafindan farkli cografi orijin (ABD, Asya,
Avrupa) ve farkh bal tlrleri (cigek, orman, akasya, aygicedi,
yonca, ¢cam adaci) potansiyel kimyasal kirleticiler agisindan sivi
kromatografi-elektrosprey iyonizasyon tandem kitle spektro-
metresi (LC-ESI-MS/MS) ile incelenmistir. Arastirmada toplam
42 veteriner ilag kalintisi (5 tetrasiklin, 7 makrolid, 3 aminogli-
kozit, 8 p-laktam, 2 amfenikol ve 17 sulfonamid) incelenmistir.
Bal 6rneklerinin cogunun birden fazla antibiyotik ile kontamine
oldugu belirtilmistir.

Johnson ve ark* Hindistan’da 12 farkli bal 6rnegdini; oksitetrasiklin,
kloramfenikol, ampisilin, siprofloksasin, enrofloksasin ve eritro-
misin kalintisi yéniinden test etmistir. incelenen tim érneklerde
aranan antibiyotiklere ait farkli oranlarda kalintiya rastlanmistir.
incelenen &rneklerde enrofloksasin pozitif érnek ylizdesi %83
olarak belirtilirken, en disik kontaminasyon ylzdesi, %8 ile
siprofloksasin kontaminasyonu seklinde rapor edilmistir.

iran ‘da yapilan bir caligmada farkli mevsimlerde temin edilen
135 bal 6rnedinde enroflaksasin, penisilin, kloramfenikol, genta-
misin, tilozin, tetrasiklin ve stlfonamid dizeyleri arastirilmistir.
Buna gore antibiyotik diizeyinin 0-72,1 ng/g araliginda degistigi,
ballarda en sik rastlanan antibiyotigin enroflaksasin oldugu ve
orneklerin %14’Unln 0,2-6,2 ng/g dizeyinde tetrasiklin icerdigi
saptanmigtir.®

Literatlirde aminoglikozitlerin diger veteriner ilaglarindan farkl
fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu ve tanimlanmalarinin
zor oldudu bildirilmektedir.® Bu ¢aligmada neomisin belirlene-
memesi bu duruma baglanabilecedi gibi Ureticilerin bu anti-
biyotigi tercih etmemeleri ile de iligskilendirilebilir. Esasinda bu
calismada neomisin diizeyinin belirlenmesinde kullanilan ELISA
kitinin minimum belirleme dozunun (15,63 ng/mL) ¢ok dustk
oldugu dikkate alindiginda bu antibiyotigin kullanilmama olasi-
liginida artirmaktadir.

Literatlirde balda neomisin dizeyinin belirlendigi bir cals-
mada'® elde edilen sonuglar bu g¢alisma bulgulari ile benzerlik
gOstermektedir.

Gin'deki slipermarketlerden temin edilen ballarda LC-ESI-MS/
MS yontemi ile neomisini de igeren 13 farkli aminoglikozitin

analizi yapilmis bal érneklerinde bu bilesiklerin belirlenemedigi
bildirilmistir.'®

Aminoglikozid grubu bir antibiyotik olan streptomisinin de belir-
lendigi bir calismada®® Hindistan'da ari kovanlarindan toplanan
nektar ve bal drnekleri antibiyotik kalintilari yoniinden analiz edil-
mistir. Nektar ve bal 6rneklerinde sirasiyla 4-17 ve 11-29 ug/kg
streptomisin, 2-29 ve 3-44 ug/kg ampisilin ve 17-34 ve 26-48 ug/
kg kanamisin tespit edilirken bdlgede aricilik yapan dreticilerin
yogun antibiyotik kullandigr ifade edilmigtir.

Sonug olarak bu calismada, incelenen bal érneklerinin 6nemli bir
kisminin tetrasiklin kalintisi icerdigi belirlenmistir. Bu durum bal
tlketicilerinde olasi saglik problemlerine yol agabilir. Halk sag-
iginin korunmasi icin ulusal kalinti izleme plani gergevesinde
veteriner ilaglarinin satis ve kullaniminin denetlenmesinin biyik
onem tasidigr sonucuna variimigtir. Ayrica bal Ureticilerinin bal
Uretiminde antibiyotik kullaniminin yasal olmadigi hususunda bil-
gilendirilmeleri gerektigi distintlmektedir.
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