
SÜT VE ETLERDE BULUNAN BAZI ANTİBİYOTİKLERİN 
ÇEŞİTLİ YÖNTEMLERLE SAPTANMASI 

Ayınan ÖNAL .(*). Nedret A YDlN (**).- YıldızAYAZ (***), 
Demet IŞCAN (****), Niyazi SA V AŞ (*****) 

GİRİŞ 

Antimikrobiyal kemoterapötik maddeler ve özellikle antibiyotikler, 
günümüzde birçok alanlarda kullanılmaktadır. Bunlann başında tedavi amacı 
ile kulanım gelmektedir. Aynca bir kısım antibiyotikler hayvanlarda et, süt ve 
yumurta verimini arttırmak ve büyürneyi hızlandırmak amacı ile de kul
lanılmaktadır. Yemlerine katılarak hayvanıara verilen bu antibiyotiklerin 
rezidüleri, hayvansal besinlerle halkın tüketimine sunulmaktadır. Bu da halk 
sağlığı açısından sakıncılar yaratmaktadır. Gerek koruyucu amaçla, gerekse 
verim arttıncı olarak bu grup ilaçlann yem ve sularla, uzun bir süre düşük doz
larda hayvaniara verilmesiyle, çeşitli bakteri türlerinde dirençli suşlar 
gelişmekte, et, süt ve yumurta gibi hayvansal ürünlere geçen rezidüleriyle de 
tehlikeli boyutlarda besin kirlenmesine neden olduğu ortaya çıkmış bulunmak
tadır (5, 18, 27, 28). 

Halen yıllık antibakteriyel ilaç üretiminin en az % 40 oranında yem katkı 
maddesi olarak kullanıldığı dünya ortalamalanna göre, kanatlı hayvan yemleri
nin hemen tümüne ve diğer hayvanianna verilen yemierin de % 60 ma sürekli 
katıldıklan dilçkate alınırsa konunun önemi daha da iyi anlaşılır. 

Antibiyotiklerden istenilen anabolizan etkinin sağlanabilmesi için karma 
yemiere ve içme sulanna 25-200 ppm yoğunluklannda katılması gerekmekte
dir. Ancak bildirilen bu limitler arasında her zaman dengeli bir ayarlama 
yapılıriadığından, antibiyotikterin olumlu etkilerinin yanısıra, tüketici kesimler
de çeşitli allerjik etkiler, akut ve kronik taksisite riski ile dirençli suşlann or
taya çıkması gibi sakıncalarta karşı karşıya kalınmaktadır (5, 12, 31, 13, 32, 
6). 

34 

(*) Etlik Hayvan Hastalıklan Araştırma Enstitüsü, Biyokimya Laboratuvan, Hzm. Vet.Hek. 
(**) Etlik Hayvan Hastalıklan Araştırma Enstitüsü, Antibiyakit Laboratuvarı, Uznı. Vet.Hek. 

(***) Etlik Hayvan Hastalıkları . Araştırma Enstitüsü, Gıda Laboratuvarı, Vet.Hek. 
(****) Etlik Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstitüsü, Antibiyotik Laboratuvarı, Vet.Hek. 
(****) Etlik Hayvan Hastalıklan Araştınna Enstitüsü, Toksikoloji Laboratuvarı, Vet.Hek. 



Bu çok yönlü sakıncalar anlaşıld~tan sonra başta İngiltere, A.B.D. ve Batı 
.:\vrupa ülkeleri ile Dünya Sağlık Orgütü (W.H.O) Dünya Qıda ve Tarım 
Orgütü (F.A.O) konu üzerinde gereken titizlikle durmuşlardır. Ilk kez Swann 
başkanlığında oluşturulan bir komisyon 1969 da tamamladıklan çalışma rapo
ruyla hayvan yetiştiriciliğinde kullanılan antibakteriyel ilaçların yarattığı çok 
yönlü sağlık sakıncılannı, bütün yönleriyle açıklamışlardır (31, 13, 25). 

Diğer taraftan, hayvaniann özellikle bakteriyel hastalıklannın tedavisinde 
direkt olarak hasta bireye yönelindiği gibi, bazı hayvanlarda uygulama çoğu 
kez sürü düzeyinde olmaktadır. Buna en güzel örnek tavuk yetiştiriciğindeki 
uygulamalardır (5). 

Böylece farklı amaçlarla denetimsiz ve bilinçsiz ilaç kullanımı, beklenilen
den daha büyük boyutlarda toplumsal sağlık riski yaratabileceği gibi çok 
büyük ekonomik kayıplara da yol açabilmek!edir. 

Swann raporonun sonucu olarak önce Ingiltere, A.B.D., Güney Afrika, 
Avustralya gibi hayvancılığı ve tavukçuluğu ileri ülkeler Oksitetrasiklin, Tetra
siklin (Bütün Tetrasiklin grubu) Furazon grubu, Penisilin Kloramfenikol gibi 
tedavi amacıyla kullanılan antibiyotiklerin, yem ilavesi olarak kullanılmasını 
kanunla yasaklan1ışlardır. 

Konu ülkemiz için de çok önemli olduğundan çeşitli yöntemler denerek et, 
süt ve yumurta gibi hayvansal besinlerdeki antibiyotiklerin varlığının saptan
ması amacıyla bu çalışma yapılmıştır. 

LİTERA TÜR BiLGİSİ 

Penisilin : İlk keşfedilen antibiyotik Penisilindir (Sir Alexander Fleming 
1929). En çok Penicillium notatum ve Penicillium chrysogenium mantar
lanndan elde edilir (7, 26). Bu güne kadar 40'ı aşkın penisilin türevi elde edil
miştir. 

Bütün penisilinler yapılannda B. Laktam halkası taşırlar, genellikle 
dayanıksızdırlar. Isı, nem, yükseltgeyici maddeler ve bazı enzimler karşısında 
hızla parçalanıdar (7). .. . 

Doğal penisilinlerin etkinliği oxford ünitesi v.eya Uluslararası Unite (LU) 
ile değerlendirilir. Bir ünite penisilin birimi, 0,6 ı.ıg miktanr,daki an kristal 
benzil penisilin G-sodyum etkinliğine eşdeğerdir. Yarı sentetik penisilin 
çeşitlerinin dozu genellikle mg. olarak ifade edilir (29, 26). · 

Penisilinlerin kandaki düzeyleri 0.03 ·_ 0,05 I. U/ml. olduğu zaman bakte
riostatik, 0,5 I. U/ml olduğu zan1an bakterisid etki gösterirler (7, 10). 

Normal şartlarda penisilin G vücuttan başta idrar ve bir ölçüde de safra ve 
diğer atılma yollarıyla hızla atılır. Diğer atılma yollannın başında süt gelir. Bu 
durum hem süt ürünleri imalatını olumsuz yönde etkilernesi hem de perusiline 
duyarlı kişilerde allerjik tepkimelere yol açması bakımından çok önemlidir. Pe
nisilin verilen hayvanın sütünün 96 saat süreyle tüketim için kullanılmaması 
tavsiye edilir. Diğer yandan kuru dönemde, doğumdan 60 gün önce meme içi 
yolla verilen Penisilin G doğurriu takiben sütte kalıntı doğurmazken, 30-45 
gün önce uygulandığında, doğumu takiben 14 gün süreyle atılabilmektedir 
(29, 3). 
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Tetrasiklinler : 

Tetrasiklinler, streptomyces türü mantar kültürlerinden elde edilen, geniş 
spektrumlu antibiyotiklerdir. Yapılannda bir karbaksamin grubu ve buna 
bağlı, 4 fenolik halkadan oluşmuş bir hidronaftasen çekirdi ği taşırlar (7, 26, 
29). 

Kuru toz halindeki serbest baz hidroklorür tuzlan noİmal ısıda iki yıl etkin
liğini kaybetmeden kalabilir. En dayanıksız türevi klortetrasiklin
dir.Oksitetrasiklin orta derecede, dimetilklortetrasiklin en dayanıklı 
bileşikleridir (29). 

Tetrasiklinler büyük ölçüde idrarla atılırlar. İkinci derecede safra yoluyla 
atılırlar. Bu yolla barsaidara gelen tetrasiklinlerin bir kısmı geri em il erek ente
ro-hepatik dolaşıma katılırlar. Bu grup antibiyotikler büyük ölçüde sütle de 
atılırlar (7, 29). 

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin veteriner, tıp ve hayvan besleme alanında 
sıklıkla kullanıldığı bilinmektedir. Japonya'da yapılan bir araştırmada hayvan
lar için kullanılan bütün antibiyotiklerin %60 dan fazlasırun tetrasiklin olduğu 
ve mezbahada kesilen hayvanların kas ve organlarında Tetrasiklin grubu anti
biyotik kalıntılarına rastlandığı bildirilmiştir (15). 

Tetrasiklin grubu antibiyotikler, tevadi dozlarının altında yeme ileve edile
rek, optimum sağlığı koruma ve hayvanların gelişmesini artıncı an1açla kul
lanılmaktadır (28). 

Bütün tetrasiklinler plasentaya geçer ve fötal dolaşıma katılırlar. Böylece 
önemli ölçüde prostat, eklerri ve göz sıvılan ile süt ve yumurtaya da geçerler. 
Gebelik sırasında uzun süre tetrasiklin verilmesi, fötusta, kemiklerde ve süt 
dişlerinde renklenme yapmalan yarunda gelişme bozukluklarına ve defor
masyonlara da neden olabilir (7, 29). 

Kloramfenikol : 

Kloramfenikol 1947 de Burkholder tarafından Streptomyces venezulae 
kültürlerinden elde edilmiştir. Diğer antibiyotiklere göre daha basit yapıda 
olması nedeniyle çok kısa zamanda sentetik olarak hazırlanmıştır. 
Molekülünde aromatik nitelikli bir nitro ve dikloroasetamid grublarını içerir (7, 
29). 

Kuru toz halindeki Kloramfenikol, çok dayanıklıdır. Gastrointestinal sis
temden çok çabuk absorbe olur ve dokulara hızla yayılır, maksimum kan se
viyesine 2-4 saat arasında ulaşır. Dokularda kolaylıkla tahrib olur, idrarla çok 
az da safra ile atılır. Safra yoluyla bir kısmı barsaidara geldiğinden çok az mik
tarda feçes ile de atılır. Verilişinden sonra ilk 6 saat içinde büyük bir kısmı id
rarla atılır. Aşağı yukarı o/o 10 u değişmeden atılır, o/o 80'i conjuğe inaktif me
tabolitleri halinde atılır (8). Sütle atılma oranı düşük olmakla beraber, bir kez 
dozun uygulanışından 36 saat sonra bile sütte Kloramfenikol kalıntısı saptana
bilir (29). 

Kloramfenikol grubu antibiyotilğerin ciddi infeksiyonların dışında kul
lanılmaması gerektiği bildirilmiştir. Ozellikle hafif infeksiyonlarda ve koru yu-
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cu amaçla kullanılınası oldukça sakıncalıdır. Netropeni, agranulositozis veya 
şiddetli vak'alarda apıastik arıemi ile birlikte kemik iliği dejenerasyonuna yol 
açabilınektedir (1, ı4, 23). 

Hayvansal besinlerde rezidillerin belirlenmesi ile ilgili çok sayıda çalışma 
yapılarak konunun aydınlanlmasına çalışılınıştır (ı ı, 17, 21, 22, 23 ). 

Sütte Penisilin ve Penisilin benzeri antibiyotiklerin belirlenmesi için çeşitli 
mikrobiyolojik metodlar uygulanarak karşılaştırmalan yapılmıştır. Mikrobiyo
lojik yöntemler genellikle aktif ilacı ölçmekte uygulaması oldukça kolay ve 
ucuz olmaktadır. Ancak mikrobiyilojik ölçüm sistemlerinin bir dezavantajı, 
diğer antibiyotiklerle kanşabilınesidir. 

Süt ve ürünlerindeki penisilin miktan Com. Reg. (E.E.C) No: 67/92 ye 
göre 4 !lg/kg olmalıdır (9). B. stearothermophilus kullanılarak uygulanan disk 
diffızyon yönteminde (ki en iyi sonuç bununla alınmaktadır) disk plate'lerinin 
duyarlılığı 0,05-0,08 ·!lg/ml. dir (ı 7). Hayvansal besinlerdeki kalıntılann be
lirlenmesinde kullanılan kromatografik metodlardan Gaz Kromatografi ile 
örneğin sütteki ve dokulardaki Kloramfenikol rezidüzleri 5 ng/gr. a kadar sap
ıanabilmektedir (23). Bazı araştıncılar mikrobiyolojik ölçümlerle kloraınfeni
kol rezidülerini sütte 0,025 !lg/ml. kas dokulannda O, ı !lg/gr. düzeyinde sap
tanmışlardır (22). 

Sütte ve hayvansal dokular daki rezidü limitleri Tablo ı de gösterilmiştir 
(9). Tablo I. 

!lacın lsmi Hayvan Çe§itleri Tolerans limiti Doku Örneği 

Benzil penisilin Y enebilen bütün 50 ~g/kg Kas, karaciğer,böbrek 
hayvanlar Yağ 

4 ~g/kg Süt 
Tetrasiklinler Yenilebilen bütün 600 ~g/kg. Böbrek 

hayvanlar 300 · ~g/kg . Karaciğer 

200 ~g/kg . Yumurta 
100 ~g/kg. Kas 
100 ~g/kg. Süt 

Kloramfenikol Yenilebilen bütün 10 ~g/kg. Kas karaciğer, böbrek, yağ 
hayvanlar 

Not : Sütteki kloramfenikol rezidüsü için tolerans limiti (0) olarak kabul edilir. 
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MA TERY AL ve METOD 

Süt Örnekleri : Ankara ve çevresinde süt sığırcılığı yapılan kamu ve özel 
sektöre ait işletmelerdeki sağmal sığırlardan sağlanan çiğ süt ve piyasada satışa 
sunulan çeşitli kurum ve işyerlerinde sağlanan pastörize süt örnekleri analize 
alındı. 

lntertest Materyali : Süt örneklerinin test edilmesi için Intervet fir
masının temsilcisi olan Pabay Maddeler Pazarlama ve Dağıtım A.Ş. den 
sağlarian lntertest-1 ve Intertest-10 setleri kullanıldı (Bu materyalin içinde-stan
dardize edilmiş streptecoccus thern1ophilus kültürü ile indikatör bir boya bu
lunmaktadır). 

Diffüzyon yönteminde kullanılan standart suş : Bu amaçla B
Stearothennophilus var. Colidoilactis C 593 suşu liyofilizi olarak Laboratoire 
de Bactteriologe Laitiere, 78350 Jouy-en Josas, Paris'ten temin edildi. 

Kağıt Disklerin Hazırlanışı : Watman No : 2 Filtre kağıtından 3 mm. 
çapında hazırlanan diskler, sterilize edilerek agar diffuzyon testi için kullanıldı. 

1- lntertest Yöntemi : 

a) Süt örneğinin hazırlanması: Alınan süt örnekleri iç.indeki doğal in
hibitörleri tallrib etmek için süt örnekleri ısı ile muan1ele edildi. Bu amaçla süt 
örneğinden ağzı kapaklı deney tüplere 5 ml. konuldu. Kapak gevşetilerek 
kontrol tüpleri tennometre gözlenerek süt kaynan1a noktasına ulaşıncayakadar 
bu suda tutuldu. Süt kaynayınca tüpler alındı, akan su altında soğutuldu ka
paklan sıkıldı. (Bu şekilde hazırlanan süt örnekleri 24 saat + 4o C de tutulabi
lir veya hemen işlenir) (16). 

b) Testin Uygulanışı : Isi ile muamele .. edilmiş süt örneğinden 2 ml. 
sterih pipetle steril ağzı kapaklı test konuldu. Uzerine 1 adet intertesı materyali 
konuldu ve tüpler 45° C'lık su banyosuna konularak 4 saat inkube edildi. 

c) Sonuçların Değerlendirilmesi : Su banyosundaki 4 saatlik inku
basyondan sonra süt örneklerinde meydana gelen renk değişimine göre 
sütlerde antibiyotik veya inhibitör maddeler varlığı değerlendirildi. 

Tüplerde mavi renk oluşumu pozitif, san renk oluşumu negatif, yeşil san 
rengin oluşumu ve pıhtı oluşmaması, şüpheli olarak değerlendirildi. 

II- Diffüzyon Yöntemi: 

a) Test Ortaınının Hazırlanması : Tryptori agar besiyeri otoklavda 
steril edildikten sonra 55° C ye kadar soğutuldu. 1 gece önceden aktif hale geti
rilmiş bakterilerin sıvı kültüründen besi yerine % 20 oranında ilave edilerk 
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karıştınldı ve 15 cm. çapındaki petri kurulanna bu kültürü içeren besi yeri 9 
ml. olarak dağıtıltı. 

b) Testin Uygulanışı : Test edilecek ısıyla muamele edilmiş süt 
örneklerine steril kağıt disk daldınlıp hazırlanan besiyeri üzerine 2 cm. 
aralıklarla yerleştirildi. Petri kutulan ters çevrilerek 55 ± 1 o C de 4 saat 
inkübasyona bırakıldı. Ayrıca penisilinli süt hazırlanarak bu süte daldınlmış 
kağıt diskler kontrol olarak kullanıldı. 

c) Sonuçların değerlendirilmesi : İnkubasyon sonun~a kağıt diskle
rin etrafında inhibisyon alanı oluşup oluşmaması incelendi; Inhibisyon alanı 
oluşmuş ise ç~pı ölçülerek kontrol disk çevresindeki inhibisyon alanı ile 
karşılaştınldı. Inhibisyon sonu kontrol sonunda ise test sonucu pozitif olarak 
değerlendirildi. 

lll- There Plate Test Yöntemi : 

Kasaplık hayvan doku örnekleri : (Sığır eti, sığır karaciğeri, sığır böbreği, 
tavuk eti ve tavuk karaciğeri) kamu ve özel sektöre ait kesimhane ile piyasa da 
satışa sunulan çeşitli kurum ve işyerlerinden temin edildi. 

Kasaplık hayvan dokulannda uygulanan Diffuzyon testinde B. stearothe
ruophilus, B. sutbitilis ve B. megatherium standart suşlan kullanıldı. Bu test 
suşlarından B. subtilis ile B. megatherium suşlarının sprolarının 
süspansiyonları elde edildi, B. steorothermophylusun 18 saatlik buyyon 
kültürü kulllanıldı (30). 

Three Plate Test Suşlarının Hazırlanması : 

a) B. steorothermophilus var. Calidolactis Strain C 953 test suşunun 
hazırlanması : 

Liyofılize haldeki veya stok bakterileri aktifhale getirmek içinsuş besi ye
rine ekiidi ve 55° C de 1-18 saat irıkube edildi (Aktif hale getirilen bakteriler et
maya ekstraktı ile yatık olarak hazırlanan besi yerinerde üretildik ten sonra buz
dolabında saklanabilir). 

Test Ortamının Hazırlanması ve Testin Uygulanması : Trypton agar besiye
ri otoklavda steril edildikten sonra 55° C kadar soğutuldu. Aktif hale getirilmiş 
bakterilerin taze sıvı kültürlerinden % 20 oranında besi yerine ilave edilerek 
karıştınldı ve besiyeri 55° C ye ısıtılmış petri kurulanna 9 ml. olarak dağıtıldı. 
Vasat katılıştıktan sonra steril koşullarda yaklaşık I cm. çapında vasat parçası 
çık~dı ve boşluğa steril koşullarda parçalanan doku örnekleri konuldu. 

Inkubasyon sonunda doku örneklerinin etrafındaki inhibisyon alanının çapı 
ölçüldü ve kontrol disk çevresindeki inhibisyon alanının çapı ile 
karşılaştınlarak sonuç değerlendirildi. 
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b) B. subtilis Test Suşunun Hazırlanması ve Testin Uygulan
ması: 

Test suşu olarak B. subtilis ATCC 6633 suşu kullanıldı. Test suşlarının 
sporlannın süspansiyonlannı elde etmek için oxoid plate Count Agar kul
lanıldı. Bu vassatta ekilen aktive edilmiş suş 10 gün 30o C de inkube edildi. 10 
gün sonunda kültür steril serum fizyolojik ile süspansiygn haline getirildi. Bu 
süspansiyon 10 dakika 3000 devirde santrifüje edildi. Ust sıvı atılarak, yeni
den serum fizyolojik ilave edildi. Yıkama işlemi 3 kez tekrarlandı. 
Süspansiyon üzerinde kalan ·mikroorganizmalann ve negatif formlannın tahrib 
edilmesi için 65° C deki benmaride 30 dakika ısıtıldı. Sonra jerm sayımı 
yapıldı. Jenn sayımı trypton-tuz solusyononun orıluk sulandınlrnaları kul-
laİlılarak yapıldı. · 

Test Ortamının Hazırlanması ve Testin Uygulanması : 

Besiyeri olarak Seed Agar kullanıldı. Hazırlanan seed agara B. subtilis 
suşu (5xlOS/ml) ilave edildi. Agar üzerinde yaklaşık 1 cm. çapında çıkanlan 
vasat yerirıe doku örnekleri kondu. 30° C lik etüvde 18-20 saat inkubasyona 
bırakıldı. lnkubasyon sonunda petrideki doku parçalan etrafında ki inhibisyon 
zorılan kontrol zorılan ile karşılaştınlarak sonuç değerlendirildi. Hazırlanan 
plaklar aynı gün kullanıldı. 

Süt Örneklerinin Test Edilmesi : 

Seed agar'a ilave edilen B. subtilis suşu ile teste hazır hale getirilen platele
re ısı muamele edilmiş süt örneklerine batınlan steril diskler vasat üzerine 
yerleştirildi. Kontrol diskleri de konularak besiyeri inkubasyona bırakıldı. 
Oluşan inhibisyon zonuna göre sonuç değerlendirildi. 

c) B. megatherium Test Suşunun Hazırlanması ve Testin 
Uygulanması : 

Test suşu olarak B. megatherium strain ATCC 9885 kullanıldı. Test 
suşlannın sporlannın süspansiyorılannı elde etmek için Müller-Hilton agar 
kullanıldı. Bu agarda 37° C de 16-17 saat inkube edilen suşlar aktive edildi. Bu 
suşun üreyen koloniten dilue buffer ile vasata yayıldı. 37° C de 4 gün inku
basyona bırakıldı. Ureyen spor 50 ml. sulan.~ınlrnış buffer ile yıkandı ve 
3000-5000 devirde 15 dakika santrifüj edildi. Ustteki sıvı atıldı ve santrifüj 3 
kez tekrarlandı. Bu işlem sonunda spor sayımı yapıldı. Trypton-tuz solüsyonu 
ile spor süspansiyonunun orıluk sulandınıması yapıldı. Müller-Hinton agarda 
37° C de 48 saat inkubasyon sonucunda jenn sayısı sulandınna katsayısı ile 
çarpılarak ana solüsyondaki spor sayısı elde edildi. 
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Test Ortamanın Hazırlanması ve Testin Uygulanması : 

Besiyeri olarak Müller Hilton agar kullanıldı. Hazırlanan B. megatherium 
suşu 5xlQ4/ml. miktannda vasata ilave edildi. 

Agar üzerinde yaklaşık 1 cm. çapında çıkanlan vasatın yerine doku 
örnekleri, orta yere kontrol disk kondu 37° Clik etüvde 5 saat inkube edildik
ten sonra oluşan inhibisyon zoruan ölçüldü ve sonuç değerlendirildi. 

Süt Örneklerinin Test Edilmesi : 

Müller Hinton agara ilave edilen B. megatherum suşu ile testehazır hale ge
tirilen platelere ısı ile muamele edilmiş süt örneklerine batınlan steril diskler 
konularak besi yeri inkubasyona bırakıldı. Oluşan inhibisyon zonuna göre 
sonuç değerlendirildi. 

Tetrasiklin'in dokulardan ekstraksiyonu : 

- ~.0 gr. kıyılrnış doku örneği alındı , 100 ml. lik santrifüj tüplerine kondu. 
-Uzerine 15 ml. 0,022 N HCl ve 15 ml. 0,1 M Na EDTA ilave edilerek 

homojenize edildi (Birlcaç dakika) 
- 98° C de 10 dakika su banyosunda ısıtıldı. 
- Kanştınldı ve 10 dakika 2000-3000 devirde santrifüj edildi. 
- Boşaltmadan üzerine 2 ml., % 50 Triklorasetik asit ilave edildi. 
- Kanştınldı ve tekrar 10 dakika 98°C de su banyosunda ısıtıldı. 
- 10 dakika 2000-3000 devirde santrifüj edildi. 
- Bu~ banyosunda soğutuldu ve süzgeç kağıdından süzüldü. 
- Çöküntü atıldı, filtrat üzerine 2 ml. konsantre HCl kondu, kanştınldı ve 

10 dakika 98° C de su banyosunda ısıtıldı. 
- Buzda soğutuldu ( 10 dakika) 
- 10 dakika 2000-3000 devirde santrifüj edildi. 
- Çöküntü atıldı. Süpematant üzerine sodyum sitrat ilave idelerek pH 3,5-

4,5 a _;ıyarlandı. _ 
- Uzerine 10 ml. Diklonnetan kondu ve 5 dakika çalkalandı. 
- 10 dakika 2000 devirde santrifüj edildi. 
- 5 ml. Diklonnetan tabakası alındı azot gazı altında 6()<> C de kuruyuncuya 

kadar uçuruldu. 
- Rezidüye 0,2 ml. saf Metanol katıldı ve kanştınldı (2). 

İnce-Tabaka Kromatografisi Meto tu : 

- Silicagel G dökülmüş cam plakalara ekstraksiyondan elde edilen rezidü, 
tatbik edildi. 

-Cam kromatograrnlar; m-Butanol+Metanol+ %10 Sitrik asit (57,2 + 14,2 
+ 28,6) solventinde 40 dakika develope edildi. 

-Daha sonra, plakaya; % 5lik FeCI3 eriyiği (Metanolde) püskürtüldü. 

41 



Tetracyclin'ler yeşilimsi kahverengi lekeler haline belirlendi. Rf değerleri 
çeşitli tetrasiklinler için 0,38-0,46 arasında idi (24). 

Kloramfenikol'un dokulardan ekstraksiyon u ve İnce-Tabaka 
Kromatografisi metodu : 

- 10 gr. kıyılmış doku örneği alındı , üzerine 10 ml. Metanol kondu. 
- 3000 devirde santrifüj edildi. 
- Presipitat atıldı, supernatant 3-4 ml. kalıncaya kadar azot gazı altında 600C 

de uçuruldu. 
- Süzüldü ve 2x25 ml. K1orofom1la ekstrakte edildi. 
- Kloroform fazı 60° C de azot gazı altında kuruyoncaya kadar uçuruldu. 
- Rezidüye 0,5 ml. metanol ilave edildi ve kanştınldı. 

·- Silica-gel G yayılmış can1 plakalara, elde edilen rezidü tatbik edildi. 
- Can1 kromatogramlar; 

Kloroform+Metanol+ %10 Amonyak (90+9+ 1) solvent sisteminde 40 da
kika develope edildi. 

- K1oran1fenikolu belirleme için plakalara Kalay klorür ayıncı püskürtüldü 
(1 O gr. Kal ay klorür, 2 N Sülfürik asitte çözdürülür ve 2 N sülfürik asitle 100 
ml. ye tamamlanır). 

- 5 dakika kurotulduktan sonra üzerine P, dimetilamino benzaldehit 
püskürtüldü. 

- Kloramfenikol san lekeler halinde belirlendi Rf= 0,97 bulundu (19). 

Kloramfenikol'un Gaz Kromatografisi için Ekstraksiyon 
Medotu: 

- 5 gr. yan donmuş doku örneği (kas, karaciğer, böbrek) yuvarlak dipli 
santrifüj tüplerine kondu (28 mm X ı20 mm). 

- 2 ml. internal standart ilave edildi ( 50 mg! ml). 
- Kanştırıldı ve ı5 dakika bekletildi. 
- 10 ml. etil asetatla iki defa homojenize edildi (10+ 10=:20). 
- 700 devirde 5 dakika santrifüj edildi. 
- Etil asetet supematantı konik santiifüj tüplerine alındı ve azot gazı altında 

60° C da kuruyunca ya kadar uçuruldu. 
- Rezidü 0,2 ml. metanol ve 2,8 ml. ı N HCl le eritilerek alındı. 
- Bu solusyon 3 kere, ı ,5 ml. lik hafif petrolle yıkandı. 
- Sep-Pak Cı8 mini kolon, 2 ml. metanol ve bunu takiben 5 ml.bidistile su 

ile y*anarak şartlandınldı. • 
- lnternül standart kalınını ş bulunan rezidü, şartlandınlan kolondan geçirildi 

ve atıldı. 
-Sonra, Kloramfenikol, 2 kere, 3 ml. metanol ve IN HCl (40:60) ile elue 

edildi. 
- Eluat, kapaklı santrifüj tüplerine toplandı. 
- Metanol fazı, azot gazı altında 600 C de uçuruldu. 
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- Kalan sulufaz; iki kere 2 ml. etil asetatla ekstrakte edildi. 
- Toplanan ekstrakt, temiz konik santrifüj tüplerine konu ve uçuruldu. 
- Rezidu ımı. metarıolle yıkanarak tüpten alındı, azot gazı altında metonal 

uçuruldu. 
- Rezidüye 400 Ul. Trisil ilave edildi ve Vortex'de birkaç saniye 

çalkalandıktan sonra 35° C de 30 dakika bekletildi. 
- Trisil uçtuktan sonra rezidü, 1 ml. benzenden eritildi ve Gaz Kromatogra

fi cihazına enjekte edildi (20). 

BULGULAR 

Çalışman1ızda toplam 374 adet sığır eti, 429 adet sığır karaciğeri, 365 adet 
sığır böbreği, 444 adet süt, 158 adet tavuk karaciğeri, 605 adet tavuk örnegi 
olmak üzere toplam 2375 numune diffuzyon ve analitik metotlarla ayrı ayrı 
işlendi (Tablo 2). 374 adet sığır eti örneği tlrree plate test ile analize alındı. B. 
sterothern10philus ile çalışılan platelerde 139 (%37 .17) adet pozitif, 229 (% 
61.23) adedinde negatif sonuç alındı. B. subtilis ile çalışılan platelerde 49 adet 
(% 13. 10) pozitif, 322 adet (% 86. 10) negatif, B. megatari um ile çalışanlan 
platelerde ı 1 adet(% 2.94) pozitif, 353 adet(% 94.39) negatif sonuç alındı 
(Tablo 3). 
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B. subtilis ve B. m~gatorium ile çalışılan platelerde pozitif sonuç alınan 
örnekler analitik yöntemle incelemeye alındı. Buna göre three plate testle ll 
kloramphenicol olumlu ve şüpheli sonuç veren örnekler TLC ile olumsuz bu
lundu. Three plate testte 49 adet tetracyclin olumlu ve 3 adet şüpheli 
örneklerden 28 adeti TLC de olumlu, 21 adeti olumsuz bulundu. TLC meto
dunun kloramphenicol için duyarlılık sınır 0.1 J.l.g. tetracyclin için ise O, 1-0,1 
J.l.g dır. Ayrı metodlarla analize alınan 429 adet sığır karaciğer örneğinde B. 
stearothennophilus ile çalışılan platelerde 53 adet(% 12.34) pozitif 364 (% 
84.85) negatif sonuç alındı. B. subtilis ile çalışılan platelerde 52 adet ( % 
12,12) pozitif 366 adet(% 85.31) negatif sonuç alındı. B. megatharium ile 
çalışılan platelerde 13 adet(% 3.03) pozitif, 382 adet(% 89.64) negatif sonuç 
alında (Tablo 4 de). 
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· Tablo 3 

Mikroorganizma Örnek Sayısı + + -

B.stearothermophilus 374 139 6 229 
%37.17 %ı. 6 % 61.23 

B. subtilis 374 49 3 322 
.% 13. 10 %0.80 %86.10 

B. megatherium 374 10 10 353 
%2.67 %2.67 %94.39 

Tetracyclin ve kloraınfenicol olumlu ve şüpheli bulunan örnekler TLC ile 
analize alındı. Buna göre 7 karaciğer örneğinde kloramphenicol olumlu 38 
adedinde olumsuz, 51 örnekte tetracyclin olumlu 12 örnekte olumsuz bulundu. 
GC cihazının devreye girmesi ile TLC de Kloraınphenicol olumlu sonuç veren 
7 karaciğer örneğinin dışında 2 karaciğer örneğinde Kloraınphenicol sırasıyla 
100 ng/gr. ve 120 ng/gr miktarlannda saptandı. 

Analize alınan 365 adet sığır böbreği örneğinde There Plate test 
sonuçlannda, B. sterothermophilus ile çalışılan platelerde 279 adet(% 76, 43) 
olumlu 77 adedi(% 21, 09) olumsuz, B. subtili ile çalışılan platelerde 19 adet 
(% 5,20) olumlu, 345 adedi (% 94.52) olumsuz B. megatariumda çalışılan 
platelerde 4 adet şüpheli, 361 adedi (% 98.90) olumsuz sonuç alındı. 

Tablo4 

Mikroorganizma Örnek Sayısı + ± -

53 12 364 
B.stearothermophilus 429 % 12.35 %84.85 

52 366 
B. subtilis 429 % 12.12 %85.31 

13 34 382 
B. megatherium 429 %3.03 %89.04 

Analitik yöntemle analize alınan 20 adet böbrek örneğinden 20 adedinde 
Tetrasiklin olumlu bulundu. 

444 adet süt örneği önce İntertest ile incelendi ve 78 adet pozitif(% 17.56), 
65 adet şüpheli (%14,63), 301 adet negatif(% 67,79) sonuç alındı. Three 
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plate test ile analize alınan örneklerden; B. stearothennophilus ile çalışan plate
lerde 39 adet (% 8, 78) süt örneği pozitif, 13 adet (% 2,92) şüpheli, 392 
adedi(% 88,28) negatif bulundu. B. megatorium ile çalışılan platelerden 14 
adedi (% 3,15) pozitif, 4 adeti (% 0,90) şüpheli, 426 adedi(% 95.94) nega
tif bulundu. B. suptilis ile çalışılan platelerde, 24 adet(% 5,40) pozitif, 1 adet 
(% 022) şüpheli, 419 adet (% 94, 36) negatif sonuç alındı. 

Tablo 5 

Mikroorganizma Örnek Sayısı + ± -

B.stearothermophilus 365 279 9 77 

%76.43 %21.09 

B. subtilis 365 ı9 ı 
345 

%5.20 .% 94.52 

B. megatherium 365 4 36ı -
%98.90 

Tablo: 6 

Mikroorganizma Örnek Sayısı + ± -

B.stearothermophilus 444 39 13 392 
%8.78 2.92 %88.28 

B. subtilis 444 24 ı 4ı9 

%5. 40 %0.22 %94.32 

444 14 4 426 
B. megatherium %3.15 %0.90 %95.94 

444 78 65 3ıo 
İn tertest % 17.56 % 14.63 %67.79 
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Three Plate test ile analize alının 158 adet tavuk karaciğer örneğinde, B. 
stearothermophilus ile çalışılan platelerde 14 adet(% 8.86) pozitif, 2 adet(% 
1 ,26) şüpheli, 142 adet (% 89, 87) negatif sonuç alındı. B. megatoriurn ile 
çalışılan platelerde, 5 adet(% 3,16) pozitif, 1 adet(% 0,63) şüpheli , 152 adet 
(% 96,20) negatif sonuç alındı. B. subtilis ile çalışılan platelerde 27 adet (% 
17,08) pozitif 2 adet(% I, 26) şüpheli, 129 adet(% 81,64) negatif sonuç 
alındı. Tablo: 7 

Mikroorganizma Ömek Sayısı + ± -

B.stearothermophi1us 158 14 2 142 
%8.863 % 1.26 %89.87 

B. subti1is 158 5 ı 152 
%3. 16 %0.63 %96.20 

B. megatherium 158 27 2 129 
% 17.08 % 1.26 % 81.64 

B. subtilis ile pozitif ve şüpheli bulunan 29 adet tavuk karaciğeri T.L.C. 
metoduyla analize alındı. I 6 adedi pozitif 13 adedi negatif bulundu. B. mega
torium ile pozitif ve şüpheli bulunan 6 örnek, Gaz Kromatografı analize alındı 
4 ünde Kloramfenikol sırasıyla 85 ng/gr. 125 ng/gr. 100 ng/gr, 120 ng/gr. 
miktarlannda saptandı. 

Three plate test ile analize alınan 605 adet tavuk eti örneğinde; B. stearot
hernıophilus ile çalışılan platelerde, 128 adet (% 21,15) pozitif, I adet (% 
0,16) şüpheli, 476 adet (% 78,67) negatif sonuç alındı. B. megatorium ile 
çalışılan platelerde, 47 adet (% 7, 76) pozitif, 558 adet ( % 92,23) negatif 
sonuç alındı. B. subtilis ile çalışılan platelerde, 48 adet(% 7, 93) pozitif, 557 
adet ( % 92, 06) negatif sonuç alındı. Tablo 8. 

B. megatoriUm ile olumlu bulunan 47 örnekte~ 4 ünde Gaz Kromatografi 
cihazı ile sırasıyla 80 ng/ gr., 10 ng/gr. 120 ng/gr., 90 ng/gr. miktarlarında 
Kloramfenikol saptandı. 

T.L.C. yöntemiyle olumlu bulunan örneklerin hepsi desemikanti tarif ola-
rak 0,5 J..lg 1 gr. ın üstünde bulund. · 

Çalışmamızın başında bu analizierin yumurtalar üzerinde de yapılacağı be
lirtildiği halde, aynı işlemlerin bir de yumurtalarda tekrarlanması mümkün 
olmadı. Fakat ayrı bir araştımıa olarak yapılması gerektiğine inanmaktayız. 
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Mikroorganizma Örnek Sayısı + ± -

B.stearothermophilus 605 128 ı 476 
%21.15 %0.16 %78.67 

B. megatherium 605 47 - 558 
%7.76 %92.23 

B. subtilis 605 48 - 557 
%7.93 %92.06 

Tablo: 8 

TARTIŞMA 

Çalışmamız sonucunda toplam 2375 örnek analiz edildi. ( 374 sığır eti, 429 
sığır karaciğeri , 365 sığır böbreği, 444 süt, 158 tavuk karaciğeri, 605 tavuk 
eti olmak üzere). 

Bunlardan Diffuzyon yöntemiyle, 652 örnekte Penisilin, 90 örnekte Klo
raınfenikol, 219 örnekte Tetrasiklin saptandığı halde, Analitik yöntemlerle 17 
örnekte Kloramfenikol. 153 örnekte Tetrasiklin saptanabilmesi, kanımızca 
çeşitli nedenlerden ileri geldi. Bunların başında; Diffuzyon yönteminde her ne 
kadar, B. subtilis suşu, Tetrasiklinler için, B. megatorium suşu, Kloranıfeni
kol için, B. sterothern10philus suşu da Penisilinler için en duyarlı suş olmakla 
beraber bu duyarlılık % 100 olmadığından diğer antibiyotikler karşısında da 
zon verebilmektedir. Aslında, ele alınan her örnek, .kullanılan yöntemde, üç 
suş1a da ayrı ayrı ince1endiğinden, aynı örnek, her üç suşla da veya iki suşla 
da zon vermektedir. Bu bakımdan da Diffuzyon yöntemindeki pozitifleriri 
sayısı artmaktadır. . · 

Ayrıca azmiktarda antibiyotik içeren örnekler, ekstraksiyondaki kayıplar 
nedeni ile de saptanaınış olabilir. 

Fakat her ne sebeble olursa olsun, Tetrasiklin veya Kloramfenikol değilse 
de başka bir antibiyotiğin varlığını göstermesi bakımından, bu çalışmada bulu
nan pozitif sonuçlar, küçümsenemiyecek boyutta bulundu. Aydın ve arka
daşları tarafından yapılan bir çalış!flada Ankara piyasasından toplanan 
pastörize ve çiğ süt örneklerinde, Intertesı ve Diffuzyon yöntemleriyle 
çalışılmıştır. Toplaın 307 örnekten, pastörize sütlerde intertest ile % 29, çiğ 
sütl~rde % 14,5 çiğ sütlerde% 15,7 pozitif sonuç alınmıştır. (4). 

Ulkemizde, daha önce bir çok recovery çalışması yapıldığı halde etlerde, 
bu şekilde bir rezidü, çalışması henüz sonuçlanmadığından, bulgularımızı 
karşılaştırnıa olanağı bulunanıadı. Avrupa ülkelerinde ise bu tip çalışmalar 
1960 öncesine dayandığından ve Swann raporundan sonra antibiyotiklerin 
yemiere katılması yasaklandığından, kontrol çalışmaları yapıldığı halde 
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ar~~mıa çalışması bulunamadı. 
llikemizde de bu tip arıtibiyotiklerin bilinçsizce yemiere katılmasımn 

önlenmesi, çok zararlı olaniann beslenmede kullanılmasımn yasaklanması, te
davideki hayvaniann belli bir süre, ürünlerinin insan tüketimine sunulmasım n 
önlenmesi gerektiği kanısına vanldı. 

ÖZET 

Bu çalışmaçeşitli yöntemler denenerek et ve süt gibi hayvansal besinlerdeki 
antibiyotiklerin v~rlığının saptanması amacıyla yapıldı. . 

Sütlerde önce Intertesı sonra Three Plate Test uygulandı. 
Et, karaciğer ve böbrek örnekleri önce Three Plate test ile incelemeye 

alındı. Burada Tetrasiklin yönünden pozitif çıkan örnekler, T.L.C. 
yöntemiyle, Kloramfenikol yönünden pozitif ve şüpheli bulunan örnekler Gaz 
Kromatografi ile incelenmiştir. 

Toplam 2375 örnek (374 adet et, 429 adet karaciğer, 365 adet böbrek, 444 
adet süt, 158 adet tavukkaraciğeri ve 605 adet tavuk eti olmak üzere) analiz 
edildi. 

Sonuçta Intertesı yöntemiyle 78 örnek, Diffüzyon yöntemiyle ; 
Penisilin yönünden 652 örnek, Kloramfenikol yönünden 90 örnek, Tetra

siklin yönünden 219 örnek, Analitik yöntemlerle de; Kloramfenikol yönünden 
17 ömek, Tetrasiklin yönünden 153 örnek pozitif bulundu. 

SUMMARY 

This study were carried out to detemıine the antibiotic residues in milk and 
meat fomı food-producing animal. 

First the intertesı method and than the Three Plates Test were applied to 
milk samples. The samples of meat, liver and kindey were inspected with 
Three Plates test. The specimens which gave positive results for Tetracycline 
were analysed by T.L.C. method, the speciinens which were found to be po- . 
sitive and suspicious for Oıloramphenicol were inspected by the application of 
Gas Chromatographic. 

Totally 2375 samples (consisted of 374 meat, 429livers, 365 kidneys, 444 
milk samples, 158 ebieken livers, 605 ebieken meat) were analysed. · 

As a result, 78 samples were found positive by Intertest method. By using 
the Diffusion method, 652 samples, 90 samples and 218 were found positive 
for Penieillin, Oıloranphenieol and Tetraeyeline respectively. By the analytieal 
teehnique, 17 and 153 samples were found positive for Chloramphenicol and
Tetraeyeline respectively. 
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