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HAYVANSAL DOKULARDA ANTiBIYOTIiK KALINTILARININ
' ' AGAR DIFFUZYON TEKNIiGI iLE TAVINI

‘ Determination of antibiotic Tesidues in the animal tissues by agar
diffusion technique.
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Summary : After oxytetracyline (20 mg/kg) and tetracycline (50 mg/
kg) were given orally to the broiler chickens, antibiotic residues in
tissues were determined by agar diffusion technique. Bacillus cereus
(ATCC 11778) was used as a sensitive sirain. Petri dishes punched at
8 mm in diameter were incubated at 37°C overnight. A total of 124 tissues
was tested. The oxytetracycline and tetracycline residues that have been
found in tissues were respectively 0.32-2.56 pg/gr and 0.080 - 0.240
rg/gr. The limites of the test strain sensitivity were determined 0.04 pg
and 0.01 pg levels for oxytetracycline and tetracycline respectively.

Ozet : Oksitetrasiklin (20 mg/kg) ve tetrasiklin (50 mg/kg) agiz yo-
luyla Broiler piliglerine verildikten sonra dokulardaki antibiyotik rezi-
dilleri agar difflizyon teknigi ile tayin edildi. Duyarl sus olarak Bacillus
cereus (ATCC 11778) kullanildi. Agar plaklarinda 8 mm lik delikler agil-
mis petriler 37°C de bir gece inkube edildi. Toplam 124 doku numunesi
incelendi. Dokulardan tesbit edilen antibiyotik rezidiilerinin oksitetrasik-
lin igin 0.32-2.56 pg/gr, tetrasiklin icin ise 0.080-0.240 pg/gr arasinda
oldugu belirlendi. Test susunun duyarlhilik sinirinin  oksitetrasiklin ve
tetrasiklin i¢in sirasiyla 0.040 pg ve 0.01 pg diizeylerinde oldugu belirlen-
di.

v Girig
Tetrasiklinler cesitli streptomices kiltiirlerinden izole edilen genig
spektrumlu antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin dogal ve yar1 sentetik ol-
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mak {izere sekiz tiirevi bulunmaktadir, Insan ve hayvanlarin cesitli bak-
teriyel hastaliklarinin kontrolii ve tedavisinde yaygin olarak kullanilir-
lar. Ayrica besi ve kiimes hayvanlarinda verim artigi saglamak amaciyla
da gidalara ilave katki maddesi olarak katilmaktadirlar (3).

Dokulardaki tetrasiklin ve oksitetrasiklin kalintilarinin mikrobiyolo-
jik yoniemler ile tayininde test susu olarak Bacillus subtilis (5, 7, 13), Ba-
cillus cereus (1, 11, 13), Bacillus sterothermophilus (4, 6) ve Sarcina lutea
(10) kullanilmigtir. '

Ziv (13), sigirlara parenteral olarak oksitetrasiklin vererek serum -
ila¢ konsantrasyonunu tayin etmistir. Aragtirici serumdaki mevcut oksi-
tetrasiklin konsanfrasyonu 1.0 pg/mlden biiyiik oldugunda test susu ola-
rak Bacillus subtilis’in 0.1-1.0 pg/ml diizeylerinde ise Bacillus cereus’un
kullanilmasini &nermektedir.

ksitetrasiklinin (50 mg/kg) domuzlara oral olarak verildigi bir ca-
higmada (2), hayvanin gesgitli organ ve dokularindaki kalintilari arana-
rak, ila¢ uygulamasimdan iki saat sonra serumda maksimum diizeyde ol-
dugu, 48 saat sonra ise kalp, dalak, troid ve adrenal bezlerde tesbit edile- -
medigi bildirilmigtir. Ayn1 calismada tek doz oksitetrasiklin uygulamasi-
nin dokularda kalinti yapmadig: belirlenmisgtir.

Nouws ve Konig (9) koyunlara intra muskiiler yolla oksitetrasiklin
vererek, ilacin gdz yasindaki konsantrasyonunu agar difflizyon yontemi
ile tesbif etmislerdir. Parenteral oksitetrasiklin uygulamasinin kerato-
konjuktivitis tedavisinde kullanilabilecegi bildiriimektedir.

Hayvanlara parenteral yolla farkli konsantrasyonlarda oksitetrasik-
lin enjeksiyonlarinin yapildigi bir calismada (8) %10 luk ¢ézeltinin %20
lik cozeltiye gore enjeksiyon bolgesinde daha az irritan oldugu ve kalinti
birakmadigi bildirilmektedir.

-Bu ¢alismanin amaci, tavuk doku ve organlarinda tetrasiklin grubu

antibiyotiklerin kalinti durumlarini ekonomik, basit ve duyarli bir yon-
tem olan agar diffiizyon teknigi ile incelemektir.

Materyal ve Metot

Materyal olarak, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma
kiimesinden saglanan 28 adet Broiler pili¢ kullanildi. Oksitetrasiklin ve
tetrasiklin antibiyotikleri Sigma ila¢ firmasindan, test mikroorganizmasi
olarak kullanilan Bacillus cereus ATCC 11778 sugu Etlik Veteriner Mik- -

robiyoloji Enstitiisii'nden temin edildi.

Numunelerin analizinde Arret ve ark, (1) ve Thorpe (12)’nin kullan-
mig olduklar1 metotlar esas olarak alindi,
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Deney hayvanlarina antibiyotiklerin verilmesi ve dokularin alinmasi:
Oksitetr‘asikl_in.v'(ZO mg/kg) ve tetrasiklin (50 mg/kg) Broiler piliclerine
agiz yoluyla verildi. Antibiyotikler hayvanlara verildikten sonra, 0, 2.5,
8, 24, 72, 120 ve 168. saatlerde hayvanlardan plazma, beyaz kas, kirmizi
kas, karaciger ve bébrek dokular: alind. '

Dokularin ‘alznm_a_sz' i

Plazma. : Kan numuneleri, i¢inde 10 iinite heparin bulunan 10 ml.lik
santrifiij tiiplerine alindi. 4.000 dak/devir de 10 dakika santrifiij edildik-
ten sonra plazmalar1 ¢ikarildi

- "Kas : 10 gr. kas dokusu 0.1 M glisin buffer (pH: 2)’in 5 mlsi ile ultra
homojenizatérde homojen hale getirildi.

N

Bﬁb'fek : 10 gr. bobrek, buffer kullanilmaksizin ultra homojenizator-
de homojen hale getirildi. "
‘ Kardciger : 10 gi'. karaciger, 10 ml. glisin buffer (pH: 2) ile ultra ho-
mojenizatérde iyice homojen hale getirildi.
Doku homojenatlar: ve plazma 10 mllik santrifiij tliplerine konarak
analiz islemlerine kadar —15°C de dipfiriz de bekletildi.

Agar plakalarimimn hazirlanisy : Pepton 6.0 gr., Yeast extract 3.0 gr.,
Beef extract 1.5 gr., Agar 1.0 gr., distile su 1.000 ml. ve pH 6.55 olacak se-
kilde besi yeri hazirlandi. Hazirlanan besi yeri petri kutularina (160 x 15)
20 ml. miktarinda dokiildii. Buz dolabinda sogutulduktan sonra, 8§ mm.
ga_pmda, biri ortada digerleri ¢evrede olmak lizere 6 delik acild:. Delik-
lerin alt kisma 1 damla eritilmis besi yeriyle kapatildi. Sterilite kontrolii
i¢in 37°C de 1 giin etiivde bekletildi.

Testin yapuligi : 8 mm capinda delikler agilmig besi yerine 16 saatlik
Bacillus cereus kiiltlirii sivap ile yayild: ve 5-10 dakika bekletildi. Her
bir cukura numuneler esit miktarlarda (plazma 0.2 ml, dokulardan 250 mg)
konarak, 37°C de 16 - 18 saat inkubasyona birakild:.

Okunmast : Numunelerin kondugu cukurlarin cevresindeki inhibis-
yon alanlarmin cap: 6lglildii. Standart egriden dokulardaki oksitetrasik-
lin ve tetrasiklin-konsantrasyonlar: tayin edildi.

Bulgular

Grafik 1 ve resim 1, 2 de goriildiigii izere tetrasiklin ve oksitetrasik-
lin i¢in standart egriler hazirlandi. Bu metodun duyarlilik sinirinin tet-
rasiklin i¢in 10 ng, oksitetrasiklin i¢in ise 40 ng oldugu tesbit edildi.

Oksitetrasiklin (20 mg/kg) Broiler piliclerine agiz yoluyla verildik-
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ten sonra, 0, 25, 8, 24, 72, 120 ve 180. saatlerde hayvanlardan plazma, b6b-
rek, karaciger, beyaz kas ve kirnmz1 kas numuneleri alindi. Tablo 1 ve re-
sim 3 de gorildiigli gibi yalmiz bébrek numunelerinde oksitetrasiklin ka-
lintilar: tesbit edildi. Hayvanlara oksitetrasiklin verildikten 2.5 saat son-.
ra alinan bobrek numunelerinde kalinti bulundugu halde, 72 saat sonra-
kilerde belirlenemedi. Bébrek numunelerinde tesbit edilen ok31tetras1k11n
yogunluklarmin 0.32 -2.56 pg/gr arasinda oldugu goriildi.

Hayvanlara tetrasiklin (50 mg/kg) agiz yoluyla verildikten sonra,
0, 2.5, 8, 24, 72, 120 ve 180. saatlerde, plazma, bobrek, karaciger, beyaz kas
ve kirmizi kaslardaki ila¢ kalintilar arandi. Tetrasiklin kalintilar1 plaz-
ma hari¢ tim dokularda 2.5. ve 8. nci saatlerde tesbit edildi (Tablo 2, re-
sim 4, 5, 6). :

Dokularda belirlenen tetrasiklin yogunluklarinin .= sirasiyla bobrek
0.240. - 0.400 pg/gr, karaciger 0.120.- 0.160 pg/gr, - beyaz .kas. 0.100-
pg/gr ve kirmizi kas igin 0.080-0.092 pg/gr arasinda oldugu goriildii.
Genellikle hayvanlara ila¢ verilmesinden yaklagik 24 saat sonra, analizi

yapilan numunelerde tetrasiklin rezidiileri tesbit edilemedi.

Tablo 1. Hayvansal dokularda (pg/ gr) ve plazmada (ug/gr) tesblt
edilen oksitetrasiklin yogunluklar. :

Stire Plazma Bobrek Karacifer BeyazKas Klrmlzi Kas -
(Saat) Z 0 Z O Z O Z O Z .0
0 — — —_ — — — — — —
2.5 —  — 18 096 — — = — —
8 — — 13 032 - — - - - -
24 — — 25256 — — — — =
72 — - 21 192 — — =
120 - - = = = = = = = =
180 U MU —

O. Oksitetrasiklin yogunlugu (pg/gr).

Z. Zc_)nlar (mm).
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Tablo 2.Hayvansal dokularda (pg/gr) ve plazmada (pg/gr) tesbit
: ‘edilen tetrasiklin yogunluklari.

Sure Plazma Bobrek  Karaciger BeyazKas Kirmizi Kas
(éaat) .z T Z T Z T Z T Z T
0 e
2.5 — — 21 0400 14 0120 13 0100 12 0.080
g —  — 18 0240 16 0160 13 0100 — @ —
24 - - - - - = = — 13 0092
mo - - - — o
12 - - - - - - - - -
180 —  — 17 0200 — @— — -

T. Tetrasiklin yogunluklarl Z(ug/gr).

Z. Zonlar (mm).

Resim 1. Standart oksitetrasiklin’in

inhibisyon zonlari (mm). (The
zones of inhibition of the standart
oxytetracycline).

Resim 2. Standart tetracyclin’in
inhibisyon zonlari (mm). (The
zones of inhibition of the standart
tetracycline).
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Resim 3. Bobrek oksitetrasiklin
diizeyleri.
(Kidney oxytetracycline levels).

Resim- 5. Karaciger tetrasiklin dii-
zeyleri.
(Liver tetracychne levels)

Resim 4. Bobrek tetrasxkhn dii-
zeyleri.
(Kidney tetracychne levels).

Resim 6. K1rrn1z1 kas ve beyaz kas
tetrasiklin duzeylerl

(Red musscle and white musscle

tetracycline levels):
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Gratik 1. Standart egri
. (Standard reaponse lines of tetracycline and
. Oxytetracycline for ager well technique)

- Tartiyma ve Sonug

Baz aragtiricilar (1, 11, 13) oksitetrasiklin ve tetrasiklin kalintilari-
nin mikrobiyolojik y6ntem .ile. taylnmde Bacillus cereus’un. diger test
suglarina gére daha duyarli oldugunu bildirmektedirler. -

Mikrobiyolojik yontem ile yapilan bu metodun duyarhlfk sinirinm
oksitetrasiklin igin 10 ng oldugu tesbit edildi (Grafik 1, Resim 1, 2). Bu-
sonuglar yukaridaki aragtiricilarin bulgularmni destekler niteliktedir.

Oksitetrasiklin verilen grupta, sadéce 2.5 saatte alinan bgbrek numu-
nel_érin_de ila¢ kalintis1 tesbit edilebildi (Tablo 1, Resim 3). Buna kargilik
tetrasiklin verilen grupta ise, plazma harig, tiim- dokularda ila¢ kalintisi
tesbit edildi (Tablo 2, Resim 4, 5, 6). Her iki tetrasiklin grubu ilag arasin-
daki kalint1 farklihginin, tetrasiklin (50 mg/kg)’in  oksitetrasiklin (20
mg/kg)’e gore fazla miktarda verilmesine ve test sugunun, tetrasikline
daha duyarh olmasindan kaynaklandig1 sanilmaktadir. :
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Sonug olarak, dokulardan tetrasiklin ve oksitetrasiklin kalintilarmin
tesbitinde mikrobiyolojik yontemln kullan11ab1leceg1 gosterllm1§tm An-
cak bu yontemin daha duyarli hale get1r11me51 igin dokularin uygun bir
solvent ile ekstraksiyona tabi’ tutulduktan sonra, tesbit caligmalarinin
yapilmasinin daha iyi sonuglar verecegi goriigiine varilmigtir.
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