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Ozet: Bu calismada Kayseri'deki mezbahanelerde kesilen sigirlara ait et, karaciger ve bdbrek érneklerinde, zeranol
kalinti seviyelerinin Enzyme-Linked immune Sorbent Assay (ELISA) yéntemi ile arastiriimasi amaglandi. Bu amagla,
Kayseri ilindeki sigir kesimi yapilan birinci sinif tg¢ farkli mezbaha Ekim-Aralik 2018 tarihlerinde, 1 ay periyodik
araliklarla, Gger kere ziyaret edildi. Her ziyarette her bir mezbahadan rastgele segilen hayvanlara ait 20 karaciger, 20
bdbrek ve 20 et 6rnegdi alinarak toplamda 180 drnek materyal olarak kullanildi. Bu ¢alismada, analiz edilen sigir doku
orneklerinden 23 bdbrek (%38.3), 20 karaciger (%33.3) ve 17 (%28.3) et drneginde zeranol kalintisi tespit edildi. Sigir
bdbrek, karaciger ve et orneklerinde kalinti miktari sirasiyla; 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94-1057.96 ppt ve 32.29-1195.8
ppt arasinda tespit edildi. Analiz edilen 6rneklerdeki zeranol kalintisi Kodeks Alimentarius’ta belirtilen yasal limitin altin-
da idi. Sonug olarak, analiz edilen érneklerdeki zeranol kalinti miktarlari diisiik bulunmus olsa da zeranol igeren et ti-
ketiminin halk saglidi acisindan risk olusturabilece@i nedeniyle, gida guivenligi kapsaminda bu kimyasalin periyodik
olarak izlenmesi gerektigi ortaya kondu.

Anahtar kelimeler: Bobrek, ELISA, et, karaciger, zeranol

Investigation of Zeranol Residue in Meat of Cattle and Internal Organs

Summary: In this study, it was aimed to investigate the levels of zeranol residue in the meat, liver and kidney samples
of cattle slaughtered in slaughterhouses in Kayseri by Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay (ELISA) method. For
this purpose, three different first class slaughterhouses where cattle were slaughtered in Kayseri province were visited
three times in October-December 2018 at 1-month periodic intervals. At each visit, 20 liver, 20 kidney and 20 meat
samples belonging to the animals randomly selected from each slaughterhouse were taken and a total of 180 sample
materials were used. In this study, zeranol residues were detected in 23 kidney (38.3%), 20 liver (33.3%) and 17
(28.3%) meat samples from the analyzed bovine tissue samples. The residual amount in beef kidney, liver and meat
samples were detected between 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94-1057.96 ppt and 32.29 - 1195.8 ppt, respectively. The
zeranol residue in the analyzed samples was below the legal limit specified in Kodeks Alimentarius. In conclusion, alt-
hough the amount of zeranol residues in the analyzed samples are low, it was concluded that consuming meat contai-
ning these residues may pose a risk to public healththerefore, this chemical should be monitored periodically as a food
safety measure.

Key words: ELISA, kidney, liver, meat, zeranol

Girig kullaniimasiyla birlikte bu bilesiklerin tiketicilerin me-
tabolizmasinda olusturdugu etkiler arastirma konusu

Dinyada hizla artan nifus, gida ihtiyacinin kargilana- olmustur (Kayaalp, 1990; Kaya, 1991). Sonugta be-

bilmesi icin énemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle
hayvansal gidalarin gunlik diyetle yeterli miktarda
alinmamasi gesitli hastaliklara ve gelisme bozuklukla-
rina neden olabilmektedir. Hayvansal gidada artan
talebi karsilamak icin hayvanlarin besi durumu ve
verimlerinin en ekonomik sekilde artiriimasi gindeme
gelmistir. Ozellikle sigir yetistiriciliginde agirlik artisi,
yemden maksimum diizeyde faydalanabilme, yag
dokunun olabildigince azaltilmasi ve kas dokunun
artinlmasi gibi amaglarla anabolik maddeler kullanil-
maya baslanmistir. Anabolik maddelerin ticari olarak
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sinlerde bulunan bazi anabolik madde kalintilarinin,
cesitli doku ve organlarda hasarlara, genotoksik ve
karsinojenik etkilere, cinsiyet 6zellikleri ve davranis
degisikliklerine, ireme bozukluklarina neden olabildi-
gi ortaya konmustur (Daxenberger ve ark., 2000;
Botsoglou, 2000; Kaya ve Unsal, 2002). Hormonal
sistem basta olmak (izere sinir sistemi, deri, kemikler
ve tiim organlarin anabolik maddelerden etkilenebildi-
gi; sentetik analoglarin koroner kalp hastaliklari, pep-
tik Ulserler ve timoral olusumlara neden olabildigi
belirlenmistir (Awaya ve ark., 1998; Ergun, 2000;
Meyer ve ark., 1991). Ozellikle kadinlarda et tiiketi-
mindeki hormon maruziyetine iliskin kanser riskinin
artmasi, 6nemli bir saglik riski olarak 6n plana ¢ik-
maktadir. Et tlketimi yoluyla anabolik maddelere
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maruz kalmanin insan saghgi yéniinden olusturdugu
riskler g6z 6nune alindiginda tiketime sunulan hay-
vansal gidalarda bu maddelerin tespiti 6nem kazan-
maktadir (Kaya, 1991). Hayvan yetistiriciliginde canli
agirhk artisi amaci ile kullanilan anabolizan madde-
lerden zeranol, hayvansal gidalar aracilidi ile alindi-
ginda insanlarda hormonal, teratojenik, karsinojenik
ve kemikte mineral geligsimi Uzerine olumsuz etkilerin-
den dolayi Tirkiye ve diger birgok Ulkelerde kullanimi
yasaklanmistir (Brambilla, 2000; Doyle, 2000; Terzi,
2005).

Bu galismada, Kayseri'deki mezbahanelerde kesilen
sigirlara ait et ve i¢ organlarda 6strojenik etkili bir
anabolik olan zeranol kalinti dizeylerinin Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile
arastirilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem
Ornekleme

Bu calismada, Kayseri ilindeki sigir kesimi yapilan
birinci sinif Gg farkli mezbaha Ekim-Aralik 2018 tarih-
lerinde, 1 ay periyodik araliklarla, Gger kere ziyaret
edildi. Her ziyarette her bir mezbahadan rastgele
segilen hayvanlara ait 20 karaciger, 20 bébrek ve 20
et 6rnedi olmak lzere toplamda 180 6rnek materyal
olarak kullanildi. Toplanan &rnekler soguk zincirde
laboratuvara géturildi ve analizleri yapilincaya kadar
-18°C’de muhafaza edildi.

Oneklerin hazirlanmasi

Orneklerin ekstraksiyon iglemi, kullanilan test kitinde-
ki (RIDASCREEN® Zeranol, Art. No. R3301) et or-
nekleri igin 6nerilen prosediire gore gerceklestirildi.
Mezbahalardan temin edilen et, karaciger ve bobrek-
lerin yagsiz kisimlarindan alinan érnekler iyice parga-
landi. Pargalardan alinan her 1 g érnek tzerine 1 mL
20 mM PBS buffer ilave edildi ve 5 dk vortekslendi.
Elde edilen homojenizata 10 mL tert.- butilmetileter
eklendi ve 30 dk boyunca calkaliyicida (N-Biotek,
Kore) karistirildiktan sonra 10-15° C de 4000 g’de 10
dk santrifij edildi. Daha sonra slpernatant kuruyana
kadar 60° C’ de buharlagtirildi. Kalinti Gzerine 1 mL
kloroform ve 3 mL 1M NaOH ilave edildikten sonra 30
s vortekslenerek 10-15° C de 4000 g'de 10 dk santri-
fuj edildi. NaOH fazi (Ustte kalan sulu tabaka) 250 pl
asetik asit (%96) iceren bagka bir santriflj tlplne

aktarilip 5 mL tertbutilmetileter ile karistirilarak 10-15°

C de 4000 g’de 10 dk santrifij isleminden sonra or-
nekler - 25° C'de yaklasik 60 dakika alt faz donana
kadar beklendi. Stpernatant baska bir santrifiij vidal
kapakli siseye aktarilarak 60 ° C'de uguruldu ve ka-
linti, 2 mL numune seyreltme tamponu iginde ¢6zdi-
rulda.

Ekstraktlarin kolondan gecgirilmesi

Seyreltme tampon ¢ozeltisinde ¢dziindirilen ekstrakt
RIDA C18 kolondan (r-biopharm, Art No: R2002, Al-
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manya) gegcirildi. Bu amagla, 3 mL saf metanol ile
yikanan ve sonrasinda 2 mL metanol/Tris-HCI (pH
8.5, 20/80 v/v) dengelenen kolona 3.5 mL 6rnek
eklendi. Kolon 2 mL metanol/Tris-HCI) ve takiben 3
ml metanol/Tris-HCI (40/60 v/v) ile yikandiktan sonra
icerisindeki sivi pozitif basing ile uzaklastirildi.
Ayristirilan érnek 1mL methanol/distile su (80/20 v/v)
iceren bir tipe aktarilarak ve 60° C’ de dusuk akish
azot gaz altinda evapore edildi. Kurutulan kalinti 1
mL érnek tampon ¢ozeltisinde ¢ézundurildi.

ELISA prosediirii

Mikrotitre plakasindaki her bir kuyucuga 100 uL sey-
reltiimis antikor eklenerek oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edildi. inkubasyon sonrasinda, pleytler 250 uL
yikama tampon (Fosfat tampon ¢ozeltisi-Tween, PBS
-tween) ile 3 kez kuyucuklar yikandi. Zeranol standart
solusyon ve hazirlanan érneklerden 20’ser uL alina-
rak her biri ayri kuyucuklara eklenerek tzerlerine 100
uL seyreltilmis konjugat ilave edildi ve 22 °C’de 30 dk
inkubasyondan sonra 3 kere yikandi. Yikama iglemini
takiben, her bir kuyucuga 100 pL substrat/kromojen
eklenerek oda sicakliinda 15 dk inklibe edildi.
inkiibasyon siiresi sonunda, her bir kuyucuga 100 plL
stop sollisyon eklenerek ELISA otomatik okuyucuda
(Thermo, Finlandiya) 450 nm’de okutularak elde
edilen absorbanslar kaydedildi.

Calismada o&rneklerin zeranol kalinti dizeylerinin
hesaplanmasinda, RIDA SOFT Win (Art no:Z9996)
Programi  kullanildi.  Zeranol  kalinti  miktari
hesaplanirken kalibrasyon egrisi Uzerinden elde
edilen konsantrasyonlar, 2 olarak belirlenen dilusyon
faktorl ile carpildi.

Bulgular

Calismada, ELISA analizinde, zeranol kalinti dizey-
lerinin belirlenmesi amaci ile kullanilan standartlarin
absorbans degerleri Tablo 1'de kalibrasyon egrisi ise
Sekil 1°’de belirtildi.
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Sekil 1. Zeranol analizi igin ELISA ‘da kalibrasyon
egrisi (0-8.100 ppt)
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Tablo 1. Zeranol tespit analizinde kullanilan standartlarin absorbans degerlerine gore elde edilen referans

araliklar
Konsantrasyonlari  Ortalama Absor- % Standart o o

Standart (nglL) bans degeri Sapma (SS) % CV 7 BiB0
1 0.0 2.0798 0.009 1.6 100.00
2 100.0 1.7069 0.008 1.2 82.07
3 300.0 1.261 0.009 1.4 60.63
4 900.0 0.9772 0.008 2.0 46.99
5 2700.0 0.6852 0.009 9.2 32.95
6 8100.0 0.4936 0.006 2.0 23.73

CV: coefficient of variability, % B/BO: % Standart ya da 6rnegin absorbansi /Standart, ‘in absorbansi

Analiz edilen 60 et 6rneginin 17’sinde (%28.3), 60
karaciger 6rneginin 20’sinde (%33.3) ve 60 bobrek
orneginin 23’Gnde (%38.3) zeranol kalintisi tespit
edildi. Et Orneklerindeki zeranol kalinti dizeyleri;
32.29-1195.8 ppt, karaciger orneklerinde 38.94-
1057.96 ppt, ve bobrek orneklerinde ise 50.23 —
1120.61 ppt diizeylerinde saptandi. Calismada, ana-
liz edilen karaciger, bdbrek ve et drneklerindeki zera-
nol kalinti duzeyleri dagilmlari ile yuzdeleri Tablo
2'de belirtildi.

kullaniminin yasak oldugu bildirilmektedir (Anonim
2019).

Bu calismada sigir et orneklerinin 17(%28.3)'sinde
5032.29 -1195.8 ppt duzeylerinde zeranol kalintisi
belirlendi. Benzer sekilde, Orug ve ark., (2007) analiz
ettikleri 81 sigir eti 6rneginin 2'sinde 456.7 ng/kg ve
1501.3 ng/kg araliginda, Sevik ve Ayaz (2017) 200
adet sigir eti 6érneginde 100.94 ppt ile 614.06 ppt
arasinda ve Sever ve ark. (2012) ise 51 et drneginin

Tablo 2. Calisilan sigir doku 6érneklerinde zeranol kalinti diizeyleri (%)

CA’a gore
Ornek Tespit edilen diizey (ppt)/ (%) maksimum TGK
limit (ug/kg)
<100 101-200 201-300 301-500 >500
Et (n=60) 13 (21.6) 3(5) - - 1(1.6) 2 Bulunmamal
Karaciger (n=60) 11 (18.3) 6 (10) 1(1.6) 1(1.6) 1(1.6) 10 Bulunmamali
Bobrek (n=60) 8 (13.3) 6 (10) 3(5) 4 (6.6) 2(3.3) - Bulunmamal

CA: Codex Alimentarius, TGK: Tlrk Gida Kodeksi

Calismada incelenen o6rneklerdeki zeranol kalinti
dizeylerininCodex Alimentarius’ta sigir dokulari igin
belirtilen maksimum kalinti limitin altinda oldugu
tespit edildi. Bobrek ornekleri igin ise herhangi bir
limit belirtimemistir (Tablo 1). Turk Gida Kodeksi,
“Gida Degeri Olan Hayvanlara Uygulanmasi
Yasaklanan ve Belli Sartlara Baglanan Hormon ve
Benzeri Maddeler Hakkinda Tebli§™'ne gore ise, ze-
ranol anabolik etki amaciyla uygulanmasi yasak mad-
deler igerisinde bulunmamaktadir.

Tartisma ve Sonug

Bu calismada, daha énce yapilan baz arastirmalarda
da (Mor ve ark., 2011; Nazl ve ark., 2005; Orug ve
ark., 2007; Sevik ve Ayaz, 2017; Uzunov ve ark.,
2013) kullanilan ELISA teknigi ile Kayseri ilindeki
mezbahalarda kesilen sigir doku &érneklerindeki ze-
ranol kalinti dizeylerinin halk saghgi agisindan énemi
degerlendirildi. Kodeks Alimentarius'ta (Anonim,
1996) zeranol’lin glnlik kalinti miktarinin insan gida-
lari icin 0.5 ppb’yi, sigir karkasinda 2ppb’yi ve sigir
karacigerinde 10 ppb’yi gecmemesi gerektidi bild-
iriimistir. Gida degeri olan hayvanlara uygulanmasi
yasaklanan ve belli sartlara baglanan hormon ve ben-
zeri maddeler hakkindaki teblig’de ise zeranol

%29.3’'unda 200-694 ng/kg arasinda zeranol kalintisi
bulundugunu, bulunan miktarlarin bildirilen tolerans
dizeyinin asagisinda oldugunu rapor etmislerdir.
Nazli ve ark. (2005) bu calismadan farkli olarak,
analiz ettikleri 60 et ve et iriini 6rneginin tamaminda
zeranol kalintisi belirlemis ve 9 (%15) Ornekteki
kalinti miktarinin 2pg/kg’in tGzerinde oldugunu vurgu-
lamiglardir.

Akilli (1996) inceledigi 300 sigir etinin 5 (%1.7)'inde
39.73-279.8 ng/kg diizeylerinde, Kart ve ark. (2008)
ise analiz ettikleri 70 et 6rneginin 4 (%5.72)'Ginde 100
-110 ng/kg duzeylerinde zeranol kalintisi bildirmisler-
dir. Uzunov ve ark. (2013) Makedonya’nin 11 farkh
sehrinden topladiklari 86 et érneginde zeranol kalinti
dizeylerinin ilgili Ulkenin yasal sinirlarinin altinda
oldugu rapor etmiglerdir.. Yine, Mor ve ark. (2011)
analiz ettikleri et 6rneklerinin 11 (%36.6)inde 102-
433 ng/kg diizeyinde zeranol kalintisi tespit ettiklerini
rapor etmislerdir. Arastirmacilarin (Akilli, 1996; Kart
ve ark., 2008) rapor ettikleri kalinti diizeyleri bu calig-
ma sonuglari ile kiyaslandiginda nispeten disik bu-
lunmustur..

Ote yandan Misirda Sadek ve ark.(1998) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada analiz edilen et 6rnekle-
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rinde zeranol kalintisina rastlaniimadigi belirtiimekte-
dir.

Bu galismada, 23 bobrek (%38.3) ve 20 karaciger (%
33.3) 6rneginde sirasiyla; 50.23 - 1120.61 ppt, 38.94
-1057.96 ppt dizeylerinde zeranol kalintisi tespit
edildi. Benzer sekilde, Nazli ve ark. (2005) analiz
ettikleri 30 sakatat numunesinin tamaminda 0.01-
6.00 pg/kg araliginda, Ozkurt ve ark. (2007) 19 dana
karaciger 6rneg@inin 8 (%42)inde 30-80 ng/kg, 19
bébrek 6rnegdinin ise 1 (%5.2)'inde 10 ng/kg diizeyle-
rinde ve Liman ve ark (2005) ise, 84 bobrek érneginin
5 (%5.95)'inde 300-500 ng/kg arasinda zeranol bu-
lundugunu rapor etmislerdir. Yine, Mor ve ark. (2011)
inceledikleri karaciger 6rneklerinin (%96.6)’'unda 101-
358 ng/kg diizeyinde; bébrek drneklerinin tamaminda
104-366 ng/kg dlizeyinde zeranol kalintisi tespit ettik-
lerini bildirmislerdir.

Daha 6nce yapilan g¢alismalarla (Nazh ve ark., 2005;
Akilli, 1996; Kart ve ark., 2008; Liman ve ark., 2005;
Ozkurt ve ark., 2007) bu galisma sonuglari arasindaki
farkhhklar; drnekleme, 6rnek sayisi, numunenin temin
edildigi hayvanlar ve farkli ekstraksiyon metodlarin-
dan kaynaklanabilir. Anabolik ajanlarin yasadisi kulla-
niminda, varhgini belirlemek zordur, nitekim verilen
anabolik ajanlarin miktari, formilasyonu, suresi, me-
todu ve uygulama alani bilinmemektedir.

Turk Gida Kodeksinde (Anonim, 2019) zeranolin
hayvanlara uygulanmasinin yasak oldugu belirtildigi
halde, bu g¢alismada analiz edilen érneklerin yarisin-
da tespit edilebilir dizeyde zeranol bulunmasi; besi
sigirlarinda zeranol’iin belli oranlarda kullanildigini ve
bu hayvanlardan elde edilen Urlinlerin tiiketime sunul-
dugunu gostermektedir. Bu durum halk sagihgi riski
olusturabilir. Bu g¢alisma ve daha 6nceki yapilan ca-
lismalardan (Liman ve ark., 2005; Mor ve ark., 2011;
Nazli ve ark., 2005; Ozkurt ve ark., 2007; Sever ve
ark., 2012) elde edilen veriler, Turkiye'de halen ana-
bolik ajanlarin kullanildigini disindirmektedir.

Sonug olarak; bu calismada Kayseri'den toplanan
sigir doku ornekleri (karaciger, bobrek ve et) tizerinde
yapillan analizler sonucunda Turk Gida Kodeksi,
“Gida Degeri Olan Hayvanlara Uygulanmasi Yasakla-
nan ve Belli Sartlara Baglanan Hormon Ve Benzeri
Maddeler Hakkinda Tebligi” nde yasak olmasina rag-
men orneklerin belirli dizeylerde zeranol kalintisi
icerdigi tespit edildi. Zeranol kalinti miktarlan disik
bulunmus olsa da bu kalintilari igeren et tiketiminin
halk sagligi agisindan risk olusturabilecegi kanisina
varildi. Et ve hayvanl kaynakli diger gidalarda bulu-
nan anabolik madde kalintilarinin, tiketici saghgi
Uzerinde olumsuz etkiler yaratabileceg@i gida glvenligi
otoritelerinin yaptiklari epidemiyolojik calismalar ile
ortaya konmustur. Hayvancilikta gesitli amaglar igin
kullanilan anabolik ajanlar kalinti birakma egiliminde-
dir. Bu nedenle, gida lretiminde kullanilan hayvanla-
rin idrar veya diskida ve kesimden sonra dokularda
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hassas yontemlerle periyodik anabolizan kontrolleri-
nin duzenli olarak gerceklestiriimesi, halk saghgi aci-
sindan kritik bir neme sahiptir.
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