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GIRIS

Antimikrobiyal kemoterap6tik maddeler ve ¢zellikle antibiyotikler,
gliniimiizde bir¢ok alanlarda kullanilmaktadir. Bunlarin basinda tedavi amaci
ile kulanum gelmektedir. Ayrica bir kisim antibiyotikler hayvanlarda et, siit ve
yumurta verimini arttirmak ve biiylimeyi hizlandirmak amaci ile de kul-
lamilmaktadir. Yemlerine katilarak hayvanlara verilen bu antibiyotiklerin
rezidiileri, hayvansal besinlerle halkin tiiketimine sunulmaktadir. Bu da halk
saglig1 acisindan sakincilar yaratmaktadir. Gerek koruyucu amagcla, gerekse
verim arttirict olarak bu grup ilaglarin yem ve sularla, uzun bir siire diisiik doz-
larda hayvanlara verilmesiyle, cesitli bakteri tiirlerinde direngli suglar
gelismekte, et, siit ve yumurta gibi hayvansal iiriinlere gecen rezidiileriyle de
tehlikeli boyutlarda besin kirlenmesine neden oldugu ortaya ¢ikmig bulunmak-
tadir (5, 18, 27, 28).

Halen yillik antibakteriyel ilag iiretiminin en az % 40 oraninda yem katki
maddesi olarak kullamldig1 diinya ortalamalarina gore, kanatli hayvan yemleri-
nin hemen tiimiine ve diger hayvanlarina verilen yemlerin de % 60 1na siirekli
katildiklan dikkate alinirsa konunun 6nemi daha da iyi anlagilir.

Antibiyotiklerden istenilen anabolizan etkinin saglanabilmesi icin karma
yemlere ve icme sularina 25-200 ppm yogunluklarinda katilmasi gerekmekte-
dir. Ancak bildirilen bu limitler arasinda her zaman dengeli bir ayarlama
yapilmadigindan, antibiyotiklerin olumlu etkilerinin yanisira, tiiketici kesimler-
de cesitli allerjik etkiler, akut ve kronik toksisite riski ile direncli suglarin or-
taya ¢ikmasi gibi sakincalarla kargi kargiya kalinmaktadir (5, 12, 31, 13, 32,
6).

(*) Etlik Hayvan Hastaliklan Aragtirma Enstitiisii, Biyokimya Laboratuvan, Hzm. Vet.Hek.
(**) Etlik Hayvan Hastaliklan Aragtirma Enstitiisii, Antibiyokit Laboratuvari, Uzm. Vet.Hek.
(***) Etlik Hayvan Hastaliklar1 -Aragtirma Enstitiisii, Gida Laboratuvan, Vet.Hek.
y
ik Hayvan Hastaliklar1 Aragtirma Enstitiisii, Antibiyotik Laboratuvarn, Vet.Hek.
(****) Etlik Hayvan Hastaliklan1 Arag Ensti Antibiyotik Labo Vet.Hek
: tlik Hayvan Hastaliklan Arastirma Enstitiisii, Toksikoloji Laboratuvari, Vet.Hek.
(*+4k) Etlik H Hastaliklan Arag Ensti Toksikoloji Lab Vet.Hek
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Bu ¢ok yonlii sakincalar anlagildiktan sonra basta Ingiltere, A.B.D. ve Bati
Avrupa iilkeleri ile Diinya Saglik Orgiitii (W.H.O) Diinya Gida ve Tarim
Orgiitii (F.A.O) konu iizerinde gereken titizlikle durmuglardir. Ik kez Swann
bagkanliginda olusturulan bir komisyon 1969 da tamamladiklan ¢aligma rapo-
ruyla hayvan yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ilaglann yarattigi cok
yonlii saglik sakincilarini, biitiin yonleriyle agiklamiglardir (31, 13, 25).

Diger taraftan, hayvanlarin 6zellikle bakteriyel hastaliklarinin tedavisinde
direkt olarak hasta bireye yonelindigi gibi, bazi1 hayvanlarda uygulama ¢ogu
kez siirii diizeyinde olmaktadir. Buna en giizel 0mek tavuk yetigtiricigindeki
uygulamalardir (5).

Boylece farkli amaglarla denetimsiz ve bilingsiz ilag kullamrm beklenilen-
den daha biiyiik boyutlarda toplumsal saglik riski yaratabilecegi gibi ¢ok
biiyiik ekonomik kayiplara da yol agabilmekteédir.

Swann raporonun sonucu olarak once Ingiltere, A.B.D., Giiney Afrika,
Avustralya gibi hayvanciligi ve tavukgulugu ileri tilkeler Oksitetrasiklin, Tetra-
siklin (Biitiin Tetrasiklin grubu) Furazon grubu, Penisilin Kloramfenikol gibi
tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin, yem ilavesi olarak kullanilmasini
kanunla yasaklamiglardir.

Konu iilkemiz i¢in de ¢ok 6nemli oldugundan ¢esitli yontemler denerek et,
siit ve yumurta gibi hayvansal besinlerdeki antibiyotiklerin varlifinin saptan-
mas! amaciyla bu ¢aligma yapilmigtir.

LITERATUR BILGISI

Penisilin : ik kesfedilen antibiyotik Penisilindir (Sir Alexander Fleming
1929). En ¢ok Penicillium notatum ve Penicillium chrysogenium mantar-
larindan elde edilir (7, 26). Bu giine kadar 40'1 askin penisilin tiirevi elde edil-
migtir.

Biitiin penisilinler yapilarinda 8. Laktam halkas: tasirlar, genellikle
dayaniksizdirlar. Is1, nem, yiikseltgeyici maddeler ve bazi enznmler kargisinda
hizla pargalanurlar (7).

Dogal penisilinlerin etkinligi oxford umtesn veya Uluslararasi Unite (I.U)
ile degerlendirilir. Bir tinite penisilin birimi, 0,6 ug miktanndaki ar kristal
benzil penisilin G-sodyum etkinligine esdegerdir. Yan sentetlk penisilin
cesitlerinin dozu genellikle mg. olarak ifade edilir (29, 26).

Penisilinlerin kandaki diizeyleri 0.03 - 0,05 1.U/ml. oldugu zaman bakte-
riostatik, 0,5 I.U/ml oldugu zaman bakterisid etki gosterirler (7, 10).

Normal gartlarda penisilin G viicuttan basta idrar ve bir l¢iide de safra ve
diger atilma yollartyla hizla atilir. Diger atilma yollannin baginda siit gelir. Bu
durum hem siit {irtinleri imalatin1 olumsuz y6nde etkilemesi hem de penisiline
duyarh kisilerde allerjik tepkimelere yol agmasi bakimindan ¢ok ¢nemlidir. Pe-
nisilin verilen hayvann siitiiniin 96 saat siireyle tiiketim ic¢in kullanilmamasi
tavsiye edilir. Diger yandan kuru dénemde, dogumdan 60 giin 6nce meme igi
yolla verilen Penisilin G dogumu takiben siitte kalint1 dogurmazken, 30-45
giin Once uygulandiginda, dogumu takiben 14 giin siireyle atilabilmektedir
(29, 3)
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Tetrasiklinler :

Tetrasiklinler, streptomyces tiirti mantar kiiltiirlerinden elde edilen, genis
spektrumlu antibiyotiklerdir. Yapilarinda bir karboksamin grubu ve buna
bagli, 4 fenolik halkadan olugmusg bir hidronaftasen ¢ekirdigi tagirlar (7, 26,
29).

Kuru toz halindeki serbest baz hidrokloriir tuzlar normal 1sida iki yil etkin-
ligini kaybetmeden kalabilir. En dayaniksiz tiirevi klortetrasiklin-
dir.Oksitetrasiklin orta derecede, dimetilklortetrasiklin en dayanikli
bilesikleridir (29). . .

Tetrasiklinler biiyiik 6l¢iide idrarla atilirlar. Ikinci derecede safra yoluyla
atilirlar. Bu yolla barsaklara gelen tetrasiklinlerin bir kismi geri emilerek ente-
ro-hepatik dolasima katilirlar. Bu grup antibiyotikler biiyiik 6lciide siitle de
atilirlar (7, 29).

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin veteriner, tip ve hayvan besleme alaninda
siklikla kullanuldig: bilinmektedir. Japonya'da yapilan bir arastirmada hayvan-
lar i¢in kullanilan biitiin antibiyotiklerin %60 dan fazlasinin tetrasiklin oldugu
ve mezbahada kesilen hayvanlarin kas ve organlarinda Tetrasiklin grubu anti-
biyotik kalintilarina rastlandifi bildirilmigtir (15).

Tetrasiklin grubu antibiyotikler, tevadi dozlannin altinda yeme ileve edile-
rek, optimum saghifi koruma ve hayvanlarin gelismesini artirict amagla kul-
lamlmaktadir (28).

Biitiin tetrasiklinler plasentaya gecer ve f6tal dolagima katilirlar. Boylece
Onemli 6l¢iide prostat, eklem ve goz sivilan ile siit ve yumurtaya da gecerler.
Gebelik sirasinda uzun siire tetrasiklin verilmesi, fotusta, kemiklerde ve siit
diglerinde renklenme yapmalan yaninda gelisme bozukluklarinave  defor-
masyonlara da neden olabilir (7, 29).

Kloramfenikol :

Kloramfenikol 1947 de Burkholder tarafindan Streptomyces venezulae
kiiltiirlerinden elde edilmigtir. Diger antibiyotiklere gore daha basit yapida
olmasi nedeniyle c¢ok kisa zamanda sentetik olarak hazirlanmigtir.
Molekiiliinde aromatik nitelikli bir nitro ve dikloroasetamid grublarini igerir (7,
29),

Kuru toz halindeki Kloramfenikol, ¢cok dayamklidir. Gastrointestinal sis-
temden ¢ok ¢abuk absorbe olur ve dokulara hizla yayilir, maksimum kan se-
viyesine 2-4 saat arasinda ulagir. Dokularda kolaylikla tahrib olur, idrarla ¢ok
az da safra ile atilir. Safra yoluyla bir kismi barsaklara geldiginden ¢ok az mik-
tarda feges ile de atilir. Verilisinden sonra ilk 6 saat i¢inde biiyiik bir kismu id-
rarla atilir. Agag1 yukart % 10 u degismeden atillir, % 80'i conjuge inaktif me-
tabolitleri halinde atilir (8). Siitle atilma oram diigiik olmakla beraber, bir kez
dozun uygulanigidan 36 saat sonra bile siitte Kloramfenikol kalintisi saptana-
bilir (29).

Kloramfenikol grubu antibiyotiklerin ciddi infeksiyonlarin diginda kul-
lamlmamas: gerektigi bildirilmistir. Ozellikle hafif infeksiyonlarda ve koruyu-
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cu amagla kullanilmasi oldukc¢a sakincalidir. Netropeni, agranulositozis veya
siddetli vak'alarda aplastik anemi ile birlikte kemik iligi dejenerasyonuna yol
acabilmektedir (1, 14, 23).

Hayvansal besinlerde rezidiilerin belirlenmesi ile ilgili cok sayida ¢aligma
yapilarak konunun aydinlatilmasina ¢alisgtimigtir (11, 17, 21, 22, 23).

Siitte Penisilin ve Penisilin benzeri antibiyotiklerin belirlenmesi i¢in cesitli
mikrobiyolojik metodlar uygulanarak karsilastirmalan yapilmistir. Mikrobiyo-
lojik yontemler genellikle aktif ilac1 6lgmekte uygulamas: oldukc¢a kolay ve
ucuz olmaktadir. Ancak mikrobiyilojik 6l¢iim sistemlerinin bir dezavantaji,
diger antibiyotiklerle kangabilmesidir.

Siit ve tirtinlerindeki penisilin miktart Com. Reg. (EE.C) No: 67/92 ye
gore 4 pg/kg olmalidir (9). B. stearothermophilus kullanilarak uygulanan disk
diffizyon yonteminde (ki en iyi sonu¢ bununla alinmaktadir) disk plate'lerinin
duyarlilig1 0,05-0,08 pg/ml. dir (17). Hayvansal besinlerdeki kalintilarin be-
lirlenmesinde kullanilan kromatografik metodlardan Gaz Kromatografi ile
Omegin siitteki ve dokulardaki Kloramfenikol rezidiizleri 5 ng/gr. a kadar sap-
tanabilmektedir (23). Bazi aragtiricilar mikrobiyolojik 6l¢timlerle kloramfeni-
kol rezidiilerini stitte 0,025 pg/ml. kas dokularinda 0,1 pg/gr. diizeyinde sap-
tanmiglardir (22).

Siitte ve hayvansal dokular daki rezidii limitleri Tablo 1 de gosterilmigtir
). Tablo 1.

llacin Ismi Hayvan Cesitleri  Tolerans limiti Doku Ornegi
Benzil penisilin  Yenebilen biitiin 50 pg/kg Kas, karaciger,bobrek
hayvanlar Yag
4 pg/kg Siit
Tetrasiklinler Yenilebilen biitiin 600 pg/kg. Bobrek
hayvanlar 300 pg/kg. Karaciger

200 pg/kg. Yumurta
100 pg/ke. Kas
100 pg/kg. Siit

Kloramfenikol Yenilebilen biitiin 10 pg/kg. Kas karaciger, bébrek, yag
hayvanlar

Not : Siitteki kloramfenikol rezidiisii i¢in tolerans limiti (0) olarak kabul edilir.
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MATERYAL ve METOD

Siit Ornekleri : Ankara ve ¢evresinde siit sigirciligi yapilan kamu ve &zel
sektore ait igletmelerdeki sagmal sigirlardan saglanan ¢ig siit ve piyasada satiga
sunulan ¢esitli kurum ve igyerlerinde saglanan pastOrize siit 9mekleri analize
alind.

Intertest Materyali : Siit dmeklerinin test edilmesi i¢in Intervet fir-
masmin temsilcisi olan Pabay Maddeler Pazarlama ve Dagitim A.S. den
saglanan Intertest-1 ve Intertest-10 setleri kullanildi (Bu materyalin i¢inde-stan-
dardize edilmis streptecoccus thermophilus kiiltiirii ile indikator bir boya bu-
lunmaktadir).

Diffiizyon yonteminde kullamilan standart sus : Bu amagla B-
Stearothermophilus var. Colidoilactis C 593 susu liyofilizi olarak Laboratoire
de Bactteriologe Laitiere, 78350 Jouy-en Josas, Paris'ten temin edildi.

Kagit Disklerin Hazirlamgi : Watman No : 2 Filtre kagitindan 3 mm.
capinda hazirlanan diskler, sterilize edilerek agar diffuzyon testi i¢in kullamldi.

1- Intertest Yontemi :

a) Siit 6rneginin hazirlanmasi: Alinan siit 6rekleri i¢indeki dogal in-
hibitorleri tahrib etmek icin siit 6rnekleri 1s1 ile muamele edildi. Bu amacla siit
omeginden agzi kapakli deney tiiplere 5 ml. konuldu. Kapak gevsetilerek
kontrol tiipleri termometre gozlenerek siit kaynama noktasina ulagincaya kadar
bu suda tutuldu. Siit kaynayinca tiipler alindi, akan su altinda sogutuldu ka-
paklan sikildi. (Bu sekilde hazirlanan siit mekleri 24 saat + 40 C de tutulabi-
lir veya hemen iglenir) (16).

b) Testin Uygulams: : Is1 ile muamele edilmis siit 6rmeginden 2 ml.
sterih pipetle steril agz1 kapakl: test konuldu. Uzerine 1 adet intertest materyali
konuldu ve tiipler 45° C'ik su banyosuna konularak 4 saat inkube edildi.

¢) Sonuclarin Degerlendirilmesi : Su banyosundaki 4 saatlik inku-
basyondan sonra siit 6rneklerinde meydana gelen renk degisimine gore
siitlerde antibiyotik veya inhibitor maddeler varlig1 degerlendirildi.

Tiiplerde mavi renk olusumu pozitif, sar renk olusumu negatif, yesil san
rengin olusumu ve piht1 olusmamasi, siipheli olarak degerlendirildi.

II- Diffiizyon Yontemi:
a) Test Ortammmin Hazirlanmas: : Trypton agar besiyeri otoklavda

steril edildikten sonra 55° C ye kadar sogutuldu. ! gece Onceden aktif hale geti-
rilmig bakterilerin siv1 kiiltiirtinden besi yerine % 20 oraninda ilave edilerk
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kangtirildi ve 15 cm. ¢apmdaki petri kutularina bu kiiltiirii iceren besi yeri 9
ml. olarak dagitilt.

b) Testin Uygulanisi : Test edilecek 1siyla muamele edilmig stit
Omeklerine steril kagit disk daldirilip hazirlanan besiyeri lizerine 2 cm.
araliklarla yerlestirildi. Petri kutulan ters gevrilerek 55 £ 1°C de 4 saat
inkiibasyona birakildi. Ayrica penisilinli siit hazirlanarak bu siite daldirlmig
kagit diskler kontrol olarak kullamldi.

¢) Sonuclarin degerlendirilmesi : Inkubasyon sonunda kagit diskle-
rin etrafinda inhibisyon alani elusup olusmamasi incelendi. Inhibisyon alani
olugsmug ise capr Ol¢iilerek kontrol disk ¢evresindeki inhibisyon alam ile
kargilagtirildi. Inhibisyon sonu kontrol sonunda ise test sonucu pozitif olarak
degerlendirildi.

III- There Plate Test Yontemi :

Kasaplik hayvan doku 6rnekleri : (S1gir eti, siir karacigeri, sigir bobregi,
tavuk eti ve tavuk karacigeri) kamu ve 6zel sekt6re ait kesimhane ile piyasa da
satiga sunulan ¢esitli kurum ve igyerlerinden temin edildi.

Kasaplik hayvan dokularinda uygulanan Diffuzyon testinde B. stearothe-
ruophilus, B. sutbitilis ve B. megatherium standart suslar kullanildi. Bu test
suslarindan B. subtilis ile B. megatherium suslarinin sprolarinin
siispansiyonlar1 elde edildi, B. steorothermophylusun 18 saatlik buyyon
kiiltiiri kulllarld: (30).

Three Plate Test Suslarinin Hazirlanmas: :

a) B. steorothermophilus var. Calidolactis Strain C 953 test sugsunun
hazirlanmasi : :

Liyofilize haldeki veya stok bakterileri aktif hale getirmek i¢in sug besi ye-
rine ekildi ve 55° C de 1-18 saat inkube edildi (Aktif hale getirilen bakteriler et-
maya ekstrakti ile yatik olarak hazirlanan besi yerinerde iiretildikten sonra buz-
dolabinda saklanabilir).

Test Ortaminin Hazirlanmasi ve Testin Uygulanmasi : Trypton agar besiye-
ri otoklavda steril edildikten sonra 55° C kadar sogutuldu. Aktif hale getirilmis
bakterilerin taze sivi1 kiiltiirlerinden % 20 oraninda besi yerine ilave edilerek
kangtirildi ve besiyeri 55° C ye 1sitilmig petri kutularma 9 ml. olarak dagitild.
Vasat katiligtiktan sonra steril kosullarda yaklasik 1 cm. ¢apinda vasat pargasi
cikarild1 ve bosluga steril kogullarda parcalanan doku 6rmekleri konuldu.

Inkubasyon sonunda doku 6meklerinin etrafindaki inhibisyon alaninin ¢api
Olciildii ve kontrol disk cevresindeki inhibisyon alaninin capi ile
kargilagtinlarak sonug degerlendirildi.
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b) B. subtilis Test Susunun Hazirlanmas: ve Testin Uygulan-
masi:

Test sugu olarak B. subtilis ATCC 6633 susu kullanildi. Test suglarinin
sporlarinin siispansiyonlarim elde etmek i¢in oxoid plate Count Agar kul-
laruldi. Bu vassatta ekilen aktive edilmis sug 10 giin 30° C de inkube edildi. 10
giin sonunda kiiltiir steril serum fizyolojik ile slispansiyon haline getirildi. Bu
siispansiyon 10 dakika 3000 devirde santrifiije edildi. Ust s1v1 atilarak, yeni-
den serum fizyolojik ilave edildi. Yikama iglemi 3 kez tekrarlandi.
Siispansiyon tizerinde kalan mikroorganizmalarn ve negatif formlarinin tahrib
edilmesi i¢in 65°C deki benmaride 30 dakika 1sit1ld1. Sonra jerm sayimi
yapildi. Jerm sayimi trypton-tuz solusyononun onluk sulandinlmalan kul-
lamularak yapildi. ’

Test Ortamimin Hazirlanmasi ve Testin Uygulanmasi :

Besiyeri olarak Seed Agar kullanildi. Hazirlanan seed agara B. subtilis
susu (5x10°/ml) ilave edildi. Agar iizerinde yaklagik 1 cm. ¢apinda cikarlan
vasat yerine doku omekleri kondu. 30° C lik etiivde 18-20 saat inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda petrideki doku par¢alan etrafinda ki inhibisyon
zonlan kontrol zonlan ile kargilagtinilarak sonug¢ degerlendirildi. Hazirlanan
plaklar aym giin kullaruldi.

Siit Orneklerinin Test Edilmesi :

Seed agar'a ilave edilen B. subtilis susu ile teste hazir hale getirilen platele-
re 1s1 muamele edilmig siit 6meklerine batirilan steril diskler vasat iizerine
yerlestirildi. Kontrol diskleri de konularak besiyeri inkubasyona birakildi.
Olusan inhibisyon zonuna gore sonug degerlendirildi.

¢) B. megatherium Test Susunun Hazirlanmas: ve Testin
Uygulanmas: :

Test susu olarak B. megatherium strain ATCC 9885 kullanildi. Test
suslarinin sporlarinin siispansiyonlarim elde etmek i¢in Miiller-Hilton agar
kullanildi. Bu agarda 37° C de 16-17 saat inkube edilen suglar aktive edildi. Bu
susun tireyen kolonileri dilue buffer ile vasata yayildi. 37°C de 4 giin inku-
basyona birakildi. Ureyen spor 50 ml. sulandirilmig buffer ile yikand: ve
3000-5000 devirde 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki siv1 atild1 ve santrifiij 3
kez tekrarlandi. Bu iglem sonunda spor sayimi yapildi. Trypton-tuz soliisyonu
ile spor siispansiyonunun onluk sulandirilmasi yapildi. Miiller-Hinton agarda
37° C de 48 saat inkubasyon sonucunda jerm sayisi sulandirma katsayisi ile
carpilarak ana soliisyondaki spor sayisi elde edildi.
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Test Ortamamin Hazirlanmasi ve Testin Uygulanmasi :

Besiyeri olarak Miiller Hilton agar kullanildi. Hazirlanan B. megatherium
susu 5x10%/ml. miktarinda vasata ilave edildi.

Agar iizerinde yaklagik 1 cm. ¢apinda cikanlan vasatin yerine doku
Omekleri, orta yere kontrol disk kondu 37° Clik etiivde 5 saat inkube edildik-
ten sonra olugan inhibisyon zonlan &l¢iildi ve sonu¢ degerlendirildi.

Siit Orneklerinin Test Edilmesi :

Miiller Hinton agara ilave edilen B. mregatherum susu ile testehazir hale ge-
tirilen platelere 1s1 ile muamele edilmis stit drmeklerine batirilan steril diskler
konularak besi yeri inkubasyona birakildi. Olugan inhibisyon zonuna gére
sonug degerlendirildi.

Tetrasiklin'in dokulardan ekstraksiyonu :

- 20 gr. kiyilmig doku 6megi alindi, 100 ml. lik santrifiij tiiplerine kondu.

- Uzerine 15 ml. 0,022 N HCI ve 15 ml. 0,1 M Na EDTA ilave edilerek
homojenize edildi (Birkag dakika)

- 98° C de 10 dakika su banyosunda 1s1tild1.

- Kangtirildi ve 10 dakika 2000-3000 devirde santrifiij edildi.

- Bosaltmadan iizerine 2 ml., % 50 Triklorasetik asit ilave edildi.

- Kangtirildi ve tekrar 10 dakika 98°C de su banyosunda 1sitildi.

- 10 dakika 2000-3000 devirde santrifiij edildi.

- Buz banyosunda sogutuldu ve siizge¢ kagidindan siiziildi.

- Cokiintii atildy, filtrat {izerine 2 ml. konsantre HCI kondu, kanistirildi ve
10 dakika 98¢ C de su banyosunda 1s1tild1.

- Buzda sogutuldu ( 10 dakika)

- 10 dakika 2000-3000 devirde santrifiij edildi.

- Cokiintii atild1. Siipernatant iizerine sodyum sitrat ilave idelerek pH 3,5-
4,5 a ayarlandi. . F

- Uzerine 10 ml. Diklormetan kondu ve 5 dakika ¢alkalandi.

- 10 dakika 2000 devirde santrifiij edildi.

- 5 ml. Diklormetan tabakasi alindi azot gazi altinda 60° C de kuruyuncuya
kadar uguruldu.

- Rezidiiye 0,2 ml. saf Metanol katildi ve kangtinldi (2).

Ince-Tabaka Kromatografisi Metotu :

- Silicagel G dokiilmiig cam plakalara ekstraksiyondan elde edilen rezidii,
tatbik edildi.

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

- Daha sonra, plakaya; % 5 lik FeCI3 eriyigi (Metanolde) piiskiirtiildii.
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Tetracyclinler yesilimsi kahverengi lekeler haline belirlendi. Rf degerleri
cesitli tetrasiklinler icin 0,38-0,46 arasinda idi (24).

Kloramfenikol'un dokulardan ekstraksiyonu ve Ince-Tabaka
Kromatografisi metodu :

- 10 gr. kiyilmig doku 6megi alindi, tizerine 10 ml. Metanol kondu.

- 3000 devirde santrifiij edildi.

- Presipitat atildi, supernatant 3-4 ml. kalincaya kadar azot gazi altinda 60°C
de ucuruldu.

- Siiziildii ve 2x25 ml. Kloroformla ekstrakte edildi.

- Kloroform faz1 60° C de azot gazi altinda kuruyuncaya kadar ucuruldu.

- Rezidiiye 0,5 ml. metanol ilave edildi ve kangtinldi.

- Silica-gel G yayilmig cam plakalara, elde edilen rezidii tatbik edildi.

- Cam kromatogramlar;

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

- Kloramfenikolu belirleme i¢in plakalara Kalay kloriir ayirici piiskiirtiildii
(10 gr. Kalay kloriir, 2 N Siilfiirik asitte ¢6zdiiriliir ve 2 N siilfiirik asitle 100
ml. ye tamamlanir).

- 5 dakika kurutulduktan sonra iizerine P, dimetilamino benzaldehit
puskiirtiildi.

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

Kloramfenikol'un Gaz Kromatografisi icin Ekstraksiyon
Medotu :

- 5 gr. yan donmus doku 6rnegi (kas, karaciger, bobrek) yuvarlak dipli
santrifiij tiiplerine kondu (28 mm X 120 mm).

- 2 ml. internal standart ilave edildi ( 50 mg/ ml).

- Kanigtirildi ve 15 dakika bekletildi.

- 10 ml. etil asetatla iki defa homojenize edildi (10+10=20).

- 700 devirde 5 dakika santrifiij edildi.

- Etil asetet supematant: konik santrifiij tiiplerine alind1 ve azot gaz altinda
60° C da kuruyuncaya kadar uguruldu.

- Rezidii 0,2 ml. metanol ve 2,8 ml. 1 N HCI le eritilerek alindu.

- Bu solusyon 3 kere, 1,5 ml. lik hafif petrolle yikandu.

- Sep-Pak C18 mini kolon, 2 ml. metanol ve bunu takiben 5 ml.bidistile su
ile yikanarak sartlandirild1. .

- Intemniil standart kalinmig bulunan rezidii, sartlandirilan kolondan gegirildi
ve atildi.

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

- Eluat, kapakli santrifiij tiiplerine toplandi.

- Metanol fazi, azot gaz1 altinda 60° C de uguruldu.



- Kalan sulufaz; iki kere 2 ml. etil asetatla ekstrakte edildi.

- Toplanan ekstrakt, temiz konik santrifiij tiiplerine konu ve ucuruldu.

- Rezidu 1ml. metanolle yikanarak tiipten alindi, azot gazi altinda metonal
ucuruldu.

- Rezidiiye 400 Ul. Trisil ilave edildi ve Vortex'de birka¢ saniye
calkalandiktan sonra 35° C de 30 dakika bekletildi.

- Trisil uctuktan sonra rezidii, 1 ml. benzenden eritildi ve Gaz Kromatogra-
fi cihazina enjekte edildi (20).

BULGULAR

Caligmamizda toplam 374 adet si8ir eti, 429 adet si8ir karacigeri, 365 adet
sigir bobregi, 444 adet siit, 158 adet tavuk karacigeri, 605 adet tavuk 6megi
olmak tizere toplam 2375 numune diffuzyon ve analitik metotlarla ayr ayri
islendi (Tablo 2). 374 adet sigir eti Ormegi three plate test ile analize alindi. B.
sterothermophilus ile ¢alisilan platelerde 139 (%37.17) adet pozitif, 229 (%
61.23) adedinde negatif sonu¢ alindi. B. subtilis ile ¢aligilan platelerde 49 adet
(%13.10) pozitif, 322 adet (% 86.10) negatif, B. megatarium ile ¢alisanlan
platelerde 11 adet (% 2.94) pozitif, 353 adet (% 94.39) negatif sonug alind:
(Tablo 3).

Tablo:2

NTERTEST DIFFUZYON METODU ANALITIK METOD GAZ KROMA
(T.L.C.) TOGRAFL

Asalzi Amizi BSwuctternophibis | Bmegtonun B Subtilis K Tetraycy
yipihin yopitan
ek Simek
aym |+ s -l . £ =] s -l P B +

BT 3ne 139 | 6 [229 | 11 |10 [353 |49 | 3 322 - S 3 O I 3 I 3
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2 b1200gRr
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TAVUKETI 805 79 1281 3 g |az |- |ssafaw] - [ss3|- |- |- Jos| - Jao | & i
4-Fnp/gr

Oemel Toplam 2375 2 90 219 17 | - 153

B. subtilis ve B. megatorium ile ¢aligilan platelerde pozitif sonug alian
Omekler analitik yontemle incelemeye alindi. Buna gore three plate testle 11
kloramphenicol olumlu ve siipheli sonu¢ veren 6mekler TLC ile olumsuz bu-
lundu. Three plate testte 49 adet tetracyclin olumlu ve 3 adet siipheli
Omeklerden 28 adeti TLC de olumlu, 21 adeti olumsuz bulundu. TLC meto-
dunun kloramphenicol i¢in duyarlilik siur 0.1 pg, tetracyclin icin ise 0,1-0,1
ng dir. Aynt metodlarla analize alinan 429 adet siir karaciger 6émeginde B.
stearothermophilus ile ¢alisilan platelerde 53 adet (% 12.34) pozitif 364 (%
84.85) negatif sonu¢ alindi. B. subtilis ile ¢alisilan platelerde 52 adet ( %
12,12) pozitif 366 adet (% 85.31) negatif sonu¢ alindi. B. megatharium ile
caligilan platelerde 13 adet (% 3.03) pozitif, 382 adet (% 89.64) negatif sonu¢
abnda (Tablo 4 de).
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" Tablo 3

Mikroorganizma  Ornek Sayist + + -
B.stearothermophilus 374 139 6 229
%37.17 % 1.6 % 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 kloramfenicol olumlu ve giipheli bulunan émekler TLC ile
analize alindi. Buna gore 7 karaciger 6meginde kloramphenicol olumlu 38
adedinde olumsuz, 51 émekte tetracyclin olumlu 12 émekte olumsuz bulundu.
GC cihazimin devreye girmesi ile TLC de Kloramphenicol olumlu sonug veren
7 karaciger 6rmeginin disinda 2 karaciger 6rneginde Kloramphenicol sirastyla
100 ng/gr. ve 120 ng/gr miktarlarinda saptandi.

Analize alinan 365 adet sifir bobregi 6meginde There Plate test
sonuglannda, B. sterothermophilus ile ¢alisilan platelerde 279 adet (% 76, 43)
olumlu 77 adedi (% 21, 09) olumsuz, B. subtili ile ¢aligilan platelerde 19 adet
(% 5,20) olumlu, 345 adedi (% 94.52) olumsuz B. megatariumda caligilan
platelerde 4 adet siipheli, 361 adedi (% 98.90) olumsuz sonu¢ alindu.

Tablo 4
Mikroorganizma | Omek Sayist - + -

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 yontemle analize alinan 20 adet bobrek 6rmeginden 20 adedinde
Tetrasiklin olumlu bulundu.

444 adet siit omegi 6nce Intertest ile incelendi ve 78 adet pozitif (% 17.56),
65 adet siipheli (%14,63), 301 adet negatif (% 67,79) sonu¢ alindi. Three
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plate test ile analize alinan &rneklerden; B. stearothermophilus ile ¢alisan plate-
lerde 39 adet (% 8, 78) siit ormegi pozitif, 13 adet (% 2,92) siipheli, 392
adedi (% 88,28) negatif bulundu. B. megatorium ile ¢aligilan platelerden 14
adedi ( % 3,15) pozitif, 4 adeti ( % 0,90) siipheli, 426 adedi (% 95.94) nega-
tif bulundu. B. suptilis ile ¢aligilan platelerde, 24 adet (% 5,40) pozitif, 1 adet
(% 022) siipheli, 419 adet (% 94, 36) negatif sonug alindi.

Tablo 5
Mikroorganizma | Ornek Sayist + ¥ -
B.stearothermophilus 365 279 9 ;7
% 7643 S
B. subtilis 365 19 1 ) 3“‘15 )
% 5. 20 Y 94.5
5 361
B. megatherium 365 4 % 98.90
Tablo : 6
Mikroorganizma - | Omnek Sayist + + -
B.stearothermophilus 444 39 13 392
% 8.78 2.92 % 88.28
B. subtilis 444 24 1 419
% 5. 40 %0.22 % 94.32
444 14 4 426
B. megatherium %3.15 % 0.90 % 95.94
_ 444 78 65 310
Intertest % 17.56 % 14.63 % 67.79
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Three Plate test ile analize alimin 158 adet tavuk karaciger 6meginde, B.
stearothermophilus ile ¢alisilan platelerde 14 adet (% 8.86) pozitif, 2 adet (%
1,26) siipheli, 142 adet (% 89, 87) negatif sonu¢ alindi. B. megatorium ile
caligilan platelerde, 5 adet (% 3,16) pozitif, 1 adet (% 0,63) stipheli, 152 adet
(% 96,20) negatif sonu¢ alindi. B. subtilis ile ¢aligilan platelerde 27 adet (%
17,08) pozitif 2 adet (% 1, 26) siipheli, 129 adet (% 81,64) negatif sonug
alindi. Tablo: 7

Mikroorganizma Omek Sayist + + -
B.stearothermophilus 158 14 2 142
% 8.863 % 1.26 % 89.87
B. subtilis 158 5 1 152
% 3. 16 % 0.63 % 96.20
B. megatherium 158 27 2 129
% 17.08 % 1.26 % 81.64

B. subtilis ile pozitif ve siipheli bulunan 29 adet tavuk karacigeri T.L.C.
metoduyla analize alindi. 16 adedi pozitif 13 adedi negatif bulundu. B. mega-
torium ile pozitif ve giipheli bulunan 6 6mek, Gaz Kromatografi analize alindi
4 {inde Kloramfenikol sirasiyla 85 ng/gr. 125 ng/gr. 100 ng/gr, 120 ng/gr.
miktarlarinda saptandi.

Three plate test ile analize alinan 605 adet tavuk eti 6rmeginde; B. stearot-
hermophilus ile ¢aligilan platelerde, 128 adet (% 21,15) pozitif, 1 adet (%
0,16) siipheli, 476 adet (% 78,67) negatif sonu¢ alindi. B. megatorium ile
caligilan platelerde, 47 adet (% 7, 76) pozitif, 558 adet ( % 92,23) negatif
sonu¢ alindi. B. subtilis ile ¢aligilan platelerde, 48 adet (% 7, 93) posz 557
adet ( % 92, 06) negatif sonug alindi. Tablo 8.

B. megatorium ile olumlu bulunan 47 émekten 4 iinde Gaz Kromatografi
cihazi ile sirasiyla 80 ng/ gr., 10 ng/gr. 120 ng/gr., 90 ng/gr. miktarlarinda
Kloramfenikol saptandi.

T.L.C. yontemiyle olumlu bulunan 6meklerin hepsi de semikanti tarif ola-
rak 0,5 pg / gr. in ustiinde bulund.

Calismamizin baginda bu analizlerin yumurtalar iizerinde de yapilacagi be-
lirtildigi halde, aym iglemlerin bir de yumurtalarda tekrarlanmas: miimkiin
olmadi. Fakat ayn bir arastirma olarak yapilmasi gerektigine inanmaktayiz.
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Mikroorganizma  Omnek Sayist + + -

B.stearothermophilus 605 128 1 476
% 21.15 % 0.16 % 78.67
B. megatherium 605 47 - 558
% 1.76 % 92.23
B. subtilis 605 48 - 557
% 7.93 % 92.06
Tablo: 8
TARTISMA

Caligmamiz sonucunda toplam 2375 6mek analiz edildi. ( 374 sigir eti, 429
sigir karacigeri, 365 sigir bobregi, 444 siit, 158 tavuk karacigeri, 605 tavuk
eti olmak tlizere).

Bunlardan Diffuzyon yontemiyle, 652 6rnekte Penisilin, 90 6mekte Klo-
ramfenikol, 219 ¢mekte Tetrasiklin saptandif1 halde, Analitik yontemlerle 17
omekte Kloramfenikol, 153 6mekte Tetrasiklin saptanabilmesi, kanimizca
cesitli nedenlerden ileri geldi. Bunlarin basinda; Diffuzyon yonteminde her ne
kadar, B. subtilis susu, Tetrasiklinler i¢in, B. megatorium susu, Kloramfeni-
kol i¢in, B. sterothermophilus susu da Penisilinler i¢in en duyarli sug olmakla
beraber bu duyarlilik % 100 olmadifindan diger antibiyotikler kargisinda da
zon verebilmektedir. Aslinda, ele alinan her 6mek, kullanilan yontemde, ti¢
sugla da ayn ayn incelendiginden, ayn1 6rnek, her {i¢ susla da veya iki sugla
da zon vermektedir. Bu bakimdan da Diffuzyon yontemindeki pozitiflerin
sayisi artmaktadir. )

Ayrica azmiktarda antibiyotik iceren 6mekler, ekstraksiyondaki kayiplar
nedeni ile de saptanamus olabilir.

Fakat her ne sebeble olursa olsun, Tetrasiklin veya Kloramfenikol degilse
de bagka bir antibiyotigin varlifin gostermesi bakimindan, bu ¢aligmada bulu-
nan pozitif sonuclar, kiictimsenemiyecek boyutta bulundu. Aydin ve arka-
daglan tarafindan yapilan bir ¢alismada Ankara piyasasindan toplanan
pastOrize ve ¢ig siit Orneklerinde, Intertest ve Diffuzyon yontemleriyle
caligilmigtir. Toplam 307 6mekten, pastdrize siitlerde intertest ile % 29, ¢ig
stitlerde % 14,5 ¢ig stitlerde % 15,7 pozitif sonu¢ alinmustir. (4).

Ulkemizde, daha once bir ¢ok recovery ¢alismasi yapildig1 halde etlerde,
bu sekilde bir rezidii, ¢aligmas: heniiz sonu¢lanmadigindan, bulgularimizi
kargilagtirma olanagi bulunamadi. Avrupa iilkelerinde ise bu tip ¢aligmalar
1960 oncesine dayandigindan ve Swann raporundan sonra antibiyotiklerin
yemlere katilmasi yasaklandigindan, kontrol ¢aligmalari yapildigi halde
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aragtirma ¢alismasi bulunamadi.

Ulkemizde de bu tip antibiyotiklerin bilingsizce yemlere katilmasinin
Onlenmesi, ¢ok zararl olanlarn beslenmede kullanilmasimn yasaklanmasi, te-
davideki hayvanlarn belli bir siire, lirlinlerinin insan tiiketimine sunulmasinin
Onlenmesi gerektigi kanisina varnldi.

OZET

Bu caligmacgesitli yontemler denenerek et ve siit gibi hayvansal besinlerdeki
antibiyotiklerin varhginin saptanmasi amaciyla yapildi.

Siitlerde once Intertest sonra Three Plate Test uygulandi.

Et, karaciger ve bobrek omekleri 6nce Three Plate test ile incelemeye
alindi. Burada Tetrasiklin yoniinden pozitif ¢ikan Ornekler, T.L.C.
yontemiyle, Kloramfenikol yoniinden pozitif ve silipheli bulunan Omekler Gaz
Kromatografi ile incelenmistir.

Toplam 2375 6rnek (374 adet et, 429 adet karaci ger, 365 adet bobrek, 444
adet siit, 158 adet tavuk karacigeri ve 605 adet tavuk eti olmak lizere) analiz
edildi.

Sonugta Intertest yontemiyle 78 6mek, Diffiizyon yontemiyle ;

Penisilin yoniinden 652 ¢mek, Kloramfenikol yoniinden 90 6mek, Tetra-
siklin yoniinden 219 6mek, Analitik yontemlerle de; Kloramfenikol y6niinden
17 6mek, Tetrasiklin yoniinden 153 6mek pozitif bulundu.

SUMMARY

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

First the intertest 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 specimens which were found to be po- .
sitive and suspicious for Chloramphenicol were inspected by the apphcatlon of
Gas Chromatographic.

Totally 2375 samples (consisted of 374 meat, 429 livers, 365 kidneys, 444
milk samples, 158 chicken livers, 605 chicken 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 Penicillin, Chloranphenicol and Tetracycline respectively. By the analytical
technique, 17 and 153 samples were found positive for Chloramphenicol and-
Tetracycline respectively.
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