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The studies on persistency in milk of some antibiotics such as
Cloramphenicol, Penicilline and Tetracycline used in mastitis theraphy
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OZET

Bu calismada Kloramfenikol, Penisilin ve Tetrasiklin gibi mastitis
sagaltiminda kullanilan antibiyotiklerin siitten atilma stirelerinin saptanmasinda
Intertest, Three Plate Difflizyon Ve Biyootografi yontemi, Gaz Kromotografi
ve Likit Kromotografi yontemieri kullaniimistir. CMT uygulanarak ineklerden
alinan sit 6rneklerinde fossomatikle yapilan somatik hiicre sayimlari
sonucunda saptanan 500.000'in tizerinde somatik hiicre bulunan drneklerden
bakteriyolojik muayeneler yapilmistir. Bakteriyolojik muayene sonucunda
Staph. aureus , Staph. epidermidis , Sti. aglactiae , Str. uberis , Str. faecalis,
Corynebacterium spp., E. coli, Bacillus spp. Pseudomonas spp. izole ve
identifiye edilerek bu etkenlere karsi antibiyotik duyarlilik testi uygulanmistir.
Antibiyogram sonucuna gore Kloramfenikol, Penisilin ve Tetrasikline duyarl
oldugu belirlenen hayvanlar ayrilarak 3 giin stire ile antibiyotiklere intramuskiiler
ve intramamal yolla sagaltima alinmislardir. Sagaltimi takiben 4 giin siire ile
belirli araliklarla yapilan sagaltimlarda alinan siit drnekleri intertest, Three
Plate Diffiizyon, Biy yotografi Gaz ve Likit kormotografi yontemleri ile
incelenmislerdir. Sonugta intertest ve Diffiizyon yonteminin uygulanmasi kolay
ve pratik yéntem olduklari anlasiimis olup 4. giin dahi bu yéntemlere gore
sagaltiminda antibiyotiklerin ve 6zellikle, penisilin atildigi ortaya konulmustur.
Biyootografik yontemle de benzer sonuglar alinmistir. Gaz ve Likit kromotografi
yontemlerinde ise kantitatif olarak genellikle difflizyonda son zon verenden bir
onceki ve iki sonraki siit 6rneklerinde antibiyotiklerin varligi tespit edilmistir.
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SUMMARY

Inthis study, the persistency of some antibiotics used for curing mastitis
such as Chloramphenicol, Penicilin and Tetracycline were deterninedin milk
by using Intertest, Three Plate Test and Bioautographic, Gas Chromatographic
and Liquid Chromatographic methods. Somatic cell counts were determined
by fossomatic cell counter on the milk samples found postive with CMT and
bateriological examinations erformed on tehe milk samples wiht over 500.000
somatic cell counts. With the bacteriological examinations Staph aureus, Staph.
epidermidis, Str. agalactiae, Str.uberis, Str.faecalis, Coryne bacterium spp.,
E.coli, Bacillus spp. and Pseudomonas spp. were isolated and idenfied and
antibiotic sensitivity test were performed. The sensitive animals to
Chloramfenicol, Penicilin and Tetracycline were separeted and treated for
three days with these antibiotics by intramuscular and intramammal route.
During the four days following the treatment samples were taken with sertain
intervals and inetrtest, Three Plate Test and Bioautographic, Gas Chromato-
graphic and Liquid Chromatographic analysis were carried out. It was foud
that Three Plete Testand intertest methods were easy and pratical and with
these methods antibiotics used in the treatment, especially penicilin, found in
milk samples even in the fourth day. Similar reults were obtanied with the
bioautographic method. in the samples that gave the last zones, and also the
samples before and after the last zones with diffusion test, antibiotic residues
detected quantitatively with gas chromatograpy and liiquid cahromatography.

GIRIS

Genel olarak biitiin memeli hayvanlarda goriillen meme dokusunun yangisi
olan mastitis sit veriminin azalmasinin yanisira siitin fiziksel, kimyasal ve
ozellikle bakteriyolojik degisikliklere meme dokusundaki degisiklikler ile
karakterize bir hastaliktir. Memenin kismen veya tamamen tahrip olmasina,
hatta bazen hayvanin élimtine de neden olabilir. Mastitis infeksiyéz olmayan
nedenlere bagl olarak da ortaya cikmaktadir. infeksiydz etkenler arasinda;
Staph.aureus, Staph.epidemidis, Str. agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis,
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Micrococcus spp., E. coli, C. pyogenes, C. bovis, C. ulserans, Ps. aeruginosa,
S.marcescens, P.multocida, P.heamolytica, Bacillus spp., Brucella spp.,
Cl.perfringens v.b. etkenler sayilabilir. ifeksiydz olmayan mastitisler ise toksit
ve traomatik nedenlere bagli olarak gelisir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda kalitim
, yas, beslenme, yiiksek siit verimi, hatali sagim, anatomik kusurlar,
memelerdeki yaralanmalar, pis ahirlar, insekler gibi faktérler de yardimci
nedenler arasindadir. (3,5,33)

Hastaliktan korunmada; hijyenik 6nlemler yanisira klinik mastitislerin vakit
kaybedilmeden sagaltimi, subklinik mastitislerin zamaninda tesbiti ve
hayvanlarin kuruda iken sagaltiimasi esas alinmaktadir. Sistejnatik kontrol
programi ¢cergevesinde klinik mastitisli hayvanlardan alinan siit 6rneklerinden
etken izalasyonu ve identifikasyonlariile antibiyogram uygulamalarina dayanan
sagaltim uygulamalari oldukca basarili olmaktadir. Mastitis sagaltiminda gerek
meme i¢i, gerekse parenteral olarak uygulanan cok cesitli preparatlar
bulunmaktadir. Rastgele ilaglarla yapilan sadaltim halen rastlanilan
uyguiamalar arasinda olup bu tiir uygulamalar sonucunda ¢esitli antibiyotiklere
karsi direncli bakteri suslari olustugu gibi et-siit ve siit Urtinleri de biyuk
boyutlarda kirlenmektedir. (3,16)

Antimikrobiyal kernaterapotik maddeler ve 6zellikle antibiyotikler giinimiizde
birgok alanlarda kullaniimaktadir. Bunlarin basinda sagaltim amaciyla kullanim
yer almaktadir. ayrica birkisim antibiyotikler hayvanlarda et, siit ve yumurta
verimini arttirmak ve bilyiimeyi hizlandirmak amaciyla da kullaniimaktadir.
Ozellikle, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde evcil hayvanlarin %80'i
yasamlari boyunca, en azindan yasaminin bir kisminda ila¢g uygulamasina
maruz birakiimaktadir. ilaglarin elimasyon siiresi bitmeden, hayvansal tiriinlerin
et, stit, yumurta seklinde tiiketime sunulmasiyla besinlerde kimyasal kirlilige
yol agmaktadir. Bu da halk sagligi acisindan sakincalar yaratmaktadir. Gerek
koruyucu amagcla, ger=kse verim artirici olarak alaclarin yem ve sularla uzun
bir siire diisiik dozlarda hayvanlara verilmesiyle de gesitli bakteri tiirlerinde
direnglilik olgusu gelistigi gibi et, siit ve yumurta gib hayvansal (riinlere gecen
rezidileriyle de tehlikeli boyutlara ulasan besin kirlenmesinin ortaya ¢ikisi
yapilan sayisiz arastirmalarla saptanmis bulunmaktadir. (4,16,20,30,32)

Antibiyotiklerden istenilen anabolizan etkisinin saglanabilmesi i¢cin karma
yemlere ve igme sularina 25-200 ppm yogunluklarinda katilmalari



Kloramfenikol. Penisilin ve Tetrasilin - Aydin - Ayaz - Uyanik - igcan - Balbal

gerekmektedir. Ancak bildirilen bu limitler arasinda her zaman dengeli bir
ayarlama yapiimadigindan antibiyotiklerin olumlu etkileri yanisira olumsuz
etkileri de goriilmektedir. Bu antibakteriyel ajanlar, diger taraftan basta meme
ici uygulamalar olmaka lizere oral ve parentenal yollarla kullanildiginda sttle
atilabilmekte ve tiiketici tarafindan diistik dozlarda alinan antibiyotik kalintilar,
basit yan etkilerinden, dldiriicii reaksiyonlara kadar gidebilen sakincalari da
beraberinde getirmektedir. Penisilin, Kloramfenikol, Sefalosporinler,
Streptomisin, Novobiosin, Oleandomisin ve Tetrasiklinler insanlarda erken veya
geg olusan asiri duyarlilik reaksiyonlarina neden olabilmektedir. (11,12,13,17)
Antibiyotik kalintilarinin insan saghg! lizerinde sakincalari anlasildiktan
sonra bazi Bati Avrupa Ulkeleri ile Diinya Saglik Orgiitii ve Diinya Gida Tarm
orglitli 1969'da Swan baskanliginda bir komisyon olusturarak, konunun ¢éziimii
icin rapor hazirlamislardir. Swan raporunda antibakteriyel ilaclarin insan saghgi
na olan sakincilari ve alinmasi gereken dnlemler éneriler halinde belirtilmistir.
insan ve hayvanlarda sagdaltim amaciyla kullanilan Penisilin, Streptomisin,
Tetrasiliklinler gibi antibiyotikleri verim artirma da insan gidasi olarak
yararlanilan hayvanlarda kullaniimamasi seklinde cok yonli degerlendirmeler
dikkate alinmis ve cogu Avrupa lilkesi gidalardaki antibiyotik kalintilari hakkinda
bu &neriler dogrultusunda hareket etmeyi prensip saymislardir.(4,29)
Siitteki Penisilin rezidiilerinin % 90'meme ici anflizyonlarindan sonra -
antibiyotigin atilma silresi beklemeden siitiin tiiketiimesiyle meydana
gelmektedir. Bu yolla uygulamalardan kaynaklanan rezidilerin % 60 laktasyon
peryodu icinde % 30'u da kuru déonemde mastitis sagaltimlari sonucunda
olusmaktadir. Geri kalan % 10'luk rezidiiler ise parenteral, intramammal veya
diger nedenlerden kaynaklanmaktir. Kuru donemde dogumdan 60 giin énce
benzil penisilin ile mastitis sagaltimi yapilan ineklerin dogumdan sonra
stitlerinde rezidiye rastlanmadidi halde, dogumdan 45 giin 6nce ayni preparat
ile tedavi edilen ineklerde dogumdan 14-15 giin sonraya kadar sitte penisilin
rezidiileri saptanmistir. Parenteral penisilin tedavisi gérmiis stit ineklerinin idrar
ve slitle antibiyotigi cikariklari ortaya konulmustur. insan gidalarindaki ilag ve
kimyasal madde tolerans limitleri Gida ve ilag érgitii (FDA) tarafindan
belirlenmekiedir. Yeni arastirma bulgularinin dikkkate alinarak
degerlendirlmesiyle ilaglarin eliminasyon siireleri ve tolerans limitleri
degistirebilmektedir. Penisilinlerin sigirlarda dokulardan ve siitle atiima sireleri
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belirlenerek acgiklanmis bulunmaktadunr. (6,10,24,25)

Veteriner sagaltiminda en cok basvurulan antibiyotiklerden birisi de
tetrasiklinlerdir. Tetrasiklinler biiyiik 6l¢iide idrarla atiimakta ve ikinci derecede
de safra yoluyla atiimaktadir. Bu yolla barsaklara geceen tetrasiklinlerin bir
kismi tekrar emilerek entero-hepatik dolasimina katilirlar. Kullanim durumuna
gore bu grup antibiyotikler biliyiik dlciide siitle de atiimaktadir. Tetrasiklin gurubu
antibiyotikler paranteral olarak kullanildiklari gibi meme preparati olarak da
kullanilmaktadirlar. Tetrasiklinlerin sigirlarda dokulardan atilma stiireleri ve
sutten atiima sireleri ile tolerans limitleri belirlenerek oral ve enjektabil
formiilasyonlar ~ hakinda ozellikle, ilacin kullanim sekli hakkinda aciklayici
bilgiler bildirilmistir. (6,7,24,26,31)

Penisilin ve tetrasiklinler gibi sagaltim amaciyla kloramfenikolden de
yararlanmaktadir. Oral ve paranteral yolla uygulanan bu antibiyotik
idrardanbaska siitle de atilmaktadir. Fakat siitle atiima esas olarak mastitis
sagaltiminda intramammal infiizyonlardan sonra meydana gelmektedir.
Kloramfenikol grubu antibiyotiklerin ciddi infeksiyonlarin diginda kullaniimasi
gerektigi vurgulanmakta ve 6zellikle hafif infeksiyonlarda ve koruyucu amacla
kullaniimasinin sakincali olduguna deginilmektedir. Neutropen, agranulositozis
veya siddetli olgularda aplastik anemi ile birlikte kemik iligi dejenerasyonuna
yol agabildigi de bildirilmistir. Kloramfenikoliin kesim dncesi atiima zamaniile
sttle atiim zamani hakkinda aciklayici galismalar yeterince yapiimadigr gibi
ginliuk tolere edilebilen doz miktari da kesin olarak bilinmemektedir.
(1,8,14,15,16,19,28)

Giinimizde rezidi tayinlerinde mikrobiyolojik, immunolojik, kimyasal
kromatografik metotlar uygulanmaktadir. Hayvansal tirtinlerde antimikrobiyal
madde kalintilarinin aranmasinda gelismis laboratuvar tekniklerinin yanisira
ciftliklerde, mezbahalarda ve mandiralarda ¢abuk ve kolayca uygulanabilecek
on tarama testleri de gelistirilmistir. Siitteki 6n tarama testleri liyofilize edilip
renk indikatori emdirilmis bakteri tablet ya da ampullerinin belirli miktarda
siite katildiktan yaklasik 3-4 saat sonra antimikrobiyel madde varligi halinde
bakteri iremesinin gerceklesmeyip, siit renginin ayni kalmasi ya da inhibitor
madde yoklugunda bakterilerin treyip, st renginin degismesine gére
deg@erlendirilmektedir. Mikrobiyolojik yontemde esas, antibiyotiklere duyarl
B.subtilis, S.lutea, B.megatorium, B.steareothermophilus, M. Luteus vbh.
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mikroorganizmalarin uygun agar besiyerinde iretilmesine baslanirken, ayni
anda disklere emdirilmis ya da ¢ukurlara konulmus hayvansal driin
homojenizatinin uygun isida belirli bir siire inkubasyona birakilmasina
dayanmaktadir. Sonugcta disk ya da gukur etrafinda antimikrobiyel varliginda
mikropsuz zonlarin meydana gelisi dikkate alinarak karar verilmektedir. Diger
taraftan antibiyotik rezidiilerin saptanmasinda, 6zellikle, tolerans limitleri esas
alinarak hassas dlgtiimlerin yapiimasinda gaz kromtografik, likit kromatografik,
mass spektrofotometri, biyootografi ve infrared spektrofotometrik teknikler
kullanilmaktadir. (2,5,10,14,15,19,33).

Hayvansal besinlerdeki kalintilarin belirlenmesinde kullanilan kromatografik
yontemlerden gaz kromotografi metodu ile yapilan calismalarda siit ve
dokulardaki kloramfenikol rezidiilerinin 5ng/g'a kadar saptanabildigi
belirtilmektedir. Bazi arastiricilar mikrobiyolojik élgtimlerde kloramfenikol
rezidllerini sutte 0.025 ug/ml, kas dokularinda 0.1 ug/g diizeyinde
saptamislardir. Sttteki benzil penisilin tolerans limitinin 4 ug/kg, tetrasiklinler
icin bu limitin yine sttte 100 ug/kg ve kloramfenikol icin sttteki rezidiistiniin
tolerans limiti ise (0) olarak kabul edilmektedir. (9,23,27,28)

Bu calismada, kloramfenikol, penisilin ve tetrasiklin gibi mastitis
sagaltiminda kullanilan antibiyotiklerin gesitli yontemler uygulayarak stitteki
varhiginin belirlenmesiyle bunlarin siitten atilma sdrelerinin tespiti
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOD

Denemelerimizde siit sigircihig yapilan Bala, Polath, Lalahan Tarim
isletmeleri Mudirligiindeki inekler, Etlik Hayvan Hastaliklarn Arastirma
Enstiitisi deneme hayvanlari tnitesinde bulunan inekler ile Ankara Seker
Fabrikasinin siit sigirlarindan yararlanildi. Bahsi gegen isletmelere calisma
donemleri icerisinde gidilerek hayvanlara CMT uygulandi ve testle pozitif sonug
veren ineklerden sut 6rnekleri aseptik kosullarda alinarak labarutuvarda
incelemeye alindi.

izolasyon Calismalari: CMT testi sonucunda alinan siit 6rneklerinin
Fossomatikle somatik hiicre sayilari saptandi. Somatik hiicre sayilari
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500.000'in uzerinde olan siit 6rneklerinden kanh gara, eskiinli kanh agar,
MacConkey agar gibi besiyerlerine ekim yapilarak izole ve edinfiye edilen
etkenlerin Kibry-Bauer yontemine gére antibiyogram testleri uygulandi. Her
isletme bazinda Kloramfenikol, penisilin ve Tetrasikline duyarli hayvanlar
belirlendi.

Besiyerleri: izolasyon ve identifikasyon amaciyla zenginlestirilmis kanli
agar, Mac Conkey agar, Hippurath besiyeri, Eskiilinli kanli agar, DST agar,
Muller Hinton agar, Nutrient agar gibi kati ve buyyon gibi sivi besiyerlerinden
yararlanildi.

Sagaltim Galismalari: Antibiyogram testi sonucuna gore her isletmeden
Kloram fenikol, Penisilin ve Tetrasiklin'e duyarli olduklari saptanan (g siit inegi
ayrilarak bu hayvanlarda ayri ayn antibiyotik uygulamalari ile sadaltima
baslandi. Kullanilan ilaglarin dozlari prospektuslarina gére Kloramfenikol icin
50 kg. canli agirliginda 2 ml., Tetrasiklin icin 10 kg. canh agirhginda 1 ml. ve
Penisilin igin kg. canli agirhgina 10 i.0. olacak sekilde ayarlandi. ilaglar sabah
sagimlarindan sonra kas ici, aksam sa§imlarindan sonra ise meme igine
infizyon yolu ile uygulandi. Sagaltima (¢ giin stire ile devam edilerek son
uygulamadan 12 saat sonra baslanarak 4 giin siire ile sit drnekleri alindi.

ilaglarm Siutten Atilma Siirelerinin Saptanmasi: Bu amagcla
antibiyotiklerin sagaltim dozunda uygulanmasini takiben dérder saat araliklarla
ya da bu saglanamadiginda sabah ve aksam sagimlar sirasinda aseptik
kosullarda hayvanlarin siit érnekleri toplandi. Alinan siit 6rnekleri dogal
inhibitdrlerin giderilmesi igin 95 °C'ye kadar isitildi ve +4 C de muhafaza edilerek
denemelerde kullanildi. ilaclarin siitten atiima siirelerinin saptanmasinda
intertest yontemi, Three Plate Diffiizyon ydntemi, Biyootografi, Gaz
Kromatografi ydontemlerinden yararlanildi.

1. intertest Yontemi: Antibiyotiklere duyarl bir mikroorganizma olan Str.
thermophilus'un bulundugu ve indikat6r bir boya iceren hazir test materyali
veya laboratuvarimizda liyofilize edilerek indikatdr boyali sekilde mevcut olan
ayni mikroorganizma kullaniimak suretiyle sagim sonralari alinan siit 6rnekleri
test edildi. Test uygulama sonucunda meydana gelen renk degisikligine gore
de@erlendirme yapildl. 45 C'ye ayarli su banyosunda isitilan 2.5 ml. stit 6rnegi
tzerine 1 intertest tableti atilarak 45 C'de 3 saatlik bekleme siiresinden sonra
sari rengin olusumu negatif, mavi-yesil rengin olusmasi ile pozitif olarak
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degerlendirildi.

2. Three Plate Difflizyon Yontemi: Bu amagla steril Whatman No. 4 filtre
kagidindan hazirlanmis 9 mm. ¢apindaki diskler kullanildi. Diskler test edilecek
stit orneklerine daldiriidiktan sonra antibiyotige ¢ok duyarli bir
mikroorganizmanin (Penisilin, Tetrasiklin, Kloramfenikol igcin B.
stearothermophilus ayrica Tetrasiklin icin B. subtilis, Kloramfenikol icin ise B.
megaterium kullanildi) 18 saatlik sivi kiiltiiriin ekim yapilmis olan kati besiyeri
lizerine 2 cm. aralik olacak sekilde yerlestirildi. Ortaya kontrol diski de
konulduktan sonra petri kutulari kullanilan duyarl mikroorganizma cinsine gére
sirastile 55 C, 30 C ve 37 C'de inkilibasyona birakildi. Bu amacla penisilin icin
B. stearothermophilus inokule edilen petriler 55 C'de 5-6 saat, Tetrasiklin icin
B. subtilis ile inokule edilen petriler 30 C'de 18-24 saat ve Kloramfenikol igin
ise B. megaterium inokule edilen petriler ise 37 C'de 5-6 saat siire ile
inkubasyona birakildi. islenen érneklerde antibiyotik varliginda tiremenin
olmadidi zonlarin capi saptanarak degerlendirilme yapildi. Disklerin etrafinda
i mm'den fazia zon olusturan 6rnekier pozitif deger olarak kabul edildi.

Test Suglari: ThreePlate Difflizyon yonteminde yararlanilan antibiyotiklere
duyarliligi bilinen B. subtilis Strain ATCC 6633, B. stearothermophilus var.
Colidolactis Strain C 953 ve B. megaterium Strain ATCC 9085 standart suslari
Etlik Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitiisii Antibiyotik Disk Uretim
Laboratuvarlar kiiltlir kolleksiyonundan saglandi ve denemelerde kullanildi.

3. Biyootografi Yontemi: Biyootografi denemeleri Neidert ve ark (21)
tarafindan bildirilen prosediire gore yapildi. Bu amacla Kloramfenikol, Penisilin
ve Tetrasiklin icin islenen siit drneklerinden ekstraksiyonlar hazirlandi. Her li¢
antibiyotik icin developmen c¢oziicl ve developmen hazirlanarak silikajel G
plakalari kullaniid.

Biyoografi Yonteminin Uygulanisi: Eritilmis, 121 C'de 15 dak. sterelize
edilmis 100 ml. antibiyotik medium No.11 (Seed agar) 55 C'ye sogutulduktan
sonra besiyerindeki konsantrasyonu 5x10 spor/ml olacak sekilde B. subtilis
spor siispansiyonundan ilave edilip besiyeri karistirildi. Homojen dagihm
saglandiktan sonra besiyeri sterlize edilmis bioplate dokiillip dlizgiin bir ylizeyde
esit yayilimi saglanarak katilasmaya birakildi. Bu sekilde bioplate kullanima
hazir hale geldi. Diger taraftan TLC esaslarina goére hazirlanmis silika jel
plakalari aktive edildikten sonra plakalar havada kurutuldu ve hazirlamis

P2



Litlik Vet. Mikrob. Derg. 1995 8 (1)

oldugumuz bioplate ile ylizylize gelecek sekilde 15 dak. beklendikten sonra
bioplate'ler tizerinden TLC plakalari kaldirildi. Daha sonra bioplate'ler 35 C'de
bir gece ters ¢evrilmek suretiyle inkube edildi. Bu siire sonunda biitiin inhibisyon
zonlarinin lokalizasyonu not edildi ve standart zonlarla karsilastirilarak
degerlendirildi.

4. Gaz Kromantografi Yontemi: Bu yontemle sadace siitte Kloramfenikol
varligi arastirilmis olup yontemin uygulanisinda Nelson ve arak. (22) tarafindan
bildirilen metod modifiye edilmistir. Yontemde, Kloramfenikol, Kloramfenikol-
meta-isomer, Cartridges-Seppak C18 RP, Pyridine, Chlorotrimethylsilane,
Hexomethyldisilazone, Metanol, Kloroform, Asetonitril, N-hekzan, izooktan,
N2 gazi, argon-metan analitical grade'ye uygun ajanlardan yararlaniidi.

Sit Extraktinin Hazirlanigi: Difflizyonda 4.glinde alinan érnekler ile bir
onceki orneklerden ekstraksiyon hazirlandi. 5 ml siit 6rneg@i santrifiij tiiptine
konuldu. Uzerine konsantrasyonu 50 ng/ml olan metanolde eritilmis standart
soltisyondan 2 ml ilave edildi sonra 700 rpm'de 15 dk. bekletildi. 10ml etil
asetatla iki defa homojenize edildi sonra 700 gazi altinda 60 c'de kuruyuncaya
kadar uguruldu. Rezidii 0.2 ml metanol ve 2.8 ml IN C 18 mini kolon 2 ml
metanol bunu takiben 5 ml bidistile su ile yikanarak sartlandirildi. Rezidii ihtiva
eden soliisyon sartlandirilan kolondan gegirildi. ilk bastaki fraksiton (3 ml)
atildi. Kloromfenikol iki defa 3 ml'lik volimler halinde metanol + 1 N HCL
(40+60) kullanilarak kolondan eliie edildi. Bu fraksiyonlar vidali kapakli konik
santriflij tiptinde toplandi ve metanol azot gazi altinda 60 C'de uguruldu. Sulu
faz iki kere 2 ml'lik volimler halinde etil ase:la ekstrakte edildi. Toplanan ekstrakt
temiz konik santrifiij tiiplerine kondu ve yukarida tarif edildigi gibi uguruldu.
Rezidil, 1 ml metanol ile tiip yikanarak yeniden eritildi. Azot altinda metanol
ucuruldu ve 400 ul trisil ilave edildi. Tlp kapatildi ve vortekste bir kag saniye
calkalandiktan sonra 35 C' de 30 dk. bekletildi.

Gaz Kromotografi Metodu: Analizlerde Etlik Hayvan Hastaliklari Arastirma
Enstiitiisii Unitesinde bulunan Schimatzu Gaz kromotografi cihazindan
yararlaniimistir. Elektron Capture dedekt6r (ECD), 55 m uzunlugunda kapillar
kolan kullaniimistir. Koloan sicakh@i 200 C, taslyici gaz azot, akis hizi 1.5 ml/
dakikadir.

Likit Kromografi Metodu: Bu ydntemie sadece sitte Tetrasiklin varhgi
arastinlmis olup yéntemin uygulanisinda Long ve ark. (18)'nin bildirdikleri
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prosedirden yararlanildi. Belirtilen yonteme gore hazirlanan siit érneklerinin
analizinde Enstitiideki cihaz kullanildi.

Cihazda islenen sit érneklerinin ekstraksiyonu difflizyon yonteminde son
zon veren ornek ile bir 6nceki ve bir sonraki érnekler olmak tizere {i¢ 6rnekten
hazirlanmis ve bu li¢ 6rneklerde Tetrasiklin varligr arastiriimistir.

Likit kromotografiye uygun solvetler ve (i¢ kez distile edilmis su kullanildi.

Likid Kromotografik analiz: Fotodiode dedektdr, 365 nn ve dalga boyu
araligr 10-450 nm., kullanildi. Mobil faz 0.01 M sulu okzalit asit+asetonitril
(7+3), akis hizt 1 ml/dak. ve kolon oktadesilsil ile derivatize edilmis silika kolon
idi.

Standart egrisinin hazirlanmasiicin 100,200,400,800,1600,3200 ng/ml'den
20 ul voliimlerinde cihaza enjekte edildi. Bu islem bes kez tekrarland.

Kolon materyeli: 22 g C 18 tartilip 50 ml'lik temiz bir enjektére konuldu ve
kolonu dolduracak sekilde bunun tzerinden iki kez hekzan, iki kez metilen
klorid, iki kez metanol gecirildi. Bu vakumda kurutuldu.

Ekstraksiyon islemi: 2 g C18, 0.05 g Na_EDTA ve 0.05 okzalik asit bir
havan igine konuldu ve tzerine 0.5 ml. siit ilave edildi. Her numuneye standart
tetrasiklin soltisyonlarindan 10 ul konulup 1 dak beklendi. Numune mekanik
olarak iyice karistirildi. Kor olarak kullanilan érnekler de ayni sekilde hazirlandi.
Ancak bunlara tetrasiklin standarti konulmadi. Karisim homojen hale
getirildikten sonra, 10 ml'lik bir plastik enjektériin tabanina Watman No.1 filtre
kagidi konularak hazirlanmis olan kolona aktarildi. kolondan 6nce 8 ml hekzan
gegirildi. Eltie etmek icin 8 ml etil asetat + asetonitril (1+3) karisimi kolondan
gecirildi. Elde edilen ekstrakt azot gazi altinda 40 C'de su banyosunda ucuruldu.
Kuru rezidiiye 0.5 ml mobil faz ilave edildi ve 5-10 dak sonike edildi. Bu
homojenat santrifiij edildikten sonra elde edilen temiz slipernatanttan 20 ul
cihaza verildi.

BULGULAR

izolasyon Galisma Sonuglari: CMT uygulanarak hayvanlardan alinan st
orneklerinin fossomatikle somatik hiicre sayilariile ml'sinde 500.000'in tizerinde
olan siitlerden yapilan bakteriyolojik muayene sonucunda izole ve idenfiye
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edilen etkenler arasinda Staph. aureus (% 33), Staph. epidermidis (% 11),
Str. aglactiae (% 0.9), Syr. uberis (% 2), Str. faecalis (% 0.3), Corybacterium
sp. (% 0.9), E. coli (% 14), Bacillus sp. (% 0.6) ve miks infeksiyon etkeni
olarak tespit edilen Staph. aureus 4 Staph, epidermitis (% 0.1), E.coli + Staph.
sp. + Corynebacterium sp. + Str. sp. (% 0.4) ve Staph. sp. + Str.sp. (% 0.6)
yer aldigi goriilmistir. Calisma stiresince izole ve identifiye edilen etkenler
ile bunlarin antibiyotiklere karsi duyarlilik durumlari Tablo-1 'de gdsterilmistir.
ilaglarin Siitle atiima Siirelerinin Saptanmasinda alinan Sonuglar. izolasyon
ve identifikasyon calismalari sonucuna gére kloramfenikol, tetrasiklin ve
penisiline duyarli olduklari saptanan hayvanlar arasindan her antibiyotik igin 1
adet olmak tizere ayrilan ineklere bu antibiyotiklerin sagaltim dozlariile 3 giin
sireyle tedaviye baslanmistir. Son ilagc uygulamasindan 12 saat sonra 4 giin
slire ile sabah ve aksam sagimlarindan sonra ilag uygulamasindan 12 saat
sonra 4 glin siire ile sabah ve aksam sagimlarindan sonra alinan siit
orneklerinde uygulanan antibiyotiklerin atilimi ve atilma sireleri intertest
yontemi, Three Plate Diffuzyon yontemi, Biyootografi, Gaz Kromotografi ve
Likit Kromotografi yontemlerine gore tesbit edilmistir. isletme bazinda bu
cahismalara iliskin sonuclar Tablo 2a,2b,3a,3b,4,5,6,7,8,9,10,11 ve 12'de
verilmistir. Tablolarin incelenmesinden anlasilacagi gibi intertest yoéntemi ile
her ¢ antibiyotigin de 4.glin dahi siitle atildigini géstermektedir. Three Plate
Diffizyon yonteminde de ayni sekilde intertest sonuclarina parelel bulgular
elde edilmistir. Biyootografik yéntemin sonuglarinin gésterildigi Tablo 2b ve
3b'nin incelenmesinde ilk t¢ glin alinan sit 6rneklerinde pozitif olgular elde
edilmis ancak 4. giin ilk sagimlarda pozitif sonuglar alinirken sonraki sagimlarda
negatif bulgular elde edilmistir. Goriildigi gibi bu test intertest ve diffiizyon
testi ile ayni sonuclari verdiginden Bala disindaki érneklerde pratik
olmadigindan uygulamadan gikarilmistir. Three Plate Difflizyon yontemi ile
yapilan calismalarda antibiyotiklere duyarli oldugu bilinen standart suslardan
B. stearothermophilus'un B. subtilis ve B. megaterium'a oranla daha duyarli
oldugu gozlenmis ve belirgin zonlar olusturdugu saptanmistir. Olusan zon
gaplarinin 10-30mm arasinda degdismek (izere siire ve sagim sirasina goére
farkli degerler gosterdigide Tablolarin incelenmesinden anlasiimaktadir.
Kromatografik calisma sonuglarinin gésterildigi Tablo-12'nin incelenmesinde
diffiizyon yontemi ile en son zon veren siit érneklerinde tetrasiklinin varligi
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gozlenebildigi gibi gaz kromatografi ile de kloramfenikoliin varliyi ortaya
konulmustur. Denemeler sonucunda kloramfenikol, penisilin ve terasiklinin tic
glinlik bir uygulamadan sonra en son ilag verilmesinden baslamak (izere en
az 4 gtn stre ile sitten atildiklari ortaya konulmustur.

TARTISMA

Antimikrobiyal kemoterapotik maddeler ve 6zellikle, antibiyotikler
glinimuzde bir ¢cok alanlarda kullaniimaktadir. Bunlarin basinda da sagaltim
amaciyla kullanim gelmektedir. Siit ineklerinde siklikla karsilasilan hastaliklar
arasinda yer alan mastitisin sagaltiminda da antibiyotikler yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Ancak uygulanan ilagklarin eliminasyon siresi bitmeden
hayvansal orjinli besin maddelerinin et, siit ve yumurta olarak insanlarin
tiiketimine sunulmas: sonucu saglik acisindan sorun yaratacak besin kirliligi
konusunu giindeme getirmektedir. Nitekim hayvansal tiriinlerde ilag ve kimyasal
madde kalintilart 1970'li yillardan sonra 6nemsenmeye baslanmis, 1980'li
yillarda konu tzerindeki ¢calismalar giderek yogunlasmistir. Siit insan saglhg:
icin gerekli temel besin maddelerinden en dnemlisidir. Ayni zamanda siit,
organizmaya giren ila¢g ve kimyasal maddelerin eliminasyonunda
kiicimsenmeyecek rol oynamaktadir. Bu nedenle son yillarda siite katki ve
kalinti maddeleri tizerine yeni standartlar gelistirme geregi duyulmustur (16,
20, 30, 32).

Bu calismada, mastitisli hayvanlar belirlenerek bunlardan izole edilen
etkenlere karsi penisilin, Kloramfenikol ve tetrasikline duyarlihk gosteren
hayvanlar ayrilarak bu ineklerin bahsi gegen ilaglarla sagaltimlari
gerceklestirilmistir.

Kloramfenikol, penisilin ve tetrasiklin grubu antibiyotikler gerek infeksiy6z
hastaliklar ve gerekse mastitis sagaltiminda sigirlarda siklikla kullanilan
kemoterapétik ajanlar arasinda bulunmaktadir. Bu ilaglar parenteral ya da
meme ici yolla uygulandiklarinda, 6nemli miktarda siitle de atiimaktadir.
Antibiyotiklerin stutten atihmini géstermek amaciyla gergeklestirilen biyolojik
yontemler hem ¢abuk sonug¢ vermesi ve hem de uygulanmasinin basit olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Ayrica mikrabiyolojik yontemlerde
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kullaniilmaktadir. (10, 14, 15, 19)

Bu galismada, hizlitarama yontemi olan intertest yontemi ile B. subtilis, B.
megaterium ve B. stearothermophilus kullanilarak uygulanan Three Plate
Diffiizyon yéntemi kullanilmistir. intertest ve diffiizyon yéntemlerinin
uygulanmasi kolay ve kisa zamanda sonug vermesi gibi avantajlarinin oldugu
anlasiimis ve bu yéntemlere gore sagaltimda kullanilan antibiyotiklerin 6zellikle
penisilin ve kloramfenikoliin 4. giin dahi siitle atildigi ortaya konulmustur.

Glinlimiizde rezidii analizlerinde mikrobiyolojik ve immunolojik yéntemler
yaninda kimyasal-kromotografik ve biyootografik ydntemlerde kullaniimaktadir.
Ozellikle tolerans limitleri esas alinarak hassas élgiimlerin yapilmasinda gaz
kromotografik, mass spektrofotometri ve infrared spektrofotometrik teknikler
kullanilimaktadir. (9,23,24,25,28)

Bu ¢alismada sinirli sayidaki 6rnekle biyootografi, gaz ve likit kromotografi
yontemleriyle Three Plate Difflizyon metodunda son zon verenden bir 6nceki
ve iki sonraki siit 6rneklerinde antibiyotiklerin varhgi tespit edilmistir.

Sonug olarak lilkemizde, 6zellikle mastitis sagaltiminda kullanilan
kloramfenikol, penisilin ve terasislin gibi antibiyotiklerin bilingli olarak
uygulanmasi gerektigi ve sttle uzun bir stire atilim s6zkonusu oldugundan bu
konuda titiz davranilmasi gere@i anlasiimis bulunmaktadir. Ayrica yemlere
tetrasiklin katilmasinin 6nlenmesi ve insan saghg! acisindan zararl etkisi
bulunan kloramfenikol kullaniminin yasaklanmasi ile sagaltima alinan
ineklerden sagilan siitlerin insan tiiketimine sunulmasinin énlenmesi gerektigi,
yine insanlarda bilhassa gocuklarda alerji ve anaflaktik soklara neden olabilen
penisilin grubu antibiyotiklerle tedavi edilen hayvanlarin sutlerinin de en az 4
glin tiiketime arz edilememsi gerektigi kanisina varilmistir.
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