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Ticari Bir Florfenikol Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Test
Kiti ile Florfenikoliin Tespit Edilememesi Durumu
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Ozet: Gida ve yemlerde bulunan antibiyotik kalmtilar: tiiketiciler icin bazi sorunlara, antibiyotik direncinin ortaya
¢itkmasina ve gida endiistrisinde kalite diisiikliigiine neden olmaktadir. Gida kalitesini ve tiiketici sagligini korumak
icin Tirkiye ve Avrupa Birligi tilkeleri hayvan kokenli gidalarda azami kalint1 seviyesini belirleyen yonetmelikler ha-
zirlamistir. Hayvan kokenli gidalarda ve yemlerde antibiyotik kalintilarinin izlenmesinde farkli tarama ve tarama son-
ras1 dogrulama yontemi sirasi izlenmektedir. Bu caligma, ticari bir florfenikol Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) test kitinin florfenikolii tespit edememesinin sebebini ortaya koymak amactyla yapildi. Kit muhteviyatinda
bulunan standartlarin florfenikol olmadig: kloramfenikol oldugu sivi kromatografi siral kiitle spektrometresi (LC-MS/
MS) metodu ile tespit edildi. Kit muhteviyatinin kloramfenikol ELISA metoduna gore yapilan analizinde anlamli 151k
yogunlugu degeri dlgiildii. Yapilan analizler sonucunda ticari florfenikol ELISA test kitinin florfenikol test kiti olmadigi,
kloramfenikol test kiti oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: ELISA, florfenikol, kloramfenikol, LC-MS/MS

Case of not Detecting Florfenicol by A Commercial Florfenicol Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) Test Kit

Abstract: The presence of antibiotic residues in food and feed can cause some problems for consumers or occurrence
of antibiotic resistance and leads to low quality in the food industry. To protect the food quality and consumer health,
Turkey and European Union implemented regulations governing maximum residue levels in certain animal origin food
products. Various screening and post-screening for confirmation methods followed in monitoring the antibiotic resi-
dues in animal origin food and feed. This study was performed to determine the reason for a commercial florfenicol
Enzyme Linked Immune Sorbent Assay (ELISA) test kit not detecting florfenicol. With the Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) method, the kit standards were found not to be florfenicol but chlorampheni-
col. Significant absorbance value was measured at the analysis of the kit content according to chloramphenicol ELISA
method. As a result of the analysis, it has been concluded that the commercial florfenicol ELISA test kit was not a flor-
fenicol test kit, but a chloramphenicol test kit.
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Olgu Sunumu / Case Report

Giris

Hizla artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli bir
sekilde beslenebilmesi i¢in gerekli hayvansal gida
maddelerinin ucuz ve bolca iiretilebilmesi biitliin
iilkelerin giindeminde olan 6nemli konulardan bi-
ridir [14]. Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi ve
onlenmesi, gelismenin hizlandirilmas1 ve yemden
yararlanmanin arttirilmasi, paraziter hastaliklarin
kontrolii ve beslenmenin desteklenmesi amaciyla
¢ok sayida ilag, hormon, vitamin ve mineral madde
kullanilmaktadir [10]. Gida degeri olan hayvanlar-
da, yasaklanmis veya tiiketimine yasal olarak mii-
saade edilmis antibakteriyel ilaglarin, bilingsizce
ve suiistimal derecesinde kullanimi sonucunda halk

sagligr acisindan ciddi sakincalar olusturabilecegi
anlasilmistir. Ozellikle gida degeri olan hayvanlar-
da ila¢ kullanimi s6z konusu oldugu siirece et, siit,
yumurta, bal gibi gidalarda ilag¢ kalintilarinin bulun-
masinin 6nemi giincelligini koruyacaktir [11].

Gidalardaki ilag ve kimyasal madde kalintila-
rim1 ve diizeylerini ortaya koymak igin son derece
duyarli, glivenilir ve tekrarlanabilir analiz yontem-
leri gelistirilmistir. Bir¢ok iilke veya Diinya Sag-
lik Orgiitii, Gida ve Tarim Orgiitii, Avrupa Birligi,
Amerika Besin ve Ilac Idaresi, iilkemizde Gida Ta-
rim ve Hayvancilik Bakanligi ve Saglik Bakanligi
gibi 6nemli kuruluslar, tiiketici sagligini korumak
amactyla ¢ok yonlii calismalar yapmaktadir. ilag
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kalintilariin yol agabilecekleri ekonomik ve sos-
yal yonlii olumsuzluklarin 6nlenmesi amaciyla, bir
yandan veteriner ilaglarin kullaniminda etkin bir
kontrol saglanirken bir yandan da bir¢ok {tilkede
ayn1 konularda siirdiiriilen ¢alisma ve uygulamalar
arasinda birlik ve uyumun diizenlenmesine calisil-
maktadir [11].

Hayvan kokenli gidalarda antibiyotik kalin-
tilarinin izlenmesinde siklikla yiiksek verimli bir
tarama ve tarama sonrasi dogrulama yontemi sirasi
izlenmektedir [9]. Tarama analizleri bir analit veya
analit smifinin varhigint 2002-657 sayili Avrupa
Birligi Kararinda belirtilen seviyelere uygun olarak
tespit etmek i¢in kullanilan yontemlerdir. Bu yon-
temler ¢ok numune akiginin oldugu laboratuarlarda
olast uyumsuz sonucu olan numuneleri elemek i¢in
kullanilir. Bu seviyeler azami kalint1 limiti (Maxi-
mum Residue Limits, MRL) ya da minimum gerekli
performans limiti (Minimum Required Performance
Limit, MRPL) gibi diizenleme seviyeleri ya da uy-
gulama seviyesidir. Tarama analiz metotlar kalitatif
ya da yar1 kantitatif metotlardir. Tarama analizleri
biyolojik, biyokimyasal ve fizikokimyasal yontem-
lerle belirleme yapmaktadir [1,7]. Antibiyotik kalin-
tilarinin belirlenmesinde farkli tarama ve dogrulama
analiz metotlar1 kullanilmaktadir. Kullanilan tarama
metotlart ile kisa zamanda ¢ok sayida numune anti-
biyotik kalintis1 yoniinden analiz edilmektedir [8].

Antibiyotik kalintilarinin izlenmesinde en yay-
gin kullanilan yontem mikrobiyolojik inhibisyon
test yontemidir. Bu metotlar gerceklestirmek kolay
ve ucuz ancak 6zgiilligii eksiktir. Herhangi bir an-
tibiyotik olmasa bile inhibisyon olusabilir. Tarama
metotlarmin diger bir olumsuzlugu ise kullanilan
antikor, bakteri veya reseptoriin bir veya ¢ok az bir
antibiyotik grubunu algilayabilmesidir. Bu durum
tiim antibiyotik gruplarinin izlenebilmesi i¢in farkl
antibiyotik gruplarina cevap veren mikrobiyolojik
inhibisyon testlerinin ya da farkli tarama testlerinin
bir arada kullanilmasini gerektirmektedir. Ayrica
tarama testinden elde edilen pozitif sonu¢ hangi an-
tibiyotik grubu oldugunu belirtmemektedir. Birgok
durumda tarama sonras1 yontemlerinin kullanilmasi
gerekmektedir [9].

Antijen antikor reaksiyonunu gerceklestirmek
icin birgok yontem olmasina ragmen son yillarda en
cok kullanilan yontem ELISA testidir. Bu yontem-
de, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte

ve immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite
sonucu Ol¢iilmektedir. ELISA testinin direkt, indi-
rekt ve sandvi¢g ELISA gibi farkli sekilleri olmasina
ragmen en sik kullanilan1 sandvi¢ ELISA yontemi-
dir [5].

Genel olarak ¢aligmalarda tek bir antibiyotik
grubunu hedef alarak gelistirilmis metotlar bulun-
maktadir. Test materyalinde tek 6zlitleme islemi ile
¢ok sayida antibakteriyel maddenin tespit edilmesi
maliyet agisindan 6nemlidir. Bu nedenle farkli gida
maddelerinde genis bir yelpazede antibakteriyel ilag
kalintilarina ait tarama analizleri i¢in genel numu-
ne hazirlama islemleri MRL ya da MRPL altinda
bir seviyede yapilmalidir. Ote yandan, materyal-
den gelen etkiler nedeniyle degerlendirme bazen
¢ok zorlasir ve sorunlar yasanir. Sivi kromatografi
kiitle spektrometresi yontemlerinde materyalden
gelen etkileri ortadan kaldirmak igin ayn1 materyal
tiirinden negatif oldugu bilinen materyal {izerine
standart eklemesi yapilarak olusturulan kalibrasyon
egrisi kullanilarak ya da ayni antibiyotik grubunda
bulunan ancak ilag¢ olarak kullanilmayan bir tiirevi
i¢ standart olarak kullanilarak degerlendirme yapilir
[12]. Sivi kromatografi sirali kiitle spektrometresi
Ozgullik ve duyarliligi nedeniyle diinyada en ¢ok
kullanilan analitik cihazdir. Veteriner ilag¢ kalinti
analizlerinde bu teknigin uygulanabilirligi ile ilgili
kanitlanmig bir¢ok bilimsel makale bulunmaktadir
[13].

Florfenikol, genis spektrumlu sentetik bir an-
tibakteriyel ilactir. Yapisal olarak kloramfenikole
benzer ancak kloramfenikoldeki p-nitro grubu ye-
rine metil siilfonil grubunun, hidroksil grubu yeri-
ne flor atomunun bulunmasi ile ondan ayrilir [2].
Florfenikol kalintis1 Ulusal Kalinti izleme Plami
cergevesinde kanatli kas ve karacigerinde, yetistiri-
cilik yoluyla elde edilen su tirtinlerinde, yumurta ve
kirmizi ette izlenmektedir [4]. Tiirk Gida Kodeksi
Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siiflandirilmast ve Maksimum
Kalint1 Limitleri Yonetmeligi’ne gore izinli antibi-
yotiklerdendir, ancak siitii ve yumurtasi insan tiike-
timine sunulan hayvanlarda kullanilmamalidir [3].

Bu calismada ticari bir florfenikol ELISA test
kiti ile analizi yapilan florfenikol yoniinden nega-
tif oldugu bilinen numuneler ile negatif numunele-
rin lizerine analitik florfenikol standard: yiiklemesi
yapilarak hazirlanan yiikli numunelerin ELISA ile
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analizi sonucu anlaml 151k yogunlugu degeri 6l-
clilmemesi ve kit muhteviyatindaki standartlardan
olusturulan kalibrasyon egrisinin kendi icerisinde
anlamli olmasidan dolay1 kit muhteviyati standart-
larinin LC-MS/MS sisteminde analiz edilmesi so-
nucu standartlarin kloramfenikol oldugunun tespit
edildigi bir olgu bildirilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismamizda materyal olarak kanath kas ve ka-
raciger dokusu numuneleri ve ticari bir florfenikol
ELISA test kiti muhteviyati kullanilmstir.

Metot

Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Florfenikol (Dr.Ehrenstorfer, 00623, %99,5 saflik-
ta), kloramfenikol (Dr.Ehrenstorfer, 90424, %98,5
saflikta), kloramfenikol D5 (Dr.Ehrenstorfer,
10307AC, %98,6 saflikta), analitik saflikta etilase-
tat (Sigma Aldrich), n-hekzan (Sigma Aldrich), me-
tanol (Sigma Aldrich), amonyum asetat (Carloerba).

Kullanilan Malzemeler

Santrifiij tiipti (50 ml, polipropilen), balon joje (10
ml, 25 ml, 50 ml ve 100 ml) cam tiip (10 ml, vida
kapakl1), otomatik 6rnekleyici viali (1,5 ml, amber
renkli cam), RC filtre (0,45 um goz agikliginda),
otomatik pipet (1 ve 5 ml, Eppendorf), mikropipet
(100 ve 1000 pl, Eppendorf).

Kullanilan Ekipman

Blender (Waring, 8011 ES), hassas terazi (I mg
hassasiyette, Sartorius, CP 423 S), hassas terazi (0.1
mg hassasiyette, Sartorius, TE 214 S), vorteks (He-
idolph, Reax Top), ¢oklu vorteks (Heidolph, Multi
Reax), sogutmali santrifiij (Hettich, Rotina 35 R),
¢oklu ucurucu (Caliper, Turbo Vap LV), ELISA
okuyucu (Bio-Tek, EL808), 6460 serisi sirali kiitle
spektrometresi (Agilent), 1260 serisi s1vi kromatog-
rafi (Agilent), 1260 serisi pompa (Agilent), 1260
serisi degazer (Agilent), 1260 serisi otomatik 6rnek-
leyici (Agilent), 3,5y, 100 mm x 4,6 mm ebadinda
kolon (Zorbax SB-C18).

Florfenikol kit muhteviyatinda 96 kuyucuk, 6
standart ¢ozeltisi ( 0, 0.5, 1.5, 4.5, 13.5 ve 40.5 pg/
kg), enzim konjugat (enzim ile igaretli antikor), yo-

gunlastirilmig antikor calisma cozeltisi, substrat A
ve B ¢ozeltileri, testi durdurma ¢ozeltisi, yogunlag-
tirtlmig yikama ¢ozeltisi, yogunlastirilmis ¢oziicii
¢Ozelti bulunmaktadir.

Testin belirleme seviyesi: 0.5 ppb
Geri Kazanim: Doku % 80=+18, bal % 70+14

Capraz Etkilesme Orani: Florfenikol % 100,
florfenikol amin % 11, tiamfenikol <% 0.1, kloram-
fenikol <% 0.1.

Test Numunesinden Florfenikoliin Oziitlen-
mesi: Numuneden 50 ml’lik santrifiij tiiptine 3,0
+ 0,1 g tartildi. Uzerine 3ml saf su ardindan 6 ml
etil asetat eklenerek once tekli vortekste kuvvetlice
10-15 saniye daha sonra 10 dakika goklu vorteks-
te karigtirildr ve 10 dakika 20 °C de 4000 rpm’de
santrifiij edildi. Ust fazdan 2 ml cam tiipe alind1 ve
evaporatorde 50 °C’de azot gazi ile kuruyana kadar
buharlastirildi. Kurumus olan 6ziitiin tizerine 3 ml
n-hekzan eklenerek 10-15 saniye vorteks yardimi
ile coziinmesi saglandi. Uzerine 1 ml ¢oziicii ¢ozel-
ti eklendi ve 10 dakika ¢oklu vortekste karigtirildi.
Ardindan 10 dakika 20 °C de 4000 rpm’de santri-
fiij edildi. Alt fazdan 0,5 ml mikropipet ile alind1 ve
0,45 nm g6z agikligindaki filtreden siiziilerek 10 ml
hacimli cam tiiplere alindu.

Florfenikol Kontrol Kas ve Karaciger Doku
Numunelerinin Oziitlenmesi: Daha énceden labora-
tuvarimizda analiz edilmis ve icerisinde florfenikol
bulunmayan kas ve karaciger dokular1 kontrol doku
numunesi olarak kullanildi. Homojenize edilmis
kontrol kas doku numunesinden bir santrifiij tiipiine
numune ile ayn1 miktarda tartildi. Oziitleme islem-
leri numuneye uygulandigi sekli ile aynen tekrar-
landi.

Florfenikol Standard: Yiiklenmis Kas ve Kara-
ciger Doku Numunesinin Oziitlenmesi: Homojenize
edilmis kontrol kas ve karaciger doku numunesin-
den bir santrifiij tiipline numune ile ayn1 miktarda
tart1ldi. igerisinde 3 gram numune bulunan her tiipe,
yogunlugu 3 pg/ml derisiminde analitik florfenikol
standardindan 75 pl ilave edilerek 75 pg/kg florfe-
nikol igeren yiiklii numuneler hazirlandi. Oziitleme
islemleri numuneye uygulandig sekli ile aynen tek-
rarland1.

Florfenikol ELISA Uygulamasi: Kit igerisin-
deki kuyucuk ve tiim soliisyonlar analiz dncesinde,
karanlik ortamda oda sicakligina gelinceye kadar
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bekletildi. Kullanilacak standart ve numune sayilari
disiiniilerek gerekli sayida kuyucuk bagka bir ku-
yucuk tastyiciya alindi. Kuyucuk tasiyict yerlesim
plani; standart ¢ozeltileri, kontrol kas ve karaciger
doku numuneleri, standart yiiklenmis kas ve kara-
ciger doku numuneleri seklinde hazirlandi. Giinliik
laboratuvar calismalarinda standart 1 ve standart
6 kullanildi. Kuyucuklara yerlesim planina uygun
olarak standart ve numunelerden 50 ml eklendi.
Kuyucuklara 50’ser ml seyreltilmis antikor ilave
edildi. Kuyucuk tasiyici el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karigtirildi. Kuyucuk tasiyici, karan-
lik bir ortamda, oda sicakliginda 1 saat tepkimenin
olugmasi i¢in bekletildi. Bekleme siiresi biten kuyu-
cuk tasiyict hizlica ters g¢evrilerek icerik dokiildii.
Oda sicakligimma gelmis yikama ¢ozeltisinden her
bir kuyucuga 250 ml olacak sekilde ¢oklu mikro-
pipet yardimi ile eklendi, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirildi ve kuyucuk tastyici hizlica
ters ¢evrilerek igerik dokiildii. Yikama islemi 5 kez
tekrar edildi. Yikama isleminden sonra kuyucuk-
lara 100’er ml enzim konjugat ¢ozeltisinden ilave
edildi. Kuyucuk tasiyici el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karigtirildi. Kuyucuk tasiyici, karanlik
bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika tepkimenin
olugmasi i¢in bekletildi. Bekleme siiresi biten kuyu-
cuk tasiyict hizlica ters g¢evrilerek icerik dokiildii.
Yikama islemi 5 kez yapildi. Yikama isleminden
sonra kuyucuklara 50’ser ml substrat A ve 50’ser ml
substrat B ¢ozeltilerinden sirastyla ilave edildi. El
ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirildi. Ku-
yucuk tastyici, karanlik bir ortamda, oda sicakligin-
da 30 dakika tepkimenin olugmasi i¢in bekletildi.

Bekleme sonrasi her kuyucuga 50 ml testi durdur-
ma ¢ozeltisi ilave edildi ve dikkatlice karistirildi.
Kuyucuk tasiyict, 5 dakika igerisinde ELISA oku-
yucuya yerlestirildi ve 450 nm dalga boyunda 151k
yogunlugu degeri okutuldu. Isik yogunlugu degeri
ile numunede bulunan florfenikol miktar1 arasinda
negatif bagint1 bulunmaktadir.

Florfenikol ve kloramfenikol bilesiklerinin LC-
MS/MS cihazi ile tespit edilmesinde Coskun ve ark.
[8]’nin bildirdigi metot kullanilmigtir. Numunelerin
Oziitlemesi su ve etil asetat ile gergeklestirildi. Sant-
rifiij ile kaba pargaciklar ¢oktiiriildi, iist faz alina-
rak kuruyana kadar buharlastirildi. Kurumus olan
0ziit su ve n-hekzan ile ¢o6ziildii, santrifiij edildi, alt
faz filtreden gegirilerek LC-MS/MS sistemine en-
jekte edildi. Bu 6ziitleme ile amfenikol tiirevi flor-
fenikol, tiyamfenikol ve kloramfenikol bilesikleri
tespit edildi.

Bulgular

Daha onceden laboratuvarimizda analiz edilerek
igerisinde florfenikol bulunmayan kontrol kas ve
karaciger dokusu numuneleri ve lizerine analitik
florfenikol standardi yiiklenen numuneler ve florfe-
nikol yoniinden analiz edilmek iizere laboratuvara
gelen numuneler kit icerisinde bildirilen yonteme
gore oziitlendi, ELISA islem sirasi uygulanarak 1s1k
yogunlugu degeri ELISA okuyucuda &lgiildii. Uze-
rine analitik florfenikol standardi yiiklenen numu-
neler ile kontrol kas ve karaciger dokusu numune-
leri arasinda 151k yogunlugu degeri farki olmadigi,
kitin kendi standartlar1 arasinda fark oldugu goriildii
(Tablo 1).

Tablo 1. Florfenikol kitine gore 6ziitlenen ve ELISA islemi uygulanan standart, kontrol kas doku ve standart yiiklen-

mis kas dokulardan elde edilen 151k yogunlugu degerleri.

| fcindeki ELISA okuyucuda okunan
Numunenin cinsi U};il;]:na Ii:;ifarll’srgrﬁzﬁ 151k yogunlugu degeri
Uygulama 1 Uygulama 2
Standart 1 2 0 2.924 2.930
Standart 6 2 40.5 0.246 0.259
Laboratuarda hazirlanan florfenikol analitik standard1 2 40.5 2.257 2.177
Negatif tavuk eti numunesi 2 - 2.853 2.979
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 2 75 2.934 2.822
Negatif kanatli karaciger numunesi 2 - 2.948 2.664
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 2 75 2.726 2.635
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Florfenikol yoniinden negatif oldugu bilinen
kanatli kas ve karaciger dokusu numuneleri ve ana-
litik florfenikol standardi yiiklenerek hazirlanan

numuneler LC-MS/MS cihazina verildi ve cihazda
ylikleme yapilan miktarda florfenikol tespit edildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol doku ve standart yiiklenerek hazirlanan doku numunelerinin LC-MS/MS cihazinda ¢aligsma sonug-

lar1.
. . Florfenikol
Uveulama Negatif numune iizerine
Numunenin cinsi yeu yiiklenen analitik standart =~ Alikonulma .
sayis1 . Miktart,
miktar1, pg/kg zamani, K
dakika HEXE

Negatif tavuk eti numunesi - - -
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 50 3.358 50.7
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 100 3.363 99.7
Negatif kanatli karaciger numunesi - - -
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 250 3.358 250.2
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 500 3.358 499.9

Kit igerisinde gelen ve florfenikol oldugu belir-
tilen standartlar LC-MS/MS cihazina verildi. Ana-
litik florfenikol standartlari ile kalibrasyon egrisi
olusturularak kit standartlar1 karsilagtirildi. Flor-
fenikol ile uyumlu sonu¢ bulunamadi; standartlar

tekrar cihaza verilerek amfenikol grubunda bulunan
diger bilesik olan kloramfenikol yoniinden deger-
lendirildi ve standartlarin kloramfenikol oldugu tes-
pit edildi (Tablo 3).

Tablo 3. Florfenikol kit i¢eriginde bulunan standartlarin LC-MS/MS cihazinda ¢alisma sonuglari.

Icerisindeki standart Florfenikol Kloramfenikol Kit Standardi
Standart tlirii miktari, alikonulma zamani,  alikonulma zamani,  alikonulma zamant,
pg/kg dakika dakika dakika
Analitik standart 3.348 3.795
Kit Standardi 1 0 -
Kit Standardi 2 0.5 3.795
Kit Standard: 3 1.5 3.800
Kit Standard: 4 4.5 3.795
Kit Standardi 5 13.5 3.795
Kit Standardi 6 40.5 3.795

Kloramfenikol yoniinden negatif olan numu-
neler iizerine kloramfenikol standardi yiiklemesi
yapilarak negatif ve standart yiiklii numuneler ayni
firmanin kloramfenikol kitinin 6ziitleme yontemine
gore Oziitlendi, ELISA islem sirasi izlenerek nu-

munelerin ELISA okuyucuda 151k yogunlugu dege-
ri Ol¢iildii. Negatif numune ile standart yiikklemesi
yapilan numuneler arasinda anlamli 151k yogunlugu
degeri farki tespit edildi (Tablo 4).
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Tabloe 4. Kloramfenikol kitine gore dziitlenen ve ELISA iglemi uygulanan standart, kontrol kas doku ve standart ytik-

lenmis kas dokulardan elde edilen 151k yogunlugu degerleri.

) ELISA okuyucuda okunan
Uygulama Igindeki standart 151k yogunlugu degeri
say1sl miktar1, pg/kg
Uygulama 1 Uygulama 2
Standart 1 1 1.369 -
Standart 2 1 1.068 -
Standart 3 1 0.880 -
Standart 4 1 0.470 -
Standart 5 1 0.247 -
Standart 6 1 0.141 -
Kloramfenikol yoniinden negatif tavuk eti numunesi 2 - 1.701 1.617
Kloramfenikol standardi yiiklenen tavuk eti numunesi 2 0.3 0.572 0.554
Kloramfenikol standardi yiiklenen tavuk eti numunesi 2 0.6 0.389 0.388

Tartisma ve Sonug¢

Besinlerde bulunan ilag kalintilar1 insanlarda hafif
bir alerjiden baslayarak, cesitli doku ve organlarda
hasara ve anafilaktik soktan 6liime kadar gidebile-
cek derecede degisik siddette zehirlenmelere, karsi-
nojenik ve farmakolojik etkilere, cinsiyet dzellikleri
ve davraniglarda degisikliklere, ireme bozuklukla-
rina, bakteri, protozoa, parazit tiirleri arasinda di-
rengli suslarin ortaya ¢ikmasi ve boylece ilaglarin
sagaltict ve koruyucu etkilerinin azalmasina, gida
endiistrisinde iiretim hatalarin ortaya ¢ikmasina
ve sindirim kanalindaki mikroflora toplulugunda
degisikliklere sebep olmaktadir [11].

Besinlerdeki ilag kalintilarina karsi tiiketi-
ci saghiginin etkin bicimde korunabilmesi i¢in her
cesit hayvansal besinde bulunacak ilag kalintisi
cesitleriyle kirlenme diizeylerinin sinirlandirilmast
son derece onem tasir [10]. Bu nedenle, hayvansal
dokularda ve biyolojik sivilarda antibiyotik analiz-
lerinin yapilmasi giderek onem kazanmistir [14].
Hayvansal besinlerin antibiyotik kalintilarindan
arindirilabilmesi i¢in uygulanmasi gereken yasal
bekletme siiresi, ilagla tedavinin durdurulmasi ve
besinlerde bulunmasina izin verilen kalinti miktar-
larinin  smurlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
analizler, gida giivenligi ve toplum saglig1 yoniin-
den yapilan ¢alismalara katki saglar [6].

Bir tarama yoOntemi i¢in temel kosul farmako-
lojik aktif maddeyi giivenli bir sekilde hedef yogun-
lukta tespit etmek ve negatif sonuglar1 elemektir.
Tarama analizlerinde eleme yogunlugu numunedeki
herhangi bir pozitifligi gdstermesi agisindan MRL
karsilayacak sekilde diisiik olmalidir. Tarama hedef
yogunlugu ve diizenleme limiti arasindaki farkin
yeterli olmasi1 gerekmektedir [7].

Calismamizda kullanilan florfenikol kitinin
florfenikole cevap vermedigi kit standartlari, kont-
rol numuneleri ile analitik standart yiiklenen numu-
neler arasinda anlamli 151k yogunlugu farki olus-
mamasi sonucu tespit edilmistir. Kitin florfenikole
cevap vermemesinin olasi nedenleri; kitin iiretim
yerinden laboratuvara getirilirken ve/veya laboratu-
varda uygun sartlarda muhafaza edilmemesi, yiikle-
me yapilan analitik standardin etkinligini kaybetme-
si, analizi yapan personelin ELISA islemi sirasinda
uymasi gereken kurallara uymamasi, kitin veya kit
muhteviyatinda bulunan bir maddenin son kullanma
tarihinin gegmis olmasi, kitin {iretimi veya etiket-
lemesi sirasinda hata yapilmis olmasi olasiligidir.
Analiz sonuglar1 florfenikol yerine kloramfenikol
konuldugunu gosterdiginden bu tahminleri destek-
ler niteliktedir.

Calismamizda florfenikol kitinin florfenikol
Oziitleme yontemine gore yapilan analizinde negatif
numune ile yliklii numune arasinda 151k yogunlugu
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farki olmamasi kitin florfenikole duyarli olmadigini
gostermektedir. Kitin kendi standartlar1 ile dlgiilen
151k yogunlugu farki ise kitin baska bir etkin mad-
deye kars1 duyarli oldugunu standartlarin bu etkin
maddenin standartlar1 oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, bu olgu raporu veteriner ilag ka-
lintilarinin tespiti amaciyla kullanilan tarama ana-
liz kitlerinin aranilan etkin maddeye duyarliligiin
belirlenmesi i¢in igerisinde aranilan ilag etkin mad-
desini igermeyen numune ve bu numune iizerine
aranilan etkin maddenin yiiklemesi ile hazirlanan
numunenin ayni sartlarda Oziitlemesinin yapila-
rak kitin c¢aligsip ¢aligmadigmin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Laboratuvarda kullanilan tarama analiz
kitlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin bilinmesi ve
sonuglarin buna gore degerlendirilmesi, tilkemizde
kullanilan kitlerin Gida Tarim ve Hayvancilik Ba-
kanlig: tarafindan degerlendirilerek onay alan kit-
lerin kullanilmasinin gida giivenligi ve halk sagligi
agisindan 6nemli oldugu ortaya konulmustur.
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