TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PASTORIZE VE UHT SUTLERDE ANTIBiYOTIK
_ KALINTILARININ
HPLC YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Baransel GECER

BESIN HIJYENI VE TEKNOLOJISI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof.Dr. Sadi AKGUN

2006-ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PASTORIZE VE UHT SUTLERDE ANTIBiYOTIK
KALINTILARININ
HPLC YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Baransel GECER

BESIN HIJYENI VE TEKNOLOJiSI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Sadi AKGUN

Bu tez, Kara Harp Okulu Komutanhgi Savunma Bilimleri Enstitiisii
ve Ankara Universitesi Bilimsel Teknik Arastirma ve Uygulama
Merkezi (BITAUM) tarafindan desteklenmistir.

2006-ANKARA



Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Yiiksek Lisans Progranm

cergevesinde yiiriitilmus olan bu ¢alisma. asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi : 27.02.2006

j'x\,{,\f_ \
Prof. Dr. Irfan EROL

Ankara Universitesi Veteriner Fak.
Jiiri Baskam

P )
Prof. Dr. Belgin SARIMEHMETOGLU

Pro[ Dr. Sadi AKGUN .
Ankara Univ. Veteriner Fakiiltesi Ankara Univ.Veteriner Fakiiltesi

M/w( | 7 Qguehe—

.
%r. U. Tansel SIRELI Dog. Dr. Hasan AYCICEK
Ankara Univ. Veteriner Fakiiltesi Giilhane Askeri Tip Akademisi



ICINDEKILER

(101U ] I o F- P EEPPT TP [
ot gl L= (1) S i
ONISBZ ettt ettt ettt et et et et et et et et et et e et et e e e enn iv
Simgeler ve Kisaltmalar. ... v
JLIE=1 o] (0] F= T SRR Vi
(07741 (o =Y 1= PRSP vi
RS T= (11 TR vii
L GIRIS oo 1
LIANTIBIYOTIKLER .......ooovimiiiiieeiieieeeceeeeee e 5
LIIPENISTLINLER .....ooooiviiiieieeeeee e 5
1.1.2 TETRASTKLINLER ......coooiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e ssenes e 6
1.2 SUTTE ANTIBIYOTIKLERIN SAPTANMASI .......cocovviviiieeeeeeeeeennan 8
1.2.1 BETA LAKTAM VE TETRASIKLINLERIN TAYINI .......cccoooeveinnne. 10
1.3 ANTIBIYOTIKLERIN SUTE GECISINI ETKILEYEN
FAKTORLER .......coooooviiieieieeeeeeeee e ee e esss s s 11
1.3.1 ANTIBIYOTIK CESIDI VE KULLANIM DURUMU ..........cccceoevmeen. 12
1.4. ANTIBIYOTIK KALINTISI ICEREN SUTLERIN MEYDANA

GETIRDIGI SORUNLAR .......cooiuieeieeeeeeeeeeeeeeee e 15
1.4.1 INSAN SAGLIGI UZERINE ETKILERI .......cccocovoiviveieieceeceeeeen 15
1.4.2 ANTIBIYOTIK KALINTILARININ SUT URUNLERINDE
YARATTIGI

SORUNLAR ......ooimviieieieeeetee e ees e s s seeaens 19
1.4.3 DIRENCLI SUSLARIN GELISIMI ........cc.coiviiiiieieeeceeeee e 22
LS MEVZUAT ..ot 27
1.6 KORUNMA VE KONTROL..........c.ouieiieeieieeeeeeeeeeeieseeeeseee e een 29
2 GEREC VE YONTEM ......ccooomiioiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeve e 33
2.1 GERECLER ......oouiiiiieieeeeeeeeeeee e senanssaes 33
2.1.1 ANTIBIYOTIK STANDARTLARI ........cccooevviieieiieereeeeeeeeeeeereienans 33
2.1.2 STOK COZELTILER ........cocooiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
2.1.3 CALISMA COZELTILERI .......coooiviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
2.14 COZUCULER VE DIGER KIMYASALLAR ........cccocevvierirererernrnnns 34

ii



2.2 YONTEM....cooeoeeeeeeeeeeeeeeee e e et e e e e e e e e e e e s e e s e s eesessanas 35
22.1 CHARM ROSA TEST KITLERI ILE SUTLERDE KALINTI

ARANMAST ....coooieeeeeee et snaes 35
2.2.2 HPLC YONTEMI ILE TETRASIKLINLERIN ANALIZI...................... 37
2.2.3 HPLC YONTE ILE B-LAKTAM(PENISILIN G)’NIN ANALIZi.......... 41
3. BULGULAR ..o 45
3.1 HPLC YONTEMIYLE PASTORIZE SUTLERDE TESPIT EDILEN
ANTIBIYOTIK KALINTILARI VE CESITLERI........c..cooovevvieeerece. 47
3.2 HPLC YONTEMIYLE UHT SUTLERDE TESPIT EDILEN
ANTIBIYOTIK KALINTILARI VE CESITLER ........c.coovoiiiveveveeeenen 48
4. TARTISMA ....ooooimiiieeeeeeeeeeeee et 51
5. SONUC ...t se s enansnaes 57
OZET ...ttt ettt 56
SUMMARY .....oovimieieeieeeeeees et ees oo s sassesas s sesassnaes 59
KAYNAKLAR ...ooooviiiieeieeeeeeee e ss s senansnaes 60
OZGECMIS ..ot 71

iii



ONSOZ

Veteriner hekimlikte antibiyotik kullanim sonucu kasaplik hayvanlarin et ve i¢ organlar ile
yumurta ve siitteki antibiyotik kalintilari, insanlarda toksik, alerjik reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasinin
yani sira, mikroorganizmalarda diren¢ gelisimi gibi Onemli etkilerin meydan gelmesine neden
olabilmektedir. Bu nedenle hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin, insan hekimliginde kullanilan
antibiyotiklerle aym1 olmamasi, dolayisiyla insan hekimliginde kullanilan antibiyotiklere kars1 capraz
rezistans olugsmamasi, uygulanan antibiyotiklerin rezorbe edilir olmamasi veya yalmzca diisiik
seviyede rezorbe edilebilir olmasi gerekmektedir. Gida giivenliginin saglanmasi ve halk sagliginin
korunmast amaciyla, antibiyotik tedavilerinde uygulamadan sonra gerekli atilma ve bekleme siiresine
dikkat edilmeli ve tiikketime hazir ette (kirmizi, kanatli, balik), siitte ve yumurtada, bulunabilecek en
yiiksek kalint1 miktarlarinin(MRL) asilmasina izin verilmemesi gerekmektedir. Bu ¢alismayla Ankara
piyasasinda satilmakta olan Pastdrize ve UHT siitlerde bazi antibiyotiklerin kalinti varligi ve

miktarlarinin belirlenmesi amag¢lanmastir.

Tez calismamin secilmesi ve yliriitilmesinde yardimlarini esirgemeyen saymn danigman
hocam Prof. Dr. Sadi AKGUN ve basta Boliim Baskanimiz Prof. Dr. Irfan EROL olmak iizere degerli
boliim hocalarima, tez calismam sirasinda yardimlarini esirgemeyen Vet. Hekim Yzb. Cetin
KOCA’ya, Silah arkadaslarima, Dr.Uzm.Vet.Hekim Seda BILIR ORMANCI’ya, Ankara Universitesi
Bilimsel Teknik Aragtirma ve Uygulama Merkezinde gorevli Kimyager Niliifer VURAL’a, Prof. Dr.
Miih. Kd. Alb. Taner ALTINOK’a, Uzm. Vet. Hekim Kd. Alb. Mahmut TUNCBILEK’e, Uzm. Vet.
Hekim Yb. Serdar CAKIROGLU’na, boliimdeki Arastirma Gorevlisi arkadaslarima ve boliim
calisanlarina, bugiinlere gelmemde maddi ve manevi desteklerini hi¢ esirgemeyen degerli aileme

tesekkiir ederim.
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1.GIRiS

Gidalarda ila¢ kalintis1 problemlerine bilincli yaklasim, 1900’1 yillarda
trematol adli bitkisel maddenin buzagilarda ve bu maddeyi iceren siitii tiiketen
insanlarda zehirlenme semptomlarinin goriilmesiyle baslamistir. II. Diinya Savasi
sonrasina kadar et ve siitte kimyasal madde kalinti problemleri belirgin bir artis
gostermistir. Penisilinin 1950’lerde mastitis sagaltiminda yaygin olarak kullanilmasi
ve bu donemlerde siite bagl olarak, insanlarda goriilen alerjik olaylarin yani sira, siit
triinlerindeki starter kiiltiirlerin penisilin tarafindan baski altina alinmasiyla ilag
kalintilarinin saglik ve ekonomik yonden ciddi zararlara sebep oldugu anlasilmistir.
1993-1994 yillarinda Amerika’da 4.2 milyon adet siit 6rnegi analiz edilmis, sonug
olarak 30.9 milyon kg siitiin pozitif ¢ikmasi sonucu dokiildiigii rapor edilmis bunun
maliyetinin yaklasik 8.2 milyon dolar oldugu bildirilmistir. Ayrica 4.3 milyon test
kitinin maliyetinin de 8-35 milyon dolar arasinda oldugu bildirilmistir. Iowada
yapilan arastirmalarda 181 tank dolusu siit pozitif bulunmus, bunun da yaklasik 1
milyon dolar civarinda bir ekonomik kayba yol actig1 bildirilmistir (Imerman ve ark.
1996; Baydan ve ark.1997; Oka ve ark. 1998; Schenck ve Callery 1998; Ghidini ve
ark. 2003)

Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi ve onlenmesi ile yemden yararlanmanin
arttirflmas1 veya gelismenin hizlandirilmas: amaciyla ilag kullanimi giiniimiizde
vazgecilmez bir uygulama haline gelmistir Bu amagla kullanilan antibiyotiklerin en
onemlilerinin B-laktam grubu ile tetrasiklin grubu antibiyotikler oldugu bildirilmistir
(Kaya ve ark. 1992; Ozer ve Horoz 1992; Mayra-Makinen 1995; Jevinova ve ark.
2003;Andrew, 2000; Schenck ve Callery 1998; Takeba ve ark 1998;).

Antibiyotikler, gelistirilmelerinden kisa bir siire sonra, tedavi amaciyla ilk
olarak siit sigirlarinda kullanilmaya baslanmistir. Penisilinler 1940’dan itibaren
tedavi amaclh olarak kullanilirken, biiyiimeyi arttirict ozelliklerinin 1950 yilinda
kesfedilmesiyle bu alanda da kullanilmaya baslanmistir (Mitchel ve ark. 1998; Giiley
ve Akbulut 2000). Gelismenin hizlandirilmas: amaciyla yem katki maddesi halinde

antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kullanilmas1 duyarl bakterilerin direngli suglarinin



ortaya ¢cikmasi gibi problemler yaratmistir ki, bundan dolay1 bu tiir antibiyotikler
kullanim Omriinii tamamlamak zorunda kalmistir (Kaya ve ark. 1992). Siit
sigirlarinda kullanilan antibiyotiklerin tiimii belli diizeylerde siite gecebilmektedir.
Hayvansal gidalarin iiretiminde ve hayvanlarin sagaltiminda kullanilan ilaglarin,
belirli bir yarilanma 6mrii bulunmaktadir. Bu yarilanma omriine dikkat edilmesi gida
da kalintinin yasal olarak izin verilen diizeye diismesi i¢in Onemlidir. Kalinti
diizeylerinin belirlenmesi zorunlulugu etik, toplum sagligi, siit teknolojisi ve ¢evresel
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Hayvansal gidalarda antibiyotik kalintilarinin
bulunmasi toplum sagligi ve gida giivenligi agisindan gidalarda mevcut kalinti
diizeyleri lizerine daha fazla yogunlasilmasi gerekmektedir (Honkanen ve Reybroeck

2000; Kinik ve ark. 2002 ).

Siitteki antibiyotik kalintilarinin 6nemini kavrayan pek ¢ok iilkede antibiyotik
kalintt miktarim1  belirlemek amaciyla arastirmalar yapilmistir. (Cizelgel.1)
(Haverbeck ve ark. 1987; Shitandi 2002). Siit endiistrisinin gelismis oldugu
tilkelerde, siirekli kontroller sayesinde oran azalmaktadir. Antibiyotikli siit oran1 her
tilkede farklilik gostermektedir. 1996 yilinda FDA’ nin Ulusal Siit Veri Dairesine
(National Milk Data Base) dayanarak yayinladigi rapora gore yapilan bir arastirmada
4 480 530 siit ornegi antibiyotik kalintis1 yoniinden test edilmis, 6148 6rnekte pozitif
bulundugu bildirilmistir (Moats ve Romanowski 1998).

Cizelge 1.1. Degisik iilkelerde yapilan kalint1 ¢alismalar1 (Shitandi 2002)

Ulke Antibiyotik kalint1 | Kontrol programu | Referans
oram % uyg.
Brezilya 2000-2001 4.3-50 Yok Borges ve ark. 2000
Folly machado 2001
DoNascimento 2001
Hindistan 1995 9 Yok Sudershan ve Bhat 1995
Polonya 1995 13-22 Yok Rybinska ve ark. 1995
Isveg 0.26-0.08 Var Sternesjo ve Johnson
1998-2003
9 Avrupa iilkesi 1990 1.2-1.5 Var Suhren ve ark. 1990




Tiirkiye’de Tarim ve Koy Isleri Bakanlig1 Ulusal kalint1 izleme plan1 cercevesinde ve
cesitli arastirmacilar tarafindan ¢ig siit, pastorize siit ve UHT(Ultra High
Temperature) siitlerde farkli yontemlerle arastirmalar yapilmis durum ortaya

konulmaya calisilmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 Turkiye'de yapilan galismalar

Aranan antibiyotik | Materyal Kalint1 oram Yontem Referans
B-laktam Cig Siit B-laktam % 24 Belirtilmemis | Tarim ve Koy
Siilfadimidin Siilfadimidin % 8 Isleri Bakanlig
(2000)
B-laktam 281 Siit 6rnegi B-laktam %24 Belirtilmemis | Tarim ve Koy
Isleri Bakanlig:
(2001)
Siilfadimidin 201 siit ornegi Siilfadimidin % 29.3 Belirtilmemis | Tarim ve Koy
Isleri Bakanlhig
(2002)
B-laktam 194 adet siit B-laktam % 10.85 Belirtilmemis | Tarim ve Koy
Isleri Bakanlig:
(2003)
B-laktam 185 Cig siit B-laktam % 14 Delvotest Tarim ve Koy
Siilfadimidin 185 Cig siit Siilfadimidin % 3.7 Eliza Isleri Bakanlig
(2004)
Penisilin 204 Cig siit % 15.7 Intertest Aydm ve ark.
Agar difiizyon | (1989)
Penisilin 100 ¢ig siit %5.5 Intertest Ceyhan ve
50 pastorize siit Bozkurt (1987)
50 UHT siit
Penisilin G 50 ¢ig siit Penisilin G % 12 HPLC Demet ve
Ampisilin Ampisilin % 0 yontemi ark.(1992)
Penisilin V Penisilin V % 0
Penisilin 444 ¢ig siit Penisilin % 8.75 Intertest Onal ve
Tetrasiklin Tetrasiklin % 5.4 Agar difiizyon | ark.(1993)
Penisilin Kamu 182 ¢ig siit | Kamu %6 Intertest Temiz ve Oner
Ozel 153 ¢ig siit | Ozel % 14.3 Agar difiizyon | (1988)
Penisilin 77 pastdrize siit % 6.48 TTC Temiz ve Celik
(1990)
Penisilin 350 pastorize siit | % 6.28 Intertest fleri ve
Agar difiizyon | Karaboz (1993)
Penisilin 150 ¢ig siit Penisilin % 18 Intertest Dokuzlu ve
Tetrasiklin Tetrasiklin % 7.33 Agar difiizyon | Tayar (2001)

Antibiyotik kalintis1 iceren siitlerdeki kalinti, kaynatma veya pastdrizasyon
islemleriyle ortadan kaldirilamamaktadir. Siit ve iriinlerindeki ila¢g kalintilarinin
yikimlanmasi i¢in, uzun siireli kaynatma islemlerinin uygulanmasi da protein ve
vitaminlerde yilkimlanmaya neden olacagindan gecerli yoOntemler olarak
degerlendirilmemektedir. Ornegin 0,40-0,50 pg/mL tetrasiklin iceren siitiin 62°C’de

30 dk 1s1 islemi uygulanmasi sonucunda siitteki kalint1 diizeyinin %83.,4 oldugu, 2.5



[.U/mL penisilin G igeren siitiin yine 100°C de 30 dk 1s1 islemi uygulanmasi sonucu
stitteki varligin1 %71,8 diizeyinde devam ettirdigi bildirilmektedir (Cizelge 1.3)
(Jackson, 1999;Vautier ve Postigo 1986;Baydan ve ark., 1997; Akgiin, 2004).

Podhorniak ve ark. (1999), degisik sicakliklarda muhafazanin antibiyotik
kalintilar1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada ¢ig siitte 50
ppb oksitetrasiklin uygulayip =70, +4 ve +25°C’de beklettikten sonra HPLC ile
analiz etmislerdir. Sonucta siitteki oksitetrasiklin diizeyinde az miktarda kayip
oldugu ve degisik derecelerdeki muhafaza islemlerinin kalintiya yonelik etkisi

olmadigini bildirmislerdir.

Cizelge 1.3: Sicakligin bazi antibiyotiklere etkisi (Jackson 1999)

Antibiyotik Konsantrasyon Sicakhik°C/uyg indirgenme oram %
zamani(dk) Siit Su
0.30-0.51pg/mL 62°C-30 dk 16.6 32.5
Klortetrasiklin 0.20-0.62pg/mL 71°C-30 dk 27.6 51.2
0.40-0.50pug/mL 121°C-15 dk 100 100
0.32-3.22ug/mL 62°C-30 dk 23.6 -
Oksitetrasiklin 0.40-1.29ug/mL 71°C-30 dk 35.6 -
0.50-0.55ug/mL 71°C-190 dk 100 -
0.13-.961.U/mL 62°C-30 dk 8.2 54.7
Penisilin G 0.25-1.071.U/mL 71°C-15 dk 10.1 100
0.25-1.04 I.U/mL 121°C-15 dk 59.7 100
70°C- 30 dk 30 11.1
Kloramfenikol 1 mg/mL 100°C- 30 dk 35 30
70°C- 30 dk 8.3 25
Streptomisin 1 mg/mL 100°C- 30 dk 41.7 33
70°C- 30 dk 10 11.1
Neomisin 1 mg/mL 100°C- 30 dk 35 25
70°C- 30 dk 30 30
Penisilin G 2.5 1L.U/mL 100°C- 30 dk 322 40




1.1 Antibiyotikler

1.1.1 Penisilinler

Penisilin ilk bulunan en 6nemli antibiyotiklerdendir. Etki spektrumu dar bir
madde olan penisilin ana molekiilii {izerinde yapilan ¢alismalar sonucu ampisilin,
amoksisilin, azlosilin, karbenisilin gibi spektrumu genis ve ¢ok sayida yar1 sentetik

penisilin tiirevi bulunmus ve sagaltimda kullanilmaya baslanmistir.

Penisiline iliskin ilk bilgileri 1928’de A.Fleming vermistir. Arastirici, petri
kutularinda stafilokok kolonilerine bulasan penisilyum kiifiiniin ¢evresindeki
bakterilerin iiremedigini gérmiis ve bunu antibiyoa olarak kaydetmistir. Anilan kiifiin
stafilokoklarin tiremesini engelleyen bir madde sekillendirdigi ve salgiladigindan
sliphelenmistir ve buna penisilin adin1 vermistir. Di Vigneaud 1956’da penisilini
sentezlemis ve bundan bir yil sonra da Batchclor, Doyle, Meyler ve Robinson’dan
olusan grup penisilinin ana c¢ekirdegi olan 6-amino penisillanik asitin(6-APA)
senteziyle ilgili metotlart gelistirmistir. Penisilin biiyiik dl¢tide Penicillium notatum
ve Penicillium chrysogenum mantarlarindan elde edilir. Giiniimiize kadar 40’dan
fazla penisilin tiirevi hazirlanmistir. Bunlarin bazilar1 dogal kiiltiir ortamindan,
bazilar kiiltiir ortamina 6n maddelerin katilmasiyla biyosentetik ve bazilari da 6-
APA’ya degisik gruplarin baglanmasiyla yari-sentetik olarak elde edildigi
bildirilmektedir (Wilson ve Schild, 1952; Grollman ve Grollman, 1970; Huber,
1974;Vaden ve Riviere, 2001;Kaya ve Unsal 2000; Anon, 1987).

Bakterilere karsi etkinlik i¢in 6-APA’nin biitiinliigiinii korumasi gerektigi, 6-
APA’daki B-laktam halkasinin B-laktamazlar tarafindan acilmasiyla penisilloik asit
sekillendigi; bunun bakteriler iizerinde etkisi olmadig1 fakat viicutta proteinlerle
birleserek antijenik bir 6zellik kazandigr bunun da onemli bir sakinca olusturdugu,
bu sebeple penisilloik asitin, penisilin alerjisinden sorumlu oldugu bildirilmektedir.
Bazi1 bakteriler tarafindan salgilanan amidazlar veya asidik sartlar penisilinlerin amid
bagin1 kopardigi; boylece 6-APA ve asidik bir madde olustugu bildirilmistir.

Penisilinlerde 6-APA’nin serbest karboksil grubu genellikle potasyum, sodyum,



prokain, benzatin ve klemizol ile kapatildigi bildirilmektedir Dogal penisilinlerin
etkinligi Oxford Unitesi veya Uluslararas1 Unite (LU) ile degerlendirilir. Bir iinite
penisilin birimi, 0.6g miktarindaki ar1 kristal benzil penisilin G sodyum etkinligine
esdegerdir. Yar1 sentetik penisilin ¢esitlerinin dozu genellikle mg olarak ifade edilir
(Wilson ve Schild, 1952; Grollman ve Grollman, 1970; Huber, 1974;Vaden ve
Riviere, 2001;Kaya ve Unsal 2000; Akgiin, 2004).

Penisilinler emildikten sonra viicutta genellikle hiicre dis1 sivida dagilirlar.
Iyonize halde bulunduklar1 ve suda iyi ¢oziindiikleri icin, biyolojik zarlar1 zor asarlar.
Dolasimda bulunan benzilpenisilinin %65°i albumine baglanir, %10’u alyuvarlara
girer. Viicutta kolay parcalanmaz ve %90 kadar1 deSismemis halde bobreklerden
atilir; siitteki yogunluklar1 plazmadakinin %13 ile %30 doz kadardir. Ampisilin ve
kloksasilinin ise siitle atilimi daha yiiksektir (%24-33). Bu durum hem siit
irtinlerinin imalatin1 olumsuz yonde etkilemekte, hem de penisiline duyarh kisilerde
alerjiye yol a¢cmast bakimindan Onemli olmaktadir (Wilson ve Schild, 1952;
Grollman ve Grollman, 1970; Huber, 1974;Vaden ve Riviere, 2001;Kaya ve Unsal
2000).

1.1.2 Tetrasiklinler

Bu ilaglarin ilk iiyesi olan klortetrasiklin 1948’de Duggar tarafindan
Streptomyces aureofaciens, bundan 1 yil sonra da oksitetrasiklin Finlav tarafindan
Streptomyces rimosus Kiiltiirlerinden elde edilmistir. Klortetrasiklinden bir molekiil
klorun uzaklastirilmasiyla 1952°de yar1 sentetik olarak tetrasiklin hazirlanmstir.
Tetrasiklinler amfoter maddelerdir, yani asit ve bazlarla tuzlar yaparlar. pH 7’de suda
cok az coziindiikleri, dolasima gecen ilaglardan oksitetrasiklinin, plazma
proteinlerine %?20-40, tetrasiklinin %45-65, klortetrasiklinin %50-70 oranlarinda
baglandig1 bildirilmistir. Tetrasiklinlerin viicutta kismen biyotransformasyona
ugradiklari, idrar, dokular ve digkida en fazla bulunan metabolitlerinin tetrasiklin ana
maddesi oldugu bildirilmektedir. Tiim tetrasiklinlerin safrada plazmadakine gore 5-
10 kat1 daha yiiksek yogunlukta bulundugu bildirilmistir. Tetrasiklinler biiyiik olciide

idrarla, Ikinci derecede safra yoluyla atilirlar. Bu yolla bagirsaklara gelen



tetrasiklinlerin bir kisminin geri emilerek entero-hepatik dolagima katildig: ve etkili
yogunluklarda siite de gectigi saptanmistir. Bilesik cesidine gore, siite gecen
miktarlar1 degismekle beraber, siitte genellikle plazmadaki yogunluklarinin %50’si
oraninda bulundugu, klortetrasiklinin ise siitteki diizeyinin plazmadakine esit veya
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Parenteral olarak ineklere 2-4 mg dozlarda verilen
oksitetrasiklinin 6 saat sonra, siitte 0.9-1.9 pg/mL ve 2.5 mg/kg dozda verilen
klortetrasiklinin 2.5-5 pg/ml arasinda degisen yogunlukta siite gectigi bildirilmistir
(Grollmann ve Grollman, 1970; Huber, 1974; Riviere ve Spoo, 2001; Kaya ve Unsal
2000).

Biitiin tetrasiklinlerin plasentaya gectigi ve fotal dolasima katildigi boylece
onemli Olciide prostat, eklem ve goz sivilar ile siit ve yumurtaya da gectigi gebelik
sirasinda uzun siire tetrasiklin verilmesinin, fetusta, kemiklerde ve siit dislerinde
renklenme yapmalar1 yaninda gelisme bozukluklarina ve deformasyonlara neden
olabildigi bildirilmistir (Riviere ve Spoo, 2001; Onal ve ark. 1993; Sanl ve Kaya
1991).

Yapilan bir calismada Holstayn ineklerine (2gr Klortetrasiklin bolus )
formiilasyonunda vajinal ve intrauterin yoluyla verilmis ve kandaki konsantrasyonun
tedaviden 4 saat sonra 0.124 mg/kg oldugu, 3 giin sonra 0.05 mg/kg ‘a diistiigii , 5-7
giinlerde hig tespit edilmedigi belirtilmis. Siitte ise ilk giin 0.146 mg/kg, 3. giin 0.05
mg/kg, 5.giin ise tespit edilemedigi saptanmistir (FAO/WHO 1996).

Yapilan bir diger ¢alismada ise 200 mg klortetrasiklin ihtiva eden soliisyondan
meme i¢i uygulama seklinde 6 ml enjekte edilmis ve siitteki seviyesi incelenmis; 12
saat sonunda 34.01 mg/L olan seviye 48 saat sonunda 1.1 mg/L, 108 saat sonra

0.035mg/L, 120 saat sonra ise <0.03mg/L olarak tespit edilmistir (FAO/WHO 1996).

Tetrasiklinlerin degisik derecede mide barsak irkiltisine sebep oldugu, bu
durumun basit mideli hayvanlarda olduk¢a belirgin bulanti, kusma, sanci, istahsizlik
ve ishal ile seyrettigi, tetrasiklinlerin anilan etkilerinin siit idirlinleri disindaki

besinlerle veya kalsiyum, magnezyum ve aliiminyum ihtiva etmeyen antasidlerle



birilikte alinmalariyla engellenebildigi bildirilmistir. Oksitetrasiklin MRL siitteki
orant 1996 yilinda FAO/WHO tarafindan 100ug/kg olarak belirtmistir. Fakat giinliik
alinmasi gereken dozun 0-3ug/kg oldugunu bildirilmistir. Bunu da teorik olarak
150ug/kg oldugu sonucuna varilmistir. Bu goriisler ¢cercevesinde MRL’ nin 100ug/kg
oldugu ve toplam olarak bu degerin 150ug/kg’t gegmemesi gerektigi bunun da
giinliik 1.5 It siite tekamiil ettigi bildirmistir (FAO/WHO 1996).

1.2 Siitte Antibiyotiklerin Saptanmasi

Siitteki antibiyotik kalintilari, antibiyotiklerle tedaviyi gerektiren ve siit
sigirlarinda en c¢ok gorillen mastitis hastaliinin tedavisi i¢in antibiyotiklerin
hayvanlara parenteral veya oral yolla verilmesiyle ya da dogrudan meme icine
enjeksiyon uygulamasi sonucu ortaya ¢cikmaktadir. Cogu iilkede en yaygin kullanilan
antibiyotikler beta laktam grubu antibiyotiklerdir. Ayrica tetrasiklinler,
aminoglikozidler ve kloramfenikol gibi antibiyotikler de siite ge¢cmektedirler.
Ozellikle son yillarda siitte antibiyotik mevcudiyeti, kalint1 testlerinin diizenli sekilde
gerceklestirildigi iilkelerde dikkati ¢ekecek Olciilerde azalmis ve inhibitor pozitif
ciftlik siitleri sayisinin genel olarak %0.1-0.5 diizeylerine indigi bildirilmistir
(Honkanen ve Reybroeck 2000; Giiley ve Akbulut 2000).

Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan yayinlanan 96/23/EC sayili direktifte
siitlerde aranacak maddeler Cizelge 1,4’de verilmistir. Bu maddelerin aranmasi
Tiirkiye’de de 19.01.2005 tarih ve 25705 sayili Resmi gazetede yayimlanan “ Canli
hayvanlar ve hayvansal {iriinlerde belirli maddeler ile bunlarin kalintilarinin
izlenmesi icin alimacak Onlemlere dair yonetmelik” cercevesinde aynen

benimsenmistir (Anon, 2005).



Cizelge 1.4: igme siitlerinde bulunmamasi gereken kalint1 ve kontaminantlar (Anon, 2005).

Grubu Maddeler

Ag 2377/90 ECC ek IV ve T.C Resmi gazetede yayinlanan 2002/30 No’lu
Tebligde siitte hicbir seviyede bulunmamasi gereken farmakolojik etkili
maddeler (Aristolochiatiirleri ve bundan hazirlananlar, kloramfenikol,
kloroform, kolssin, dapson, dimetridazol, nitrofuran, furazelidon, ronidazol).

B, Sulfanamid ve kinolon grubu da dahil antibiyotikler

B, Antelmentikler

Bo. Steroid olmayan ates diisiiriicii ilaclar

Bs, Organik klorlu bilesikler

By Organik fosforlu bilesikler

B, Kimyasal elementler

Bsy Mikotoksinler

Bircok iilkede gidalarda antibiyotiklerin aranmasi icin farkli metotlar
gelistirilmistir. Immunolojik ve mikrobiyel inhibisyon tarama testleri bu alanda en
yaygin kullanilan metotlardir. Ancak bu metotlarin bazi dezavantajlarinin oldugu
artik bilinmektedir. Tarama testleri ile siitte antibiyotik tipleri tanimlanamamakta ve
resmi olarak giivenlik sinirlarinin altindaki antibiyotik miktarlarinda da pozitif sonug
vermesi nedeniyle siitlerin gereksiz yere imha edilmesi s6z konusu olmaktadir

(Schenck ve Callery 1998; Cinguina ve ark. 2003; Shaikh ve Moats, 1993).

Yapilan calismalarda ineklerden alinan siitlerin tek tek kalinti testlerine tabii
tutulduklarinda sonuclarda bir ¢esitlilik oldugu ve %1-83 oranlarinda yanlis pozitif
sonuglar elde edildigi kaydedilmistir. Somatik hiicreler laktoferrin, yag ve proteinin
stitteki derigimleri arttiginda genellikle testlerde yanlis pozitif sonuglarin oraninin
arttig1 goriilmiistiir. Ayrica dogumdan sonraki zamanda yag ve protein derigimleri
artmakta ve bunun yaninda kolostrumdaki Ig (immunoglobulin) ve laktoferrin
derisimleri yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu cesit bakteriyel inhibisyon testinin
kolostrum iizerine uygulandiginda yiiksek diizeyde yanlis pozitif sonuclarla

karsilasildig bildirilmistir (Andrew, 2000).



Bu nedenlerle siitte antibiyotik kalintilarinin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi i¢in hassas 6zel ve analitik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Siitte
antibiyotiklerin belirlenmesinde kullanilan kalitatif metotlar, X-ray kristalografi,
niikleer magnetik rezonans (NMR) spektroskopi ve mass spektrometri (MS)’dir.
Kantitatif — metotlar ise, mikrobiyolojik testler, radyokimyasal testler,
radioimmunassay, enzim immunoassay, fluoroimmunoassay ve diger immunoassay
metotlar, spektrofotometrik ve separatif olmayan metotlar ise, likit
kromatografisi(LC), gaz kromatografisi (GC), ince tabaka kromatografisi (TLC),
yiiksek basingh likit kromatografisi (HPLC), ve kapillar elektroforezdir (CE) (Stead
2000; Ramirez ve ark. 2003).

Baz1 antibiyotiklerin organik c¢o6ziiclilerdeki ¢oziiniirliigiiniin - diisiikligi,
bunlarin kalintilarinin biyolojik matrikslerden ekstrakte edilmesini ve konsantre
edilmesini zorlastirmaktadir. Ayn1 zamanda antibiyotiklerin hemen hepsinin polar
olmast ve termal olarak stabil ya da hi¢ stabil olmamast gibi ozellikleri, bu
bilesiklerin bazi yontemlerle tayinini zorlagtirmaktadir (Kennedy ve ark. 1998; Di
Corcia ve Nazzari 2002). Son yillarda giindemde kromatografik yontemlerle kalinti
tayini, sozii edilen bu problemleri tasimaktadir. Siitteki antibiyotik kalintilarinin
kromatografik olarak belirlenmesinden once matriks koekstraktlarinin ayristirilmast
gerekmektedir. Antibiyotikler polar olduklari i¢in nonpolar organik coziiciilerde
ekstraksiyonlart uygun olmamaktadir. Antibiyotiklerin siitten ve dokudan
ekstraksiyonu icin cesitli ekstraksiyon, deproteinizasyon yontemleri mevcuttur
(Schenck ve Callery 1998; Cinguina ve ark. 2003; Furusawa 1999; White ve ark.
1993; Terade ve Sakabe, 1985).

1.2.1 B-Laktam(Penisilin G) ve Tetrasiklinlerin Saptanmasi

B-laktam(Penisilin G) antibiyotik grubunun tespiti i¢in uzun yillardir tarama
testleri kullanilmasina ragmen daha hassas ve ispatlayici tekniklere ihtiyac
duyulmustur. Tarama testlerine karsi ortaya cikarilan GC ve jel elektroforezi
kullanilmasina ragmen en yaygin metotlardan birisinin de LC’dir. Penisilinler giiclii

UV (Ultraviole) kromoforlar1 vermezler, 210 nm ve 254 nm’ de absorbans verirler.
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Bu nedenle bu dalga boylarinda giiclii absorbans veren siit matriks komponentlerinin
ayrilmasi icin LC isleminden Once bir on temizlik islemine ihtiya¢ duyulur. Bu
amagla [B-laktamlar(Penisilin G) i¢in iki asamali LC kullanimi uygulanmaktadir.
Birincisinde ©Ornek i¢inde bulunan matriks koekstraktlarinin  ayristirilmasi,

ikincisinde ise antibiyotigin ekstraksiyonu gerceklestirilmektedir (Schenck ve

Callery 1998; White ve ark. 1993; Terade ve Sakabe, 1985)

Siitte tetrasiklinlerin belirlenmesi icin kullanilan metotlardan birinin LC
oldugu, bu antibiyotiklerin amfoter 6zellikte oldugu ve asidik c¢ozeltide 355 nm’de
giiclii bir absorbans verdikleri belirtilmektedir. Ancak tetrasiklinlerin silika temelli
LC sabit fazinda silanol gruplarini baglamak gibi bir egiliminin oldugu ve bu
problemin mobil faza okzalik asit ilave edilerek veya polistiren divinilbenzen LC
kolonlar1 kullanilarak coziilebilecegi bildirilmektedir (Schenck ve Callery 1998;
Pena ve ark,1999)

1.3. Antibiyotiklerin Siite Gecisini Etkileyen Faktorler

Siit hayvanlarindaki mastitis, antibiyotikler ile tedaviyi gerektiren ve siit
sigirlarinda en cok goriilen hastalik olarak bilinmektedir. Mastitis yaninda,
antibiyotikler ile tedavi edilen diger bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde de,
antibiyotik uygulamalarinin siitte kalinti olusumuna yol acabildigi bildirilmistir.
Antibiyotik uygulamalarinda, antibiyotiklerin ortadan kalkma siireci gézardi edildigi
zamanlarda, antibiyotik kalintilarinin teknolojik ve ekonomik acidan 6nemli
problemler ve bu problemlere bagli olarak ekonomik kayiplara neden olduklar1 ve
s0z konusu bu kalintilar1 iceren iiriinleri tiikketen insanlarin saglik acisindan risk
altinda olduklar1 ifade edilmektedir (Honkanen ve Reybroeck 2000; Giiley ve
Akbulut 2000).

Sistemik hastaliklar ve mastitiste sagmal hayvanlara uygulanan ilaclar arinma
siiresi beklenmeden sagilan siitlerde antibiyotik kalintisi bulundugu bunun da

kacinilmaz olarak siit ve siit driinlerinin diger hayvansal iiriinlere gore
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antibiyotiklerle kirlenme ihtimalini arttirdigr bildirilmistir. Beta laktam grubu
antibiyotiklerin uygulanan doz miktarlarina gore siite gecme siireleri Cizelgel.5’de
goriilmektedir (Hessechen ve Bluthgen 1991; Sanl ve ark. 1991; Yetismeyen 1995;
Akgiin 2004;0zer ve Horoz, 1992).

Siitte antibiyotik kalintilarinin % 90’1 meme ici yolla uygulanmasi sonrasi
siitin kullanilmama siiresine uyulmamasindan kaynaklandigi, bu yolla meydana
gelen kalintilarin % 60’min laktasyon donemi sirasinda , % 30’unun kuru donem

mastitis sagaltimlar1 sonucunda olustugu bildirilmektedir (Egan ve O’Connor, 1990)

Cizelge 1.5. Beta laktam grubu antibiyotiklerin siite gegme miktarlar1 (Ozer ve Horoz 1992).

Antibiyotik Hayvana verilen Siire Siite gecen miktar
miktar
Amoksilin 200 mg 12 saat sonra 4,8 ng/mL
Amoksilin 200 mg 24 saat sonra 0,08 pg/mL
Amoksilin 200 mg 36 saat sonra 0,01 pg/mL
Penisilin 200 mg 84 saat sonra 0,007 ug/mL
Penisilin G 2x 10°TU 12 saat sonra 36,75 ug/mL
Penisilin 1x10° U 12 saat sonra 5 Iu/mL
Streptomisin 250 mg 84 saat sonra 0,007Iw/mL
Neomisin 25 mg 84 saat sonra 0,007In/mL

1.3.1 Antibiyotik Cesidi ve Kullanim Durumu

B-laktam grubu ajanlar laktasyon donemindeki sigirlarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Kan ve siit arasinda antibiyotiklerin dagilimi asidik bazik
ozelliklerine ve pK, degerlerine (a= esas madde) bagli olarak degismektedir. Temel
olarak iyonize olan yagda ¢oziinen antibiyotikler kandan siite ¢ok kisa bir siirede

gecmektedir (Honkanen ve Reybroeck 2000; Kinik ve ark. 2002).
Antibiyotik cesitlerinin memede kalig siireleri ve siite gecen miktarlarinin

farkl1 oldugu belirlenmistir. inek memesine enjekte edilen antibiyotik tiirlerinin siitte

bulunabilecekleri siirenin incelendigi bir arastirmada bu siire klortetrasiklin i¢in 96
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saat, penisilin icin 72 ile 92 saat, streptomisin i¢in 72 saat, tetrasiklin i¢in 48 ile 72
saat olarak saptandigi bildirilmistir (Uysal ve ark. 1995). Haaland ve arkadaslari
(1985) siitte antibiyotik kalintilarinin ne kadar siireyle tespit edildiklerini incelemek
amaciyla yaptiklar1 calismalarinda, memeye uygulanan antibiyotik dozu yiikseldik¢e
siitlerde antibiyotik konsantrasyonlari ile bunlarin siitte bulunabilecegi siirenin
uzayacagint ileri siirmiigler ve arastirma sonuglarmi Cizelgel.6’daki gibi

bildirmislerdir.

Cizelge 1.6. Memeye uygulanan antibiyotik dozu ve siitte kalis siiresi (Haaland ve arkadaslar1 1985)
Antibiyotik Doz Atilma siiresi (saat)
Kanamisin 2 x 500 mg 36-48
Kloramfenikol 1 x 1000 mg 72-96
3 x 1000 mg 96-108

Eritromisin 1 x 2000 mg 84
Ampisilin 1 x 1000 mg 48-72
Tetrasiklin 1 x 500 mg 60

1 x 3000 mg 72-84

Benzer bir calismada penisilinin uygulama sekline gore siitten atilma siireleri
incelenmis ve mastitis vakalarinda penisilinin en sik kullanilan uygulama sekli olan
meme ici uygulamada siitte en uzun goriildiigii bildirilmistir. Cizelge 1.7 (Cetin ve

Ergiin 2000).
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Cizelge 1.7. Cesitli uygulama sekillerinde penisilinin siitle atilmasi(Cetin ve Ergiin 2000).

Uygulams sekli Verilen doz Son uygulamadan
sonra atilma siiresi
Kas i¢i 9 milyon L.U 48 saat
Damar i¢i 10 milyon I.U <24
Deri alt1 15.000 L.U 20-24 saat
Meme ici 1 milyon LU 60-108 saat
Uterus i¢i 2 milyon LU <48

Yapilan calismalar hastalikli memelerin daha fazla antibiyotik tuttugu,
saglikli memelere verilen antibiyotiklerin kisa bir siire icerisinde siitle disar
atildigim gostermistir. Nitekim yapilan bir ¢calismada, birisi hasta digeri de saglikli
olmak iizere iki memenin her birine 426 mg klortetrasiklin enjekte edilmis ve
sonucta saglikli memeden sagilan siitte diger saglikli memeden sagilan siite gore
kalint1 miktarinin 3 kat daha fazla antibiyotik saptandigi bildirilmistir. Antibiyotikler
siite, memeye enjekte edilmelerinden 10-30 dk, maksimum olarak 2-4 saat sonra
karismaya baslamaktadir. Ik sagimlarda siitlerde ¢cok fazla antibiyotik bulunmasina
karsin bunu izleyen sagimlarda konsantrasyon gittikce azalmaktadir. Yapilan bir
calismada 100.000 IU penisilin enjekte edilen hayvanlarin siitlerinde 36 saat sonra
0.5 IU/mL, 48 saat sonra ise daha diisik dozda penisilin diizeyi saptandigi
bildirilmistir (Uysal ve ark. 1995).

Anderson ve ark. (1995) tarafindan yapilan ¢alismada laktasyondaki Holstein
ineklere kas ici ve damar ici yolla oksitetrasiklin verildiginde 120.saatte
oksitetrasiklinin siitteki giivenli diizeyi olan 30 pg/L’nin altina diistiigiinii
bildirmiglerdir. Calismada antibiyotikler kullanildiktan sonra yasal bekletme siiresine

uyulmasinin zorunlulugu gosterilmistir.
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1.4. Antibiyotik Kalintis1 iceren Siitlerin Meydana Getirdigi Sorunlar

Antibiyotik iceren siitlerin siit isletmesine kabuliiniin halk sagligir yoniinden
bir tehlike olustururken igletme i¢in de biiyiik ekonomik kayiplar meydana getirdigi,
stit isletmesinde meydana gelebilecek ekonomik kayiplarin siitlerin yogurt, peynir,
gibi starter kiiltir kullanilan siit iiriinleriyle islenmesi sirasinda goriildiigi

bildirilmektedir (Akgiin, 2004).

1.4.1 insan Saghg Uzerine Etkileri

Organizmanin kalintiya verdigi yanit, kasint1 gibi hafif reaksiyondan anafilaktik sok
ve Olime kadar degisebilmektedir. En sik bildirilen reaksiyonlar alerjik
reaksiyonlardir. B-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler, siilfonamidler ve birkac
olguda tetrasiklinler, duyarl insanlarda alerjik reaksiyonlara neden olabilirler. Diisiik
penisilin(5-10 IU) diizeylerinin bile daha 6nceden duyarli hale gelmis bireylerde
alerjik reaksiyon olusturmaya yetecegini bildiren epidemiyolojik ve deneysel veriler
bulunmaktadir. Insanlarda olusan reaksiyonlar; ciltte asir1 derecede sislik, serum
hastaligi, sok ve deri dokiintiileri, astim ve ates gibi reaksiyonlar seklinde
goriilmektedir. Bu tiirden reaksiyonlar ¢ok diisiik dozlarda olustuklarindan, duyarl
bireyler gida maddeleriyle aldiklar1 diisiik miktarlardan bile etkilenebilmektedirler.
Bilinen olgu sayisinin azliginin sebebinin 6zellikle yasli bireylerde ve kiigiik
cocuklarda meydana gelmesi ve bunlarin gbz ardi edilmesinden kaynaklandig:

bildirilmektedir (Paige ve ark., 1997).

Bakterilerde protein sentezini engelleyerek etki goOsteren oksitetrasiklin,
kloramfenikol gibi antibiyotiklerin memeli lenfositlerinde protein sentezini
engelleyerek bagisiklik sistemini baskilanmasina neden oldugu, uzun siire antibiyotik
kalintis1 iceren gidalarin tiiketimine bagli olarak insanlarda siiper infeksiyon tehlikesi

ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Sanli ve ark. 1991;Schenck ve Callery 1998 )
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Antibiyotik kalintis1 iceren siit ve siit iiriinlerinin uzun siireli tiikketimi sonucu
vicudun bagisiklik sisteminin zayiflamasi ile oOzellikle kiigiik c¢ocuklarm ve
bebeklerde beslenmesinde 6nemli yer tutan siitlerde bu kalintilarin varligr saglik
problemlerine neden oldugu bildirilmektedir. Sindirim kanalindan hizli emilen
tetrasiklinlerin transplasental gecisi de kolay olmaktadir. Gelisen kemiklerde ve dis
yapilarinda selasyon ile kalsiyuma sikica baglanmaktadir. Bunun sonucunda
tetrasiklinler fetusta iskelet sistemi anomalileri, dislerde diskolorasyon ve
muhtemelen dis minelerinde hipoplazi meydana getirmektedir. Dislerdeki hasarin
gebeligin 4. ay1 ile 7-8’inci yaslar arasinda goriildiigi bildirilmektedir. Besin
maddelerinde bulunacak 1 ppm diizeyindeki tetrasiklin kalintis1 insanlarda
istenmeyen etkilere yol agcmayabilse de 5-7 ppm’i tehlikeli olabilmektedir. Gebelerde
ve yetiskinlerde ise sinirsel bozukluklara, immuno-toksisiteye ve Kkaraciger
toksikasyonuna yol a¢maktadir. Bunun yamisira akut karaciger yaglanmasi ve
pankreatit egilimini arttirdi@in1  bildiren arastirmalar mevcuttur. Fetal uzun
kemiklerde gecici biiyiime inhibisyonu yaptigi tespit edilmistir. Anne ve fetus
tizerindeki olumsuz etkilerinden dolayi, gebelik esnasinda tetrasiklinlerin ve bunlarin
kalintilarin1 igeren gidalarin tiikketiminin sakincali oldugu bildirilmektedir (Sanli ve
ark. 1991; Imerman ve ark. 1996; Kaya ve ark.1992; Dubois ve ark. 2001; Yalman
1993).

Penisilin tiirevi antibiyotik kalintilarinin yol agabilecegi en énemli sakincalar
bu tiir giday1 tiikketen kisilerde hafif bir deri tepkimesinden baslayarak anafilaktik
soktan oliime kadar gidebilen ilag alerjisi oldugu bildirilmektedir. Penisilin tipi ilag
kalintis1 ihtiva eden besinlerin yenilmesinden sonra alerjik etki olasiliginin, bu
sebeple hicbir zaman g6z ardi edilmemesi gerektigi, toplumdaki kisilerin yaklasik %
10’unun penisiline duyarlilhik gosterdikleri bildirilmektedir (Ormerod, 1987;
Lindemayr, 1981; Kanny, 1994; Leon, 1992; Dewdney, 1991).

Lindemayr ve ark(1981), Penisiline alerjisi olan 9 goniillii hastaya kesimden
once terapotik dozda penisilin uygulanmis domuzun etini vermisler ve hastalarda
reaksiyonlarin tekrarlandigimi gormiisler, bdylelikle penisilin kalintis1 iceren

gidalarin alerjiden soka kadar etki yapabileceklerini bildirmislerdir.
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Ormerod ve ark(1987), klinige gelen 50 iirtiker hastasini penisiline alerji
yoniinden test etmigler, 4’iiniin 0.1 U/mL penisilin igeren siitlere alerji
gosterdiklerini  bildirmiglerdir ve veteriner hekimlikte kullanilan antibiyotiklere

dikkat cekmiglerdir.

Kanny ve ark.(1994), Fransa’nin Nancy sehrinde gidalardaki penisilin
kalintisina baglhh kaynaklanan anafilaktik sokun 64 yasinda bir bayanda
gerceklestigini rapor etmislerdir. Hastanin domuz eti ve biftek yemesinden sonra
sokun olustugunu ve hastanin Penislin G’ye 1 IU/mL seviyesinde duyarliliginin
oldugu bildirilmistir. Ayn1 arastirmacilar yaptiklart deneysel ¢alismada 20IU/mL
penisilin kalintis1 bulunan siitiin nabzi diisiirdiiglinii ve kan basincimi arttirdigini
gostermisler, penisilin kalintis1 iceren gidalarin bu tiir hastalarda ciddi riskler

olusturdugunu bildirmislerdir.

Rudzki ve ark. (1994), 228 astim hastasinin % 86.66’sina Onceleri alerji
teshisi konulmus ve bu alerjik durumun muhtemelen penisilin ve siilfanamid iceren

siit, yumurta, balik ve cikolatadan kaynaklanmig olabilecegini bildirmislerdir.

Duyarh kisilerde 1 mikrogram veya daha az miktardaki penisilinin alerjik
tepkimelere yol acabilecegi dikkate alinirsa, penisilinlerle bulagik besinlerin
tagidiklar1 6nem kolayca degerlendirilebilir. Bundan dolay:r insanlarin giinde 100-
200g et veya 100-500 ml siit tiiketecekleri ve 1 tinite ya da 0.6 mikrogram penisilinin
alerjik tepkimelere yol acabilecedi g6z oniine alinarak ette, 0,01-0,005 {iinite/gram
(veya 0,006-0,003 mikrogram/gram ) miktardaki penisilin kalintisi, tolerans diizeyi
olarak belirlenmistir. Yine hayvansal kaynakli besin maddelerinde ampisilin diizeyi
0,005 ppm’le sinirlandirilmistir (Chagonda ve Noikuwara, 1989; Imerman ve ark.

1996; Baydan ve ark.1997; Dubois ve ark. 2001; Cinguina ve ark. 2003).

Insanlarin bagirsaklarindaki bakteri toplulugunda 400-500’den fazla tiir

[13

oldugu bunlarm >%90 obligat anaerobik 30 tiirde ozellikle Bacteroides,

Fusobacterium, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcus,
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Peptococcus olmak iizere” bulundugu ve gidalardaki antibiyotik kalintilarinin bunlar
arasindaki ekolojik dengeyi bozabildigi bildirilmistir. Bagirsak iceriginde 1x10'""/g
bakteri bulunmakta olup, sindirime yardimci olmakta, patojen mikroorganizmalarin

tiremelerine ve girisine de engel olmaktadirlar.

Kalint1 halinde en cok 1.5 mg/60 kg c.a/giin miktarda antibiyotik alinmasina
izin verilmektedir. Bu miktar bir insanin giinde 1.5 kg gida tiiketecegi, 1 kg gidada
bulunacak <1 mg antibiyotigin de mikrobiyolojik bir zarar meydana getirmeyecegi
esasina dayanmaktadir. Antibiyotiklerin giinlik alim miktarlart ve tolerans
diizeylerinin belirlenmesinde bu durum goz oniine alinmaktadir Cizelge 1.8(Carman

ve ark. 2005; FAO/WHO 41/6).

Cizelge 1.8 Bu caliymada kullamlan antibiyotiklerin giinliik gidayla alinmasina izin verilen
tolerans diizeyleri(FAO/WHO 41/6)

Antibiyotik Giinliik allmmasina izin verilen tolerans diizeyi
Penisilin G 30pg/kisi

Oksitetrasiklin 3ug/c.a/giin

Tetrasiklin 3ug/c.a/giin

Klortetrasiklin 3ug/c.a/giin

Tannock (1995), tetrasiklinlerin fekal flora iizerinde orta diizeyde etkili

oldugunu, Hoverstat (1985) ise ¢ok kiiciik ya da hi¢ etkisinin olmadigini bildirmistir.

Finegold ve ark.(1983), tetrasiklinlerin Escherichia coli’nin gelisim siirecine
herhangi bir etkisinin olmadigini, koliformlarda direngliligi degistirmedigi ya da
arttig1 bildirilmistir. Kalintt miktarinin diizeyine bagli olarak enterokok bakteri yiikii
sayisinin arttigi, azaldigi bazen de tamamen yok olabilecegi bildirilmistir.
Laktobasillerde klortetrasikline direncliligin benzer sebeplerden dolay: arttigi veya
azaldig, tetrasiklinlerin Bacteroides ve Clostridium tiirlerinin iizerine etkili oldugu,

cogunluklada inhibe ettigi bildirilmistir.

Carman ve ark.(2005), yaptiklar1 bir calismada 150 mg/kisi/giin dozda

tetrasilin uygulanan hastalardan izole edilen E.coli izolatlarmin direnclilik oranini
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%70 olarak saptamislardir. Diisiilk dozlarda 1.5 mg/kisi/giin dozda tetrasiklin
uygulanan hastalardan izole edilen E.coli izolatlarindaki direnglilik oranlarinin pek
degismedigini saptamislardir. Fakat izole ettikleri E.coli izolatlarinin 8pg/mL
tetrasiklin ile muamele edilmesiyle daha Once hi¢ direnclilik gostermeyen suslarda

direnclilik oraninin %15 arttigin1 tespit etmislerdir.

Voltanen ve ark.(1976), cesitli dozlarda tetrasiklin uyguladigi hastalarda
tedaviden 6nce % 27 olan koliform direngliliginin tedavi sonrast bu oranin % 80’e

ciktigin1 gormiistiir.

Tancrede ve Barakat(1987), Anaeroblarin direngliligi {izerinde 1500 izolat
calismislar ve bir degisiklik goriilmedigini, giinde 2 mg/giin dozda tetrasiklinin hi¢bir
etki yapmadigini, fakat dozun arttirildifinda 20mg/giin enterobakterilerde
direncgliligin arttigin1 gormiiglerdir.  Tetrasiklin terapotik dozda kullanildiginda
E.coli’de direncliligin artti@int son uygulama zamanindan sonra direngliligin

diismeye basladigini bildirmislerdir.

1.4.2 Antibiyotik kalintilarinin siit iiriinlerinde yaratti1 sorunlar

Fermente siit {iriinlerinin iiretiminde starter kiiltiir kullanilan peynir ve diger siit
tiriinlerinin  basarili bir sekilde iiretilmesi, starter kiiltiirlerin aktivitesine baglh
olmaktadir. Starter bakterilerin gelisimi inhibe edildigi takdirde, iiriin kalitesi istenen
sekilde olmadig1 ve fermente siit iiriinlerinde ve peynirlerde kullanilan starter
kiiltiirlerin, antibiyotik kalintilarinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarina bile ¢ok hassas
olduklar bildirilmektedir. Fermente siit iiriinlerinde antibiyotiklerin etkisi, yavas ya
da inhibe edilmis laktik asit ve aroma olusumunda azalma, yapida gelisememe olarak
kendini gostermektedir. Ozellikle peynirde bir¢ok kusurlarin meydana gelmesine
sebep olmaktadir. Bunlar kotii tat olusumu, istenmeyen tekstiir olusumu, arzu

edilmeyen sekilde gozenek olusumu ve istenmeyen biitirik asit fermantasyonlarinin
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meydana gelmesi seklinde oldugu bildirilmektedir (Akgiin, 2004; Marya-Makinen,
1995; Giiley ve Akbulut 2000).

Penisilinler, siit endiistrisinde iiretim siirecinde kullanilan bakterilerin gii¢lii
inhibitorleridir. Siitte bulunabilecek 0.01 IU/mL penisilin miktarinin asit tiretimini
geciktirdigi ve starter kiiltiirlerin tiremesini biiyiik Olciide engelledigi bildirilmistir.
Siit iiriinlerinin giivenilir olmas1 ve kabul edilebilir olmasi i¢in penisilin kalintilarinin
siitte 0.005 IU’den fazla bulunmamasi gerektigi bildirilmistir (EMEA, 2000;
FAO/WHO 1996).

Antibiyotik kalintilar1 ayn1 zamanda starter olmayan laktik asit bakterileri
tizerinde de etkili olmakta ve bu bakterilerin gelisimini inhibe etmekte, dolayisiyla
iiriinde, Ozellikle ¢ig iiretilen yoresel peynirlerde daha az tat ve aroma olusumuna
sebep olmaktadirlar (Cizelge 1.9) (Marya-Makinen 1995; Demirci 2000; Giiley ve
Akbulut 2000)

Cizelgel.9.Diisiik konsantrasyonlardaki penisilin ve tetrasiklinin Edam ve Emmental peynirlerinin
kalitesi iizerine etkileri (Marya-Makinen 1995).

Peynir kalitesi

Antibiyotik Edam Emmental
Penisilin
0.003 IU/mL | Kusur yok Kusur yok
0.005 IU/mL |Tatsiz Koétii tat, normal olmayan

gozenek olusumu

0.008 IU/mL | Aci tat, diizgiin olmayan yap1 | Cok kotii tat, biitirik asit ferm.
0.1 IU/mL | Cok kotii tat, diizgiin Test edilmedi

olmayan yapi

Tetrasiklin
0.3 g/mL | Tatsiz Kotii tat
0.7 g/mL. | Tatsiz, ylizeyde asir1 bir Test edilmedi

koku olusumu

Icerisinde 0.02 IU/mL oraninda penisilin bulunan siit, iiretimde kullanildiginda,
tereyaginda aroma ve lezzet bozukluguna, peynirde ise asiditenin ge¢ sekillenmesi ve

anormal fermantasyona neden oldugu bildirilmis, starter kiiltiirlerin {iremesini
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durduran antibiyotiklerin en diisiik miktarlart Cizelge 1.10’da gosterilmistir

(Tekinsen ve Atasever,1994)

Cizelge 1.10 Yogurt bakterilerinin gesitli antibiyotiklere kars1 gosterdikleri hassasiyet (Tekinsen ve

Atasever,1994)

Antibiyotik S. thermophilus L delbrueclfu subsp. K?rl.s.lk

bulgaricus kiiltiir
Penisilin 0,004-0,01 IU/mL 0,02-0,1 IU/mL 0,01 IU/mL
Streptomisin 0,380 IU/mL 0,380 IU/mL 1,00 IU/mL
Tetrasiklin 0,130-0,5 ug 0,34-2,0 ug 1,00 TU/mL
Klortetrasiklin 0,06-1,0 ug 0,06-1,0 ug 0,10 IU/mL
Oksitetrasiklin 0,04 TU/mL 0,7 IU/mL 0,40 IU/mL
Basitrasin 0,04-0,12 IU/mL 0,04-0,12 TU/mL 0,04 IU/mL
Eritromisin 0,30-1,30 pug 0,07-1,300 pg 0,10 IU/mL
Kloramfenikol 0,80-13,0 ug 0,80-13,0 ug 0,50 IU/mL

Yogurt teknolojisinde Streptococcus thermophilus 0.01 IU/mL penisiline
duyarli oldugu i¢in asit olusumu meydana gelmediginden yogurt olusamamaktadir.
Peynirde ise propiyonik asit bakterilerinden Propionibacterium shermanii’nin
gelisimini engellenmesi ile kuvvetli protein parcalanmasini ve gozenek olusumunu
engelleyerek diisiik peynir kalitesine sebep oldugu bildirilmistir. Tereyaginda ise
olgunlagsma sirasinda sitrik asidinden tereyagi aroma maddesi olan diasetili meydana
getiren tereyag starter kiiltiirleri olan Lactococcus spp. ve Leuconostoc spp.’nin de
penisiline duyarli oldugu gozlenmis ve diasetilin olusmasini engelledigi bildirilmistir

(Demirci, 2000; White ve ark. 1993).

Lim ve ark. (1995) yaptiklar1 bir calismada, L. acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. casei ve S. thermophilus suslarinin ¢esitli antibiyotiklere
hassasiyetlerini test etmisler, arastirma sonucunda biitiin suslarin en fazla penisilin
G’ye ardindan, basitrasin, eritromisin, linkomisin’e duyarlilik gosterdiklerini tespit

etmislerdir.

Siitteki inhibitér madde konsantrasyonunun 3.12 pg/mL’ den fazla olmasi

halinde, biitiin suslarin gelismesinin tamamen inhibe olacagi da belirtilmistir

(Tekinsen, 2000).
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Hassas bir siit iiriinii olan siit tozu iizerinde yapilan bir caligmanin sonucunda
ise, siitte bulunan antibiyotik kalintilarinin miktarinda herhangi bir degisiklik
olmaksizin dogrudan siit tozuna gectigi, kurutma isleminin antibiyotik kalintilarini

etkilemedigi belirtilmistir (Diserens ve ark. 1995; Giiley ve Akbulut 2000)

1.4.3 Direncli Suslarin Gelisimi

Antibiyotiklerin yaygin kullaniminin yol actifi problemlerin ilki hayvansal
besin maddelerinde ila¢ kalintilar1 ve giivenligi, digeri hayvanlarda kullanilmalari
sonucu duyarl1 bakteri tiirleri arasinda direngli suslarin ortaya ¢ikmasidir. Bu durum
hayvansal gidalarla alinan antibiyotik kalintilarinin insanlarda antibiyotiklere direnc
konusunda potansiyel bir risk olusturmaktadir. Antibiyotikler yeme diisiik diizeyde
katilarak stirekli olarak veya uzun etkili miistahzarlar paranteral yolla
kullanmilmaktadir. Ozellikle kas i¢i olarak, bir doku deposu olusturacak bicimde
yiiksek dozlarda uygulanmasi ve gidalarda kalintilarin artmasi, buna orantili olarak
gidalarda patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazanmasina neden
olmaktadir. Bu durum antibiyotiklere karsi1 direncli bakteri suslarinin ortaya
cikmasini hazirlayan ve kolaylastiran en onemli faktorler arasindadir. Antibiyotik
kullamim  sonucu  hayvansal  gidalara  bulagsmasini  takiben,  direngli
mikroorganizmalarin ortaya cikmasinin halk sagligi acisindan 6nem arz ettigi,
hastaliklarin sagaltimi veya onlenmesinde mevcut antibiyotiklerin yetersiz kaldiklari
veya istenen Olgiide basarili olamadiklar: bildirilmistir (Kaya ve ark.1992; Claycamp

ve Hooberman,2004).

1997 yilinda ABD’nin Nebraska eyaletinde 19 cocugun siddetli ishal, ates,
kusma sikayetleri ile baslayan ve Oliimiiyle sonuglanan vakaya Centers for Diseas
Center(CDC) Salmonella typhimurium DT104’den bubunda ictikleri ¢ikolatali siitten
kaynaklandigini ve bu susun ampisilin ve tetrasikline direncli oldugu bildirilmistir

(Anon, 2002).
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Schlegova ve ark(2002) , siitlerden izole ettikleri Staphylococcus aureus, E.
coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, ve Bacillus cereus suslarinin
antibiyotiklere olan direncliliklerini incelemisler. Elde edilen 31 S. aureus susunun
7’sinin tetrasikline, 11’inin penisiline direngli olduklarini, 26 E. coli susunun 7’sinin
tetrasikline direncli olduklarini, 80 E. faecalis susunun 46’sinin tetrasikline, 11 E.

Jfaecium susunun 4’{iniin tetrasikline direncli olduklarini bildirmislerdir.

Temmerman ve ark. (2002), Avrupa’daki toplam 55 probiotik iiriinlerinden
izole ettikleri 187 izolatin antibiyotik duyarliliklarini incelemisler % 79’unun
kanamisine, % 65’inin vankomisine, % 28’inin Penisilin G’ye, % 26’sinin
tetrasikline, % 16’sinin eritromisine ve % 11’inin kloramfenikole direncli olduklarini

bulmuslardir.

Ozellikle son yillarda hastane infeksiyonlar1 arasinda ilk siralarda yer alan
S. aureus’a kars1 artan bir penisilin direnci gelisimi bildirilmektedir. Penisiline
direncli stafilokoklar icin penisilinaza direngli metisilin, nafsalin, gibi penisilinler
gelistirilmigtir. Fakat stafilokoklarda 1960’11 yillarin basindan itibaren metisiline
direngli suslar bildirilmeye baslanmistir. Stafilokoklarda metisilin direnci
kromozomal veya kazanilmis plazmidal olabilmektedir. Kromozomal metisilin
direnci farkli bir penisilin baglayan proteinin (PBP) sentezlenmesi sonucu
gelismektedir. PBP 2a olarak isimlendirilen bu enzimin [B-laktam antibiyotiklere
afinitesi dusiiktiir. Penisilin baglayan proteinlerin (PBP) c¢ogu tiim [-laktam
antibiyotiklerle bloke edilmesine ragmen, PBP 2a [-laktam’in antibiyotiklere
baglanmadigi bildirilmistir. Stafilokoklarda diisiik affiniteli PBP 2a sentezi sonucu
gelisen metisilin direnci mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. mecA geninin veya
PBP 2a’nin molekiiler yontemlerle belirlenmesi miimkiindiir. Fakat rutin amacla
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle metisiline direncli stafilokoklar diger
B-laktam ve B-laktamaz inhibitorlii antibiyotikler ve karbapenemlere direncli kabul

edilmektedir (Giirler, 2003).

Antibiyotige direngli suslar ¢ig siitten yapilan peynirlerde de gozlemlenmistir.

Nitekim c¢esitli peynirler iizerinde yapilan c¢alismalarda, antibiyotige direncli
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enterokoklar izole edilebilmis ve antibiyotiklere direngli boyle suslarin yayilmasi ve
hatta insanlara bulagsmasinin onemli sorunlara neden oldugu bildirilmistir (Perreten

ve Teuber 1995).

Herreros ve ark (2005), Armada peynirlerinden 31 adet laktik asit bakterisi
izole ettiklerini ve en fazla izole ettikleri 18 susun (9 L. lactis, 2 L. mesenteroides, 2
L. Plantarum, 2 L. Brevis, 3 L. Casei) 15 farkli antibiyotige direncliliklerini
incelemislerdir. Calismada 17 susun nitrofurantoine, 15 susun teikoplaine, 14 susun
cefoksine, vankomisin, siprofloksasine, 9 susun (3 L. lactis, 2 L. mesenteroides, 2 L.

plantarum, 2 L.casei) tetrasikline direngli oldugunu saptamislardir.

Huys ve ark. (2004), Avrupa’daki peynirlerden izole ettikleri enterokok

izolatlarinin tetrasikline direnglilik gosterdiklerini bildirmislerdir.

Delgado ve ark(2002), 5 farkli Artisanal peynirinden izole ettikleri 29
laktokok susunun basitrasin, sefalotin, klindamisin, streptomisin ve tetrasiklinlere

direncli olduklarini ortaya koymuslardir.

Giindogan ve Citak (2005), ¢ig siit, pastorize siit ve dondurmadan olusan 180
adet 6rnegi S. aureus yoniinden arastirmislar ve 110 ornekte S. aureus saptamislardir.
Elde ettikleri izolatlarin antibiyotiklere olan direncliligini arastirmiglar ve 106
S. aureus izolatin ve % 99’unun basitrasin’e, % 97.2’sinin metisilin’e, % 96.3’iiniin

penisilin G’ye direncli olduklarim tespit etmislerdir.

Canzek ve ark. (2005), Tolminc peynirlerinden 90 enterokok izole etmisler ve
cesitli antibiyotiklere direncli olduklarin1 bunlardan birinin de penisilin oldugunu

bildirmislerdir.
Umoh ve ark. (1990), siit ve siit iiriinlerinde izole ettikleri 248 stafilokok

izolatinin cesitli antibiyotiklere direngliliklerini arastirmiglar, % 32.3’{iniin

sulfafurazole, % 30.2’sinin penisilin G’ye, % 25.4’{iniin ampisiline, % 9.3’{iniin
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kloksasiline, % 7.7’sinin tetrasikline, % 6.9’unun streptomisine, % 5.6’sinin

eritromisine ve % 4.8’inin kloramfenikole direncli olduklarini tespit etmislerdir.

Aslim ve Beyathh (2004), yogurtlardan izole ettikleri S. thermophilus
izolatlarinin % 64’iiniin penisilin G’ye % 88’inin tetrasikline direnc¢li olduklarini

saptamislardir.

Diren¢ genlerinin 0Ozellikle transpozonlarca tasindiklari anlasilmis bu tip
aktarim olaylarinin diisiik yogunluklu antibiyotik varliginda hizlandig1 ve antibiyotik
ortamdan cekilince kayboldugu veya azaldig: bildirilmektedir (Tuncer 2000; Carman

ve ark.2005).

Tiirkiye’de ve diinyada yapilan cesitli arastirmalarla da mastitisli ineklerden,
siit ve siit Uriinlerinden izole edilen patojen mikroorganizma suslarinin pek c¢ok
antibiyotige degisen oranlarda direnclilik gosterdigi ortaya konulmustur (Ak, 2000;
Akan ve ark. 2001; Uraz ve Onciil 2003 Ucan ve Aslan 2002; Sezen ve ark. 1986;
Hadimli ve ark 2001; Ombui ve ark. 2000; Picozzi ve ark. 2005; Murinda ve ark.
2005; Dontorou ve ark. 2003; Araya ve ark (2005).

Ombui ve ark (2000), siitten izole ettikleri 75 S. aureus susunun % 66.7’sinin

penisiline direngli olduklarini bildirmislerdir.

Picozzi ve ark (2005) cig siitten izole ettikleri E. coli O157 suslarinin 11
antibiyotige direncliliklerini incelemisler %50 oraninda tetrasiklin ve siilfonamide,

%33 oraninda da streptomisine direncli olduklarini bildirmislerdir.

Dontorou ve ark (2003), E.coli O157:H7’yi1 hayvansal kaynakli 600 6rnekte;
¢ig inek siitii, koyun siitii, keci siitii, ¢ig kiyma, hamburger, domuz sucugu, domuz
kokorecinde arastirmiglardir. Sonucta 100 koyun siitiinde 1 adet, 75 sucukta 1 adet,
domuz kokoreginde 1 adet E.coli O157:H7 tespit etmislerdir. Elde edilen 3 E.coli
O157:H7 susunda tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, nalidixic asit,

nurfloksasin, streptomisin, sulfamethoxazole-trimethoprim’e direng¢ saptamiglardir.

25



Chingwaru ve ark. (2003), kirmiz1 et, siit ve tavuk etinden 1467 enterokok
izole etmislerdir. En fazla % 46.1 E.faecalis ve % 29 E. faecium tiirlerine rastlanmis
ve elde edilen enterokok izolatlarinin basta ampisilin (% 97), vankomisin,

teicoplanin, tetrasiklin ve cephalotine kars1 direncli olduklarin tespit etmislerdir.

Araya ve ark. (2005), pastorize edilmemis siit 6rneklerinden izole ettikleri 48
enterokok izolatinin tetrasiklin ve kloramfenikole olan direnglilik oraninin % 50’den

az oldugunu bildirmislerdir.

Murinda ve ark.(2005), mastitisli ineklerden 14 , inek fekal 6rneklerinden 9
ve siitten 1 tane olmak iizere 24 E.coli izolasyonu gerceklestirmisler ve bu izolatlarin
basta sulfamethoxazole olmak iizere streptomisin ve tetrasikline direncli olduklarini

saptamigslardir.

Akan ve ark.(2001), yaptiklar1 bir ¢calismada inek mastitislerinden izole edilen

82 stafilokok susunun 49’unun penislin G’ye direncli olduklarini saptamislardir.

Ak (2000), yaptig1 bir calismada izole edilen S. aureus suslarinin tamaminin

penisiline direngli oldugunu saptamistir.

Uraz ve Onciil (2003), yaptiklari bir calismada 179 izolatin 136’sinin

B-laktamaz pozitif oldugunu tespit etmislerdir.

Ucan ve Aslan (20029, mastitisli ineklerden izole ettikleri 75 adet S.
aureus’tan 49’unun 6 adet S. intermedius 2’sinin B- laktamaz pozitif oldugunu

bildirmislerdir.
Sezen ve ark. (1986), Konya bolgesinde yaptiklar1 bir ¢alismada mastitisli

ineklerden izole ettikleri 19 S. aureus susunun tamaminda B-laktamaz iiretimini

belirlemislerdir.
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Hadimli ve ark.(2001), mastitisli siit ineklerinden izole ettikleri 66 stafilokok

susunun penisiline direncli olduklarini tespit etmislerdir.

Bakterilerde gelisen direng, mastitislerin sagaltiminda basarisizliga ekonomik
kayba ve halk saglig1 sorunlarinin gelismesine yol agmaktadir. Bu nedenle mastitis
sagaliminin, mutlaka antibiyogram sonuclarina dayandirilmasi ve diren¢ gelisen

antibiyotigin kullanimindan kaginilmasi1 gerekmektedir.

1.5. Mevzuat

Gidalarda antibiyotik kalintilarinin sakincalar1 anlagildiktan sonra Ingiltere,
ABD ve Bati Avrupa iilkeleri ile Diinya Saghk Orgiitii(W.H.O), Diinya Gida ve
Tarim Orgiiti (FAO) konu iizerinde titizlikle durmuslardir. Ik kez Swann
baskanliginda olusturulan bir komisyon, 1969 da tamamlanan ¢alisma raporuyla
hayvan yetistiriciliginde kullanilan antibiyotik ilaclarin yarattifi ¢ok yonlii saglik

sakincalarini giindeme almislardir (Onal ve ark. 1993).

Hayvansal iretimde kullanilan ilaglar i¢in kontrol ~mekanizmalari
gelistirilmesi  iizerine c¢alismalar yapan bircok uluslararasi organizasyon
bulunmaktadir. S6z konusu mekanizmalar, ilacin dagitiminin kontroliinii,
kullantmini, giivenli kalinti miktar1 seviyelerinin belirlenmesi ve kullanilan kalinti

belirleme tekniklerini icermektedir (Mitchel ve ark. 1998; Giiley ve Akbulut 2000).

llaclarm kalint1 ve katkilar1 konusunda uluslararasi diizeyde calisma yapan
baslica organizasyonlar; Ana hatlan CCRVD(Codex Committe on Residue of
Veterinary Drugs in Food) tarafindan JECFA (Joint WHO/FAO Expert Committe on
Food Additives)’nin bilimsel tavsiyeleri esas alinarak belirlenmis Kodeks
Alimentarius Komisyonu, EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products)’dir(Mitchel ve ark. 1998; Giiley ve Akbulut 2000).
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FAO/WHO’ nun ortak bir girisimi olan Kodeks Alimentarius, 1985°ten beri
gidalarda bulunabilen kalintilar i¢in cesitli standartlar hazirlamaktadir. Bu
standartlarda antibiyotiklerin gida maddelerinde maksimum kalint1 diizeyleri (MRL)
seklinde oOnerilen miktarlar1 belirtilmekte ve FAO/WHO ortak komitesince
gerceklestirilen bilimsel ¢alismalara dayandirilmaktadir (Honkanen ve Reybroeck

2000; Kinik ve ark. 2002 ).

Diinya saglik teskilatinca (WHO), Avrupa Birligi direktifleri ve Tiirk gida
kodeksine (2005) gore antibiyotik tedavisi goren ineklerin siitlerinin satisa
sunulmasi, siit Uriinlerinin iiretiminde kullanilmast ve buzagiya verilmesi
yasaklanmigtir. Cizelge (1.11)’de Tiirk Gida Kodeksinde (2005) Yonetmeligindeki
“Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner ilaclar1 maksimum kalint1 limitleri tebligi,
kodeks alimentarius, Avrupa Birligi 2377/90 ECC ek IV sayili direktifi, Avrupa
Birligi (EU) Gida ve Ila¢ Kurulusu (USFDA) tarafindan belirlenen ve bu ¢alismada
kullanilan bazi antibiyotiklerin siitte bulunmasina izin verilen maksimum kalint1

limitleri (Maksimum Residue Limit (MRL)) belirtilmistir.

Cizelge 1.11. Baz1 antibiyotiklerin EU/Kodeksine(2377/90) ve Tiirk gida kodeksine (2005) gore
siitteki MRL seviyeleri.

Antibiyotikler Maksimum kalint1 seviyesi (ppb)
Penisilin G 4

Klortetrasiklin 100

Oksitetrasiklin 100
Tetrasiklin 100
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1.6.Korunma ve Kontrol

Tiirkiye’de veteriner hekimlikte 1991 yili sonu itibariyle ruhsatlandirilip
tiretimi yapilan 350°den fazla ilacin 100’den fazlasin1 antibiyotik ve benzeri etkili

ila¢ miistahzarlar1 olusturmaktadir (Kaya ve ark.1992).

Hayvanlara formiil belgelerinde belirtilenden fazla miktarda ila¢c uygulamasi,
ilag uygulamasinin durdurulmasini takiben varsa her madde icin belirlenmis olan
yasal bekletme siiresine uyulmamasi, ambar, depo veya yem fabrikalarinda ilagh
yem artiklarinin kalmasi, gidalarda ila¢ kalintilarinin en 6nemli sebepleri arasinda

degerlendirilmektedir (Kaya ve ark.1992).

Veteriner hekimlikte antibiyotik kullanimi sonucu kasaplik hayvanlarin et ve
i¢ organlari ile yumurta ve siitteki antibiyotik kalintilari, insanlarda toksik, alerjik
reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasinin yani sira, mikroorganizmalarda direng gelisimi gibi
onemli etkilerin meydan gelmesine neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle
hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin insan hekimliginde kullanilan antibiyotiklerle
aynt olmamast ve dolayisiyla insan hekimliginde kullanilan antibiyotiklere karsi
capraz rezistans olusmamasi, uygulanan antibiyotiklerin rezorbe edilir olmamasi
veya yalnizca diisiik seviyede rezorbe edilebilir olmasi gerektigi belirtilmektedir.
Gida giivenliginin saglanmasi ve halk sagliginin korunmasi amaciyla s6z konusu
maddelerin uygulanmasi halinde, antibiyotik uygulandiktan sonra gerekli bekleme
siiresine dikkat edilmeli ve kesimden sonra ette (kirmizi, kanatli, balik) veya siit,
yumurta, bal gibi hayvansal besinlerde bulunabilecek en yiiksek kalintt miktarlarinin
(MRL) asilmasina izin verilmemesi gerektigi bildirilmektedir. Bu nedenle Avrupa’da
1975 yilindan itibaren B-laktamlarin gelismeyi artirict olarak kullanimi yasaklandig
bildirilmistir. Yine AB, 1988 ve 1994 yillarinda insan tedavisinde kullanilan
antibiyotikleri ile benzer veya yakin iligkili antibiyotiklerden avopersin (glikopeptid),
tiylosin, spiramisin (makrolid), virginamisin (streptogramin), ve Zn basitrasin
(polipeptid) ile muhtemel toksikolojik etkilerinden dolayr karbadoks ve

olakindoks’un (kinokslin) veteriner hekimlikte kullaniminin yasaklandigi, bu 6nemli
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halk saglig1 sorununun kontrolii i¢in uluslararasi diizenlemelere titizlikle uyulmasi

gerektigi bildirilmistir (Erol 2004; Teale 2002; Anon 1988; Schwarz ve ark. 2001).

Mastitisli siit sigirlarinin tedavisi sonucunda antibiyotik kalintilarinin ve
inhibitorlerinin siite gecmesi halen siit endiistrisi i¢in onemli bir problemdir. Hem
teknolojik hem de toksikolojik giivenligi saglamak amaciyla antibiyotik maddelerin
belirlenmesi icin entegre belirleme yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
amacla MRL ve diger tolerans diizeylerine iliskin olarak antibiyotik ve inhibitor
maddelerin belirlenebilmesi i¢in farkli test yontemleri ortaya konulmus, siit
reticileri, siit endiistrisi ve gida denetgilerinin sorumluluklar paylastirilmistir.
Ancak inhibitor madde icermeyen siit iiretiminin gerceklesmesi halen iireticilerin
egitilmesine dayanan ©onemli bir konu olarak kabul edilmektedir (Honkanen ve

Reybroeck 2000 )

Tehlike analizi kritik kontrol noktalart (HACCP (Hazard Analysis Critical
Control Point)) yonteminin antibiyotik kalintilarinin  siite  bulagmalarinin
onlenmesinde kullanimi gerekmektedir. Bu amagla antibiyotiklerin sadece veteriner
hekim recetesiyle satilmast ve sorumlulugunda kullanilmasi1 gerekmektedir. Her bir
veteriner bazli antibiyotigin ortadan kalkma periyodu belirlenmeli ve bu siire¢ tam
olarak dikkate alinmali ve hayvan {ireticileri de bu siirece mutlak uymas1 farkli
sistemlerin kombine edildigi entegre bir sistemde ve ilgili tiim bdliimlerin
sorumlular1 ve sorumluluklar1 belirlenmesi, bu nedenle siit iiretimi, siit isleme, kalite
kontrol ve gida gorevlileri Sekil 1.1°de gosterildigi gibi sorumluluklart ile ilgili

testleri yapmasi gerekmektedir (Honkanen ve Reybroeck, 2000).
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Sekil 1.1. Siitte inhibitor, antibiyotik kalintilarinin bulagmalarinin 6nlenmesinde yararlanilan entegre

bir sistemde sorumluluklarm paylasimi (Honkanen ve Reybroeck, 2000).

Uretim Unitesi Siit Isletme Gida Denetimi/
Kalite Kontrol
ilag tedavisi Ilgili kontroller
gormiis inekler Or:ECC/92/46 14 nolu
l yonerge
Ortadan ¢ Dogrulama ECC
kalkma yonetmeliklerine gore
No=2977/90 675/92
v.s MRLs diizeyi
v e Antibiyotikler
Ciftlik siitii
v
- Inhibitor testleri -0 tolerans ornek: -MRLs diizeyinde
Sonug: Pozitif kloramfenikol inhibitoriin belirlenmesi
- Inhibitor test sonuglart - Sonug: MRLs diizeyi
fiyatlarda diismeye yol acar asiliyor ise karar

verme/cezalandirma

MRL belirlenmesi i¢in farkli yontemler kombine edilerek kullanilabilmektedir.
Mikrobiyel inhibitor testleri; ¢iftlik, siit toplama merkezleri ve kismen de proses
parametrelerinin izlenmesi acisindan ¢ok faydali oldugu belirtilmektedir. Mikrobiyel
testler yardimu ile belirlenemeyen antibiyotikler i¢in ilave bir takim testler yapilmasi
zorunlulugu bildirilmektedir. Gida denet¢ilerinin de belli ornekleme desenleri ile
kendi kalinti programlarim1 uygulamak zorunda oldugu belirtilmektedir. Ayrica gida
denet¢ileri isletmelerinin kendi kontrol mekanizmalarim1 da denetlemeleri
gerekmektedir. Mikrobiyel testler yaninda toksikolojik olarak 6nemli maddeler icin
kalint1 kontrollerinin yapilmasi gerektigi bildirilmistir. Sekil 1.2°de pratik kosullarda

entegre sistemlerinin uygulama prensipleri gosterilmistir. Entegre sistemin amaci siit
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ve siit diriinlerinin teknolojik ve toksikolojik giivenligini saglamaktir (Honkanen ve

Reybroeck, 2000).

Sekil 1.2. Entegre bir sistemde, siitte antibiyotik kontrolii (Honkanen ve Reybroeck, 2000).

Asama 1

Asama 2

Siit tiretimi

Siit isleme
Or. ECC 92/46

Asama 3

Gida denetimi/
Kalite kontrol

Ortadan kalkma

flgili kontroller

Inhibitsr

Ornekleme
Tleili testlerle kontrol

Spesifik test
teknikleri

Tant/miktar tayini

Inhibitor testleri

Spesifik test teknikleri

Inhibitor testleri

Amerikan siit endiistrisi kalite kontroliinii saglamayir ve kalintilarindan

kacinmayr basarmistir. 1990’lardan 6nce ABD Ulusal Mastitis Konseyi mastitisin

Oniine gecmek icin 5 asamali bir plan baslatmis ve kaliteyi arttiran iireticilere

ikramiye sunmustur. Sonug¢ olarak siit iireticileri kalintilar1 en aza diisiirmek i¢in 3

madde iistiinde durmaktadirlar; siiriiniin saghgi, ila¢ kullaniminin kontrolii ve kalinti

testleridir (Slenning ve ark., 1997).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Ankara’da satisa sunulan 27 firmaya ait seri numaralar1 ve
tiretim tarihleri farkli orijinal ambalajinda (250 mL, 500mL,1000 mL) alinan
100 pastorize siit ve 100 UHT siit materyal olarak kullanilmistir.

2.1 Gerecler

2.1.1

Ankara Universitesi Bilimsel Teknik Arastirma ve Uygulama Merkezi

(BITAUM) laboratuvarlarinda mevcut olan HPLC cihazi kullanilmistir.

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) cihaz1 tip ve
ozellikleri: Schimadzu marka, Schimadzu LC 10 AD pompa, Schimadzu
CTO 1 A kolon firimi, SIL-10 AXL otoinjektor (SOuL loop), Schimadzu SPD
10 AVP dedektor, kolon C 18 Phenomenex Luna (250x 4.6 mm Spm)
Millipore, Milli Q plus; Su aritma sistemi(18.2M€) su iiretme kapasitesinde
Charm Rosa MRL Beta-laktam test kitleri

Charm Rosa MRL Tetrasiklin test kitleri

Charm Rosa Inkubator

Ultrasonic LC 60 H marka ultrasonik karistirict

Spe C 18 Kartuj Alltech marka

Siringa Tipi Filtre 0.45um sartorius marka

Antibiyotik Standartlari

Tetrasiklin hidrokloriir ACROS 500 mg
Klortetrasiklin hidrokloriir ACROS 500 mg
Oksitetrasiklin hidrokloriir ACROS 500 mg
Penicilin G potasyum tuzu SIGMA (1595 U/mg)

2.1.2 Stok Cozeltiler

Standart antibiyotik Coziicii Saklama kosullar
Klortetrasiklin HCI 4°C
Tetrasiklin HCI 4°C
Oksitetrasiklin HCl1 4°c
Penisilin G Metanol 4°C
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2.1.3 Calisma Cozeltileri

Okzalat tampon cozeltisi: 3,94 g Potasyum okzalat , 2.61g Okzalik asit ve
1.22g 1-Dekane siilfonik asit sodyum tuzu %98, distile suda ¢ozdiiriilerek 1
litreye tamamland1 ve pH 2.3 olacak sekilde ayarlandi.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (0,01 M): 1.361 g Potasyum dihidrojen fosfat

suda ¢ozdiiriilerek 1 litreye tamamlandi ve pH 4.7 olacak sekilde ayarlandi.

2.1.4 Coziiciiler ve Diger Kimyasallar
Acetonitrile Gradient Grade HPLC
Hydrochloric Acid 36-38%
Dichloromethane
Methanol HPLC Gradient Grade
n-Hexane 95% HPLC
Phosphoric acid 85%

Oxalic acid dihydrate

Potassium dihydrogen phosphate
Potassium oxalate monohydrate

Sodium chloride

Ethanol Absolute

1-Heptanesulfonic acid sodium salt HPLC
1-Decane Sulfonic acid sodium salt 98%

18-Crown-6 99%
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2.2 YONTEM

2.2.1 Charm Rosa Sistem® Test Kitleri ile Siitlerde Kalint1 Aranmasi

Siitte antibiyotik kalintisim1  saptamak amaciyla Charm Sciences Inc®.
firmasina ait FDA ve AOAC( Association Official Analytical Communities) onayh

Charm MRL Beta laktam ve Charm MRL Tetrasiklin test kitleri kullanildi.

Prensip: Rosa Sistem antijen ve antikor iligkisine gore calisan antibiyotik
belirleme sistemine dayali bir yontemdir. Charm Rosa Sistem® kagitlari yiizey

tizerine emdirilmis renklendirilmis antikor icermektedir.

Buna gore 300 pL siit 6rnegi hazir test kiti iizerinde bulunan hazneye otomatik
pipet yardimi ile konuldu. Hazirlanan test kiti Rosa inkiibator cihazinda 8 dakika
siireyle inkubasyona birakildi. Bu siirenin bitiminde kit iizerinde olusan T-¢izgisinin
rengi, C-cizgisi(Kontrol ¢izgisi)’nin renginden daha agik veya hi¢ olusmamissa
pozitif olarak degerlendirildi. T-cizgisinin rengi C-¢izgisinden daha koyu veya ayni
renkte ise negatif olarak degerlendirildi (Sekil 2.1). Test sonucu elde edilen pozitif

olarak degerlendirilen siit 6rneklerinde kantitatif tayin i¢cin HPLC yontemi uygulandi.
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Sekil.2.1 Beta laktam ve tetrasiklin kitleriyle bakilmis pozitif ve negatif numuneler
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2.2.2 HPLC Yontemi ile Tetrasiklinlerin Analizi

TETRASIKLINLERIN SUT NUMUNELERINDEN OZUTLENMESI: Oksitetrasiklin,
klortetrasiklin ve tetrasiklin saptanmasi i¢in 5 mL numune siit alinarak behere
konuldu, iizerine 1 mL 1IN HCI ilave edildi ve sonra karistiriciya alinarak iizerine
yavas yavas 24 mL Asetonitril ilave edilerek 30 saniye beklendi. Filtrat kismindan 15
mL kadar alinarak ayirma hunisine aktarildi iizerine 15 mL Dikloromethan ve 30 mL
n-Hexane konulduktan sonra 15 dakika boyunca siirekli karistirildi. Bu siire sonunda
ayirma hunisi beklemeye alindi ve bu bekleme sonunda en alt kisimda biriken filtrat
kismi ayr1 bir kaba aktarilarak bir enjektor yardimi ile 0.45 um capl filtreden
gecirilerek siiziildii. Elde edilen siiziintiiden 20 pL. alinarak HPLC y6ntemiyle analiz

edildi (White ve ark. 1993).

Kromotografik sartlar:

Kolon sicakligi:42°C

Kolon akis hizi: 1mL/dk

Mobil faz: Asetonitril+ Okzalik asit tamponu (20/80)

Dalga boyu araligt: 220nm-400nm

Dedektor tipi: Photo diode array (PDA)

Analiz Siiresi: 35dk

Gradient program uygulanmistir.

0-1dk Asetonitril(%20) Okzalik asit tamponu(%80) 1.5 mL/dk
1-3 dk Asetonitril(%?20) Okzalik asit tamponu(%80) 1.5 mL/dk
3-10 dk Asetonitril(%38) Okzalik asit tamponu(%62) 1.5 mL/dk
15.dk Asetonitril(%38) Okzalik asit tamponu(%62) 1.5 mL/dk
35.dk Asetonitril(%38) Okzalik asit tamponu(%62) 1.5 mL/dk

362 nm, 376 nm, 355 nm’ dalga boylarinda kromatogramlar degerlendirildi,
kantitasyon 355 nm’de yapildi. Alikonma zamanlar1 Cizelge 2.1°de oldugu

gibi saptanmustir.

37



Sekil 2.2. Oksitetrasiklin, tetrasiklin ve klortetrasikline standartlarina ait kromatogram

2 1. Oksitetrasiklin
20 2 Tetrasiklin 2
3 Klortetrasiklin
4 -0
[s11] i}
J F 0
an 4
mall Fo
n 2
4 3 Fo

. B A___ .

20

] 5.0 T8 0.0 125 150 17.5 200 25 50 il 300 325 350

Alikanma Zaman (dakika)

izelge 2.1. OKksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin’in alikonma zamanlari
Cizelg

mAl

Antibiyotik Alikonma zamam (dk)
Oksitetrasiklin 9dk 23s

Tetrasiklin 9dk 55sn
Klortetrasiklin 12 dk 19sn
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Standart kromatogram ve analizi yapilan bir numuneye ait kromatogram Sekil 2.3’te
goriilmektedir.
Sekil 2.3. Oksitetrasiklin, Klortetrasiklin, Tetrasikline ve 6rnege ait kromatogram

1 20
1. Oksttetrasiklin
2. Tetrasiklin

3 Klortetrasiklin

stanclart

Ornek

1 z 3 4 5 ] T 2 ] 0 1 12 13 14
Allkonma zamani dakika

HPLC yontemi ile Oksitetrasiklin, tetrasiklin ve klortetrasiklin kalintilarinin
aranmasinda standartlarin ¢esitli derisimler de hazirlanarak elde edilen kalibrasyon

grafikleri Sekil 2.4, 2.5 ve 2.6’da verilmistir.

Sekil 2.4: Oksitetrasiklinin kalibrasyon grafigi

3R00000 1 ppb
OksiTetrasiklin
3000000 - y = 29549 5 ppb
RE = 09594 10 ppb
2600000 25 ppb
2000000 - 50 ppb
& 1500000 4 100 ppb
< Oksitetrasiklin
1000000
£00000 -
D T T T T T
— 20 40 BD B0 100 120
Derisim,ug/ml
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Sekil 2.5: Tetrasiklinin kalibrasyon grafigi

Alan

Tetrasiklin y = 49841x
R2 = 0,9929

6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

-1000000
Derisim,ug/mL

Sekil 2.6. Klortetrasiklinin kalibrasyon grafigi

Alan

Klortetrasiklin y = 2276,7x
R? = 0,9975
250000

200000
150000
100000

50000

0

-50000

Derisim,ug/mL

1 ppb
5 ppb
10 ppb
25 ppb
50 ppb
100 ppb
Tetrasiklin

1 ppb

5 ppb

10 ppb

25 ppb

50 ppb

100 ppb
Klortetrasiklin
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Recovery test: Bu metotda siit 6rneklerine miktarimi bildigimiz oranlarda 100 ppb, 10
ppb siite ilave ettik bu iglemi her bir miktar i¢in 5 kere tekrarladik ve geri kazang
oranlarinin ortalamasini ¢izelgedeki gibi elde ettik. Saptama sinirin1 5 ppb olarak
belirledik.

Cizelge 2.2. Oksitetrasiklin, tetrasiklin ve klortetrasiklin ait geri kazanim oranlari

ilave edilen oran(ppb) | Oksitetrasiklin(%) Tetrasiklin(%) Klortetrasiklin( %)
100 97.33 96.35 90.08
10 95.58 91.22 85.74
1 90.10 91.64 96.21

2.2.3 HPLC Yontemi ile B-Laktam (Penisilin)’nin Analizi

Seppak C 18 kartusun Sartlandirilmasi: Seppak C 18 kartusa 5 mL lik bir
enjektor adapte edildikten sonra sirastyla 10 mL metanol, 10 mL su ve 10 mL %2’lik

sodyum kloriir soliisyonu 2 mL/dk hizla gececek sekilde yikanarak sartlandirildi.

Numunenin o6ziitlenmesi ve tiirevlendirilmesi: Antibiyotik kalintis
bulundugu saptanan siit 6rneginin Oziitlenmesi amaciyla 10 mL siit 6rnegi cam
pamuktan siizdiiriildii ve 2 mL/dk hizla gececek sekilde daha once sartlandirdigimiz
kartusa aktarildi. Daha sonra kartus 5 mL su ve 0.6 g 18-krown—6 eter iceren 10 mL
(metanol-su-%?20’lik sodyum kloriir (1:8:1)) cozeltisi ile yikandi. Kartusa yeni bir
enjektor takilarak 5 mL % 15°lik metanol soliisyonu ile islem tekrarlandi ve erlende
toplanan son siiziintiiniin 20 uL’si alinarak HPLC yontemiyle analiz edildi (Terade

ve Sakabe, 1985).

Kromotografik kosullar:

Kolon akis hizi: 1mL/dk

Mobil faz: Fosfat tampon ¢ozeltisi
Tarama araligi dalga boyu:200nm-350nm
Dedektor tipi: Photo diode array(PDA)
Analiz Siiresi: 35dk
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220 nm, 254 nm, 280 nm’ dalga boylarinda kromatogramlar degerlendirilmistir.
Kantitasyon 254 nm’de yapilmistir. Alikonma zamani Cizelge 2.2’ deki gibi

saptanmistir.

Elde edilen penisilin’e ait standart kromatogram Sekil 2.7, penisilin kalintisi

saptanan Ornege ait bir kromatogram Sekil 2.8’de verilmistir.

Sekil 2.7 Penisilin’e ait standart kromatogram

I
15 15
10 10 %
standart
i 3
3 0 14 20 28 30 38

allkanma zaman

Cizelge2.3 Penisilin alikonma zamam

Penisilin 12dk 35sn

Asagidaki sekilde numunede tespit edilen Penisilin G kalintisina ait bir kromatogram goriilmektedir.
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Sekil2.8.Penislin kalintis1 tespit edilen bir 6rnege ait kromatogram

a0 - -SD
40 ; -40
i _ NUMLINE _?D
10 - |'\, L’\ il 10

allkonma zamani

HPLC yontemi ile penisilin kalintilarimin  aranmasinda standartlarin  ¢gesitli
derisimlerde hazirlanarak kullanilmasiyla elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 2.9’da

verilmistir.

Sekil 2.9: Penisilinin kalibrasyon grafigi.

Peniciline

R?=0.9903

Penisilin
600000 100 ppb

/ 50 ppb
500000 / 25 ppb
400000 12.5 ppb
/ 1 ppb
300000 /
200000
100000 /

0

Alan

0 20 40 60 80 100 120
Derigim
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Recovery test: Bu metotda siit 6rneklerine miktarini bildigimiz oranlarda 0.1 ppb,
0.5 ppb, 1 ppb siite ilave ettik bu islemi her bir miktar i¢in 5 kere tekrarladik ve geri
kazang oranlarinin ortalamasim cizelgedeki gibi elde ettik. Saptama sinirin1 0.03 ppb

olarak belirledik.

Cizelge 2.4. Penisilin G geri alma yiizdesi

ilave edilen oran(ppb) Penisilin G geri alma(%)
0.1 95.6
0.5 96.5
1 93.3
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3. BULGULAR

Ankara piyasasinda satisa sunulan seri numaralari ve tiretim tarihleri farkli 100
pastorize siit ile 100 UHT siitiin Charm Rosa test kitleri ile analizi yapilmistir. Bu
calisma sonucuna 26 pastorize siit ve 10 UHT siit ornegi pozitif sonu¢ vermistir.
Charm Rosa test kitleri ile analizi yapilan ve pozitif sonu¢ veren 10 UHT siit ve 26
pastorize siit 6rnegine ait sonuglar Cizelge 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir. Pozitif olarak
degerlendirilen bu ornekler miktar ve antibiyotik ¢esidinin belirlenmesi amaciyla
HPLC yontemiyle analiz edilmislerdir. Arastirmaya pozitif olarak degerlendirilen 36
adet siit ornegi ile devam edilmistir. Charm Rosa test kiti ile antibiyotik varligi
saptanan 10 UHT o6rnegine uygulanan HPLC yontemi analiz sonucu Cizelge 3.3’de,
antibiyotik saptanan 26 pastorize siit orneginin HPLC analiz sonucu Cizelge 3.4’de

gosterilmistir.

Cizelge3.1 Charm Rosa test® Kkiti ile pozitif sonu¢ veren UHT siit 6rnekleri

Ornek no Firma adi B-laktam Tetrasiklin

2 A - +

5 + -
17 C + -
56 D + +
58 E + _
88 A + +
96 F + _
102 G + -
128 H + -
129 I + -
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Cizelge3.2 Charm Rosa test® Kiti ile pozitif sonug¢ veren pastorize siit ornekleri

Ornek no Firma B-laktam Tetrasiklin
49 U - +
103 K + +
132 K + -
154 L + +
156 M + +
158 N + +
161 M + +
167 o + -
171 0] - +
172 K + +
173 U + -
174 P + +
175 K + -
176 U + +
177 N + -
179 U - +
180 P - +
182 N - +
183 U - +
184 K + +
185 0] + -
186 o + +
187 K + -
188 M + +
189 U + -
191 P + -
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3.1 HPLC yontemiyle pastorize siitlerde saptanan antibiyotik kalintilari1 ve
cesitleri

Charm Rosa test kitleri ile pozitif sonu¢ veren 26 pastorize siit Ornegine
uygulanan HPLC yontemi ile saptanan antibiyotik kalint1 diizeyleri Cizelge 3.3’de
verilmistir.

Cizelge 3.3 Charm Rosa test kiti ile pozitif sonug veren 26 Pastorize siit 6rneginin HPLC yontemiyle

elde edilen kalint1 diizeyleri

Ornek no Firma Oksitetrasiklin | Tetrasiklin | Klortetrasiklin | Penisilin
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
49 J 150,79 17,58 9,27 0<0.03
103 K 143,79 0<5 0<5 21,23
132 K 0<5 0<5 0<5 13,18
154 L 201,51 50,43 0<5 25,05
156 M 144,27 44,72 0<5 32,17
158 N 136,47 60,68 0<5 11,91
161 M 174,86 59,84 0<5 19,07
167 0 0<5 0<5 0<5 4,82
171 0 166,09 75,77 0<5 0<0.03
172 K 136,69 69,87 0<5 32,36
173 J 0<5 0<5 0<5 8,57
174 P 318,51 60,61 0<5 4,38
175 K 0<5 0<5 0<5 33,86
176 J 113,77 15,56 0<5 20,47
177 N 0<5 0<5 0<5 22,99
179 J 111,3 66,15 0<5 0<0.03
180 P 142,03 116,26 0<5 0<0.03
182 N 70,87 225,40 0<5 0<0.03
183 J 130,31 57,12 0<5 0<0.03
184 K 113,98 56,12 0<5 4,40
185 o 0<5 0<5 0<5 517
186 0 90,16 124,70 8,39 4,21
187 K 0<5 0<5 0<5 543
188 M 74,17 144,42 8,42 4,28
189 J 0<5 0<5 0<5 4,35
191 P 0<5 0<5 0<5 6,67
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HPLC yontemi kullanilarak incelenen 26 pastorize siit 6rneginin bazilarinda
bir, pozitif 6rneklerin bazilarinda birden fazla antibiyotik kalintis1 saptanmistir. Buna
gore, bu kalintilarin 9’unda yalnizca penisilin kalintisi, 4’iinde yalmiz oksitetrasiklin
kalintisi, 1’inde yalmiz tetrasiklin kalintis1 saptanmis Orneklerin 1’inde hem
oksitetrasiklin hem de tetrasiklin kalintisi, 9’unda hem oksitetrasiklin hem de
penisilin kalintisi, 2’sinde hem tetrasiklin hem de penisilin kalintis1 saptanmustir.
Orneklerde penisilin kalintis1 en diisiik 4.28 ppb, en yiiksek 33.86 ppb, oksitetrasiklin
kalintis1 en diisiik 111.3 ppb, en yiiksek 318.51 ppb, tetrasiklin kalintis1 en diisiik
116.26 ppb, en yiiksek 225.40 ppb diizeyinde goriilirken hicbir ornekte MRL

seviyeleri iizerinde klortetrasiklin kalintis1 saptanamamaistir.

3.2 HPLC yontemiyle UHT siitlerde saptanan antibiyotik kalintilar1 ve cesitleri

Charm Rosa test® kitleri ile pozitif sonu¢ veren 10 UHT siit 6rnegine
uygulanan HPLC yontemi ile saptanan antibiyotik kalint1 diizeyleri Cizelge 3.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4 Charm Rosa test kiti ile pozitif sonug veren 10 UHT siit 6rneginin HPLC yontemiyle elde

edilen kalint1 diizeyleri

Ornek no Firma adi | Oksitetrasiklin | Tetrasiklin | Klortetrasiklin Penisilin

(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)

2 A 430,97 62 0<5 0<5
5 B 0<5 0<5 0<5 36,21
17 C 0<5 0<5 0<5 6,91
56 D 135,89 0<5 0<5 26,74
58 E 0<5 0<5 0<5 11,88
88 A 134,94 0<5 0<5 15,85
96 F 0<5 0<5 0<5 32,63
102 G 0<5 0<5 0<5 26,20
128 H 0<5 0<5 0<5 14,80
129 [ 0<5 0<5 0<5 6,37
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bazilarinda birden fazla antibiyotik kalintis1 saptanmustir.

HPLC yontemi kullanilarak incelenen 10 UHT siit 6rneginin bazilarinda bir,

Bu kalintilarin 7’sinde

yalnizca penisilin kalintis, MRL seviyesi {izerinde yalniz 1’inde oksitetrasiklin

kalintis1 saptanirken birden fazla antibiyotik kalintis1 iceren yalmiz 2 ornekte hem

oksitetrasiklin hem de penisilin kalintis1 saptanmistir. Fakat orneklerin hi¢ birinde

MRL seviyeleri iizerinde tetrasiklin ve klortetrasiklin kalintis1 saptanamamustir.

Cizelge3.5 Firmalara gore MRL seviyeleri iizerinde kalint1 saptanan 6rnek miktarlari

Firma Pastorize UHT

Penisilin Tetrasiklin | Klortetrasiklin | Oksitetrasiklin | Penisilin | Tetrasiklin | Klortetrasiklin | Oksitetrasiklin

G G
A - - - - 1 - - 2
B _ _ _ _ 1 _ _ _
C - - - - 1 - - -
D - - - - 1 - - 1
E _ _ _ _ 1 _ _ _
F _ _ _ _ 1 _ _ _
G _ _ _ _ 1 _ _ _
H _ _ _ _ 1 _ _ _
I _ _ _ _ 1 _ _ _
] 3 - - 3 - - - -
K 16 - - 4 - - - -
L 1 - - 1 - - - -
M3 1 - 2 - - - -
N2 1 - 1 - - - -
0 3 1 - 1 - - - -
F 2 1 - 2 - - - :
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Incelenen toplam 36 siit 6rneginde saptanan antibiyotik kalint1 bulgu sonuclari

Cizelge 3.6’te toplu olarak gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Elde edilen verilerin oransal sonuglari

Antibiyotik Pastorize siit(%) | UHT siit(%) Toplam(%)
Oksitetrasiklin 4 (%4) 1 (%]1) 5 (% 2.5)
Tetrasiklin 1 (%]1) 0 1 (% 0.5)
Klortetrasiklin 0 0 0
Penisilin 9 (%9) 7 (%7) 16 (% 8)
Oksitetrasiklin+Tetrasiklin 1(%1) 0 1 (% 0.5)
Oksitetrasiklin+Penisilin 9 (%9) 2 (%2) 11 (% 5.5)
Tetrasiklin+Penisilin 2 (%2) 0 2(% 1)
Oksitetrasiklin+Tetrasiklin+Penisilin 0 (%0) 0 0(% 0)
Toplam 26 (%26) 10 (%10) 36 (%18)
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4.TARTISMA

Ankara piyasasinda satilan pastorize ve UHT siitlerde bazi antibiyotik
kalintilarinin belirlenmesi amaci ile yapilan bu ¢alismada Charm Rosa Sciences®
test kitleri ile 10 UHT siit orneginde ve 26 pastorize siit orneginde olmak iizere
toplam 36 Ornekte P-laktamlardan penisilin ve tetrasiklinlerden tetrasiklin ve
oksitetrasiklin antibiyotik kalint1 varligi saptanmistir. Orneklerdeki antibiyotiklerin
cesitlerini ve miktarlarin1 belirlemek amaciyla 36 siit 6rnegine uygulanan HPLC
yontemi sonucu bazi Orneklerde bir, bazi Orneklerde birden fazla antibiyotik
kalintisina rastlanilmistir. Buna gore 4’1 (% 2) pastorize siit ve 1’1 UHT siit olmak
tizere toplam 5 ornekte (% 2.5) sadece Oksitetrasiklin’e, pastorize siit orneklerinin
sadece 1’inde tetrasikline, 9’u pastorize siit 7°si UHT siit olmak iizere toplam 16
ornekte (% 8) sadece penisilin, 1 pastorize siit orneginde (% 0.5) hem oksitetrasiklin
hem de tetrasikline, 9’u pastorize siit 2’si UHT siit olmak iizere toplam 11 Ornekte
(% 5.5) hem oksitetrasiklin hem de penisilin, 2 pastorize siit orneginde (% 1) hem
tetrasiklin hem de penisilin kalintis1 saptanmistir. Maksimum kalinti seviyeleri
tizerinde hicbir Ornekte klortetrasiklin kalintis1 tespit edilememistir. Antibiyotik
kalint1 kirliligi olarak degerlendirildiginde 10’u UHT siitte (% 10) ve 26’s1 pastorize
siitte (% 26) olmak iizere toplam 36 Ornekte (% 18) maksimum kalinti seviyeleri

izerinde antibiyotik kalintis1 bulunmustur (Cizelge3.6).

Charm Rosa Sciences® test kitleri ile penisilin, tetrasiklin, ampisilin,
cefquinome, cefazolin, cloxacillin, dicloxacillin kalintilar1 farkli test kitleri ile
saptanabilmekte, HPLC yontemi ile de kantitatif olarak ol¢iimii yapilabilmekte olup
bunun haricinde kalan kloramfenikol, sulfonamid, streptomisin vb. antibiyotik
kalintilarinin saptanamamas1 dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica siitte inhibitor etki
gosteren antiparaziter olarak siklikla kullanilan aym1 zamanda antibiyotik 6zelligi
olan ivermectin’in uygulama sonrasi siitte uzun siire (28-35giin) kalint1 olusturmasi
(Akgiin, 2004; WHO, 1993) yiiziinden fermentasyona olan negatif etkisi ile ilgili

calismalar simirli  sayidadir. Dolayisiyla  siitteki  kalintilarinin — arastirilmast,
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yontemlerin gelistirilmesi ve tiim antibiyotik kalintilarinin saptanabilmesi icin

caligmalara 6nem verilmesi gerekmektedir.

Incelenen 200 siit 6rneginden 36’sinda antibiyotik kalintisinin saptanmasi,
firmalarin siit alim asamasinda otokontrol yapmadiklarini, kisaca sorumsuzlugu
ve/veya Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’min denetimlerinin yetersiz oldugunu ve ilgili
firmalarin, antibiyotik kalintilt siit ile yogurt, peynir. vb. iiriin yapamayacaklarindan,
bilin¢li olarak pastorize ve/veya UHT siit olarak satip kazang elde etmeyi

amacladiklarini ortaya koymaktadir.

Cesitli tilkelerde siit ve siit iiriinlerinin antibiyotik ila¢ kalintilariyla bulagma
sitkligi, aym iilkede yetistiricilerin konuya iliskin egitim diizeylerine, yasal
diizenlemelere ve denetim etkinliklerine gore onemli derecede degisebilmektedir.
(Allison 1985). Nitekim Diinya Saglik Orgiitif WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO), uzmanlar komisyonunca (JECFA) siit hijyenine yonelik olarak hazirlanan
teknik rapor sonuglarina gére ABD, Avustralya, Ingiltere ve Iskocya gibi gelismis
tilkelerde 1962 yilina kadar iiretilen siit ve siit iriinlerinin antibiyotik ilac
kalintilartyla kirlenme sikligt % 13 oranlarinda iken, belirtilen tarihten itibaren
gerekli Onlemlerin alinmasindan sonra iiretilen ayni Uriinlerin kirlenme siklig
ABD’de 1990°da % 0.12, 1996’da % 0.14, 2003’de % 0.067, Italya’da 2003’de
% 0.034, Ingiltere’de 2000 yilinda % 0.03, Isvec’te 1998 ile 2003 yillar1 arasinda
% 0.26 ile % 0.08, irlanda’da 2003 yilinda % 1 ve Kanada’da 2001 ile 2002
yillarinda % O oldugu rapor edilmistir. Aymi rapor kapsaminda hayvan
yetistiricilerinin bilin¢lendirilmesi, hijyenik kosullarin diizeltilmesi ve denetim
etkinlikleri yoniinden yetersiz kalan az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde siit
iriinlerinde karsilasilan kirlenme oraninin; Brezilya’da 2000 ile 2001 yillarinda %
4.3 ile % 50, Hindistan’da 1995’de % 9, Polonya’da % 13 ile % 22, Portekiz’de 1981
ile 1985 yillar1 arasinda % 10 ile % 64, gibi oldukc¢a yiiksek diizeyde olduklari
bildirilmektedir (Ghidini, 2003; Moats ve Romanowski, 1998; Anon, 2004; Leon,
1992; Barbosa ve ark. 1990; Anon 2005b; Anon 2005c¢; Shitandi, 2002 ).

Tiirkiye’de siitlerde antibiyotik madde kalintilarinin belirlenmesine yonelik
olarak yapilmis cesitli ¢calismalar bulunmaktadir. En kapsamli olan1 Tarim ve Koy

Isleri Bakanlig1 koordinatorliigiinde Tiirkiye nin gesitli illerinde bulunan 5 Veteriner
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Kontrol ve Arastirma Enstitiisii ve 9 il Kontrol Laboratuvar tarafindan yiiriitiilen
gidalarda veteriner ila¢ kalinti diizeylerinin tespitine yoOnelik calismadir. Bu
arastirmada 3084 siit Orneg8i penisilin, tetrasiklin ve kloramfenikol kalintilari
yoniinden intertest yontemiyle analiz edilmis ve 377 sinin (% 12) pozitif oldugu
belirlenmistir (Anon, 2005a). Bu % 12’lik kirlenme oraninin, pastorize siitlerdeki
antibiyotik saptama oranimizdan daha diisiik (% 26, Cizelge 3.6), UHT siitlerdeki
bulgularimizdan daha yiiksek oldugu (% 10) goriilmiistiir. Farklihk o donemde
antibiyotik kullanma sikliginin giiniimiizden daha az olmasina ragmen antibiyotik
tedavisi gormiis ineklerden sagilan siitlerin saglam siitlere karistirildiginin ve/veya
antibiyotigin ~ viicuttan  atilma  siirelerine  uyulmadigmin  kamiti  olarak

degerlendirilmistir.

Tarim ve Koy Isleri Bakanliginca kalint1 izleme plani cercevesinde yapilan
analizlerde, 2000 yilinda siit Orneklerinin % 24’iiniin B-laktam ve % 8’inin
siilfadimidin kalintis1 icerdigi bildirilmistir (Anon, 2005a). Tarim ve Koy Isleri
Bakanliginca 2003 yilinda kalinti izleme ilami cercevesinde 2003 yilinda analiz
edilen 194 siit 6rneginin 21 ‘inde (% 10.85), yine Tarim ve Koy Isleri Bakanliginca
2004 yilinda Kalint1 Izleme Plan1 cercevesinde analiz edilen 185 siit drneginde %
14’4 B-laktam pozitif bulunmustur (Anon, 2005a). Tiirkiye genelinde siitlerdeki
penisilin kalinti oranmmin 2000 yilinda % 24 iken, 2004 yilinda % 14 oranina
diigsmesi, calismalarin ve denetimlerin artmasi, dnlemlerin uygulamaya konulmasi
sonucu olarak degerlendirilebilir. Ayrica modern siit fabrikalarinin sayilarinin
artmast, siit toplama merkezlerinin cogalmasi ve bu merkezlerde siit alim esnasinda
antibiyotik varligin1 saptama testlerinin uygulanmaya baglanmis olmasinin diisiiste
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Buna ragmen, calismamizda Ankara’da tiikketime
sunulan pastorize ve UHT siitlerde hala %14.5 oraninda (Cizelge 3.6) ve 4.28 ppb ile
33.86 ppb arasinda degisen diizeyde penisilin bulunmasi, yetistiricilerin bilincinin
artmadigina siit fabrikalarinin kendi denetimlerini etkin yapmadiklarina ve Tarim ve
Koy isleri Bakanligi’nin denetimlerinin esash ve periyodik olarak yiiriitilmedigine

isaret etmektedir.

Aydin ve ark (1989), toplam 204 ¢ig siit drneginde intertest yontemiyle % 44,

agar difiizyon yontemiyle ise % 15.7 oraninda inhibitor madde saptamiglardir. Buna
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karsin arastirmamizda elde edilen verilere gore (Cizelge 3.6) pastorize siit
orneklerinde kalinti oram1 %26, UHT siit 6rneklerinde % 10, toplam siit 6rnegi
sayisina gore % 18 oldugu, sonuclarin Aydin ve ark (1989) intertest yontemiyle elde
ettigi oranlardan diisiik oldugu, agar difiizyon yontemiyle elde ettikleri sonuclara
yakin oldugu goriilmiistiir. Bu durumun farkli materyalin ve yontemlerin sonuclar
arasindaki farkliligindan ve/veya antibiyotigin siitten atilma siiresinin farkliligindan

ileri geldigi diistiniilmektedir.

Ceyhan ve Bozkurt (1987), Ankara piyasasinda satilan 100 cig siit, 50
pastorize siit, 50 UHT siit ornedi olmak {iizere toplam 200 siit 6rnegi iizerinde
yaptiklart c¢alismada, Ornekleri penisilin yoniinden % 5.5 oraninda pozitif
bulduklarini bildirmislerdir. Arastirma verilerinin, bulgularimizdan (Cizelge3.6) daha
diisiik olmas1 yontem farkliligindan, kullanilan yontemin HPLC’ye gore daha az
hasssas olmasindan, antibiyotigin siitten atilma siiresinin farkliligindan ve/veya imha
edilmesi gereken antibiyotikli siitiin karistirlldigi saglam siit miktarinin daha fazla
olmasindan diger bir deyimle diliisyon farklilifindan kaynaklanabilecegi

degerlendirilmektedir.

Pastorize ve UHT siitlerde oksitetrasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve
penisilin kalintilarinin arastirildigr bu calismada penisilin kalintis1 oran1 pastorize
stitlerde % 20, UHT siitlerde % 9 oraninda toplam ornek sayisina gére % 14.5 olarak
bulunmustur. Demet ve ark. (1992)’nin Konya’da faaliyet gosteren ¢esitli mandira ve
stit isletmelerinden getirilen 50 adet ¢ig siit 6rneginde HPLC yontemi ile penisilin G,
ampisilin ve penisilin V kalintilarini arastirdiklar: ¢alismada, siit 6rneklerinin 6’sinda
(%12) penisilin  G-potasyum saptandigini, penisilin 'V ve ampisilin ise
bulamadiklarin1 bildirmislerdir. Elde edilen sonucun calismamizda elde edilen

sonuglara yakin oldugu goriilmiistiir.

Onal ve ark (1993) Ankara’da 444 ¢ig siit 6rnegini intertest ve agar difiizyon
test yontemiyle incelemis ve 39’unun (% 8.78) penislin yoniinden, 24’iinii (% 5.4)

tetrasiklin yoniinden pozitif oldugunu bulmuslardir. Dokuzlu ve Tayar (2001), ise
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Bursa ve cevresindeki ¢ig siitlerde antibiyotik varligim belirlemek amaciyla
yaptiklart ¢alismada 150 siitii intertest ve agar difiizyon yontemiyle incelemisler ve
27 ornegi (% 18) penisilin yoniinden ve 11 ornegi (% 7.33) tetrasiklin yoniinden
pozitif bulmusglardir. Calismamizda toplam 200 siit 6rneginin %14.5’inde penisilin %
4’iinde tetrasiklin kalintis1 belirlenmis olup bu sonuglarin Dokuzlu ve Tayar

(2001)’1n belirttigi diizeylerden daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Tiirkiye’de pastorize ve UHT siitlerde antibiyotik kalintilarinin kantitatif olarak
saptanmasina yonelik simirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Temiz ve Oner (1988)
Ankara’da birisi kamu digeri ozel iki siit isletmesine gelen ¢ig siitleri kalinti
yoniinden incelemisler ve kamuya gelen 182 siit 6rneginin 11’inde (% 6) degisik
diizeylerde penisilin varligimi saptamislardir. Arastirmada; 0.01 IU/mL diizeyinde
penisilin iceren Ornek sayisinin 8 (% 4.39), 0.01-0.05 IU/mL diizeyleri arasinda
penisilin iceren Ornek sayisinin 3 (% 1.65) oldugunu saptamislardir. Yine ayni
calismada ozel isletmeye gelen 153 siit 6rneginin 22’sinde (% 14.3) penisilin
varligina rastlamiglardir. Bunlardan 11 6rnekteki kalintt miktarinin 0.01 IU/mL’den
cok, 8 ornekte 0.01IU/mL’ye esit, 1’6rnekte ise 0.01-0.05 IU/mL arasinda, 1’inin
0.05 IU/mL’den biiyiikk degerde penisilin igerdigini bulmuslardir. Antibiyotik
kalintis1 saptanan ¢ig siitlerin imha edilmedigi vurgulanmayan bir gercektir.
Arastirmamizda elde edilen verilere gore (Cizelge 3.6 ve 3.4 ) UHT siitlerde penisilin
kalintis1 oran1 % 9 olmakla birlikte penisilin miktar1 6.37 ppb-36.21 ppb diizeyinde,
pastorize siitlerde penisilin kalintis1 oran1 % 20, penisilin miktar1 4.21 ppb- 33.86 ppb
diizeyinde belirlenmistir. Temiz ve Oner (1988)’in bulduklari degerler 6 ppb-30 ppb
arasinda degismekte ve hassasiyetlerinin 6 ppb oldugu goriilmektedir. Kullanilan
yontemin farkli hassasiyette olmasi ve caligmada farkli materyal kullanilmig olmasi

calismamizda elde edilen sonuglar arasindaki farkliligin nedenini a¢iklamaktadir.

Pastorize siitlerde  penisilin  kalintist  aranmasina ve diizeylerinin
belirlenmesine yonelik Temiz ve Celik (1990) Ankara piyasasindan temin edilen 77
pastorize siit 6rnegini TTC ile analiz etmisler ve 5 Ornekte (% 6.48) 0.05 IU/ml
civarinda penisilin veya esdeger etkiye sahip antibiyotik bulundugunu saptamislardir.

Benzer bir calismada Ileri ve Karaboz (1993) Izmir piyasasindan toplanan 350
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pastorize siit orneginde penisilin varligini incelemisler ve sonugta 22 siit drneginin
(% 6.28) antibiyotik icerdigini, miktarin ise ortalama olarak 0.06 IU/ml diizeyinde
oldugunu bulmuslardir. Her iki ¢calismada da kalint1 diizeylerinin birinde 30 ppb ile
digerinde 36 ppb diizeyleri arasinda gerceklestigi goriilmiistiir. Arastirmamizda elde
edilen verilere gore (Cizelge 3.1, 3.3) pastorize siitlerde antibiyotik kalintis1 %20 ve
penisilin miktarinin 4.21 ppb ile 33.86 ppb diizeyinde degistigi, penisilin varliginin
kalint1 saptama oraninin yiiksek olmasina karsin, kalint1 diizeylerinin diisiik oldugu
anlasilmistir. Bu farkliligin kullanilan metodun hassasiyetinden ve/veya antibiyotigin
sitten atilma siiresinin  farkliligindan kaynaklanmis olabilecegi  seklinde

diistiniilmiistiir.
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5.S0NUC

Ankara piyasasinda satisa sunulan cesitli firmalara ait seri numaralar1 ve
tiretim tarihleri farkli 100 pastorize siit ve 100 UHT siit orneginde oksitetrasiklin,
tetrasiklin, klortetrasiklin ve penisilin kalintilari kalitatif olarak Charm Rosa System®
test kitleriyle saptanmis ve pastorize siit orneklerinin % 26’sinda, UHT siit
orneklerinin % 10’unda, toplam 36 siit 6rneginde antibiyotik varlig1 belirlenmistir.
Antibiyotik varligi saptanan Orneklerin HPLC yoOntemiyle analizi sonucu,
klortetrasiklin disinda diizeylerinin MRL seviyelerini astigi gozlenmistir. MRL
seviyeleri iizerinde tetrasiklin kalintis1 saptanan orneklerde en diisiik 116.26 ppb, en
yiiksek 225.40 ppb, MRL seviyeleri iizerinde oksitetrasiklin kalintis1 tespit edilen
orneklerde, en diisiik 111.37 ppb, en yiiksek 430.97 ppb, MRL seviyeleri iizerinde
penisilin G kalintisi tespit edilen drneklerde, en diisiik 4.21 ppb, en yiiksek 36.21 ppb
diizeyinde oldugu bulunmustur. Orneklerde saptanan klortetrasiklin  kalinti
diizeylerinin MRL seviyesine ulasmadigi da belirlenmistir. Bulgular hayvan
yetistiricilerinin tam bilin¢lenmediginin, hijyenik kosullarin diizeltilmediginin,
fabrikalarda siit alim asamasinda yapilan otokontrollerin ve Tarim ve Koy Isleri
Bakanliginin denetimlerinin yetersiz oldugunun gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Bu amacla antibiyotiklerin sadece veteriner hekim recetesiyle satilmasi ve tavsiyesi
ile kullanilmas1 zorunlu hale getirilmelidir. Her bir veteriner bazli antibiyotiklerin
viicuttan atilma siireleri beklenmeli ve yetistiricilerin bu konu hakkinda
bilin¢lendirilmesi ve ciddi resmi denetim ve izleme programlarinin uygulanmasi

gerekmektedir.

Calismada i¢cme siitlerinde belirlenen antibiyotiklerin kalitatif ve kantitatif
oranlarinin Tiirkiye’de yapilan diger arastirma sonuclarina gore daha yiiksek
bulundugu, antibiyotiklerin yasal bekleme siirelerine uyulmadigi ve bulunan
degerlerin, Tiirk Gida Kodeksi (2005) Yonetmeligindeki “Hayvansal Kokenli
Gidalarda Veteriner Ilaglart Maksimum Kalinti Limitleri Tebligi”nde bildirilen
degerlerin {iistiinde olmasi nedeniyle, hem yasal yonden, hem de halk saglig

acisindan risk olusturdugu sonucuna varilmistir.

57



OZET

Pastorize ve UHT Siitlerde Antibiyotik Kalntilarmm HPLC Yontemi Ile
Belirlenmesi

Ankara piyasasinda satisa sunulan cesitli firmalara ait seri numaralar1 ve
tiretim tarihleri farkli 100 pastorize siit ve 100 UHT siit orneginde oksitetrasiklin,
tatrsiklin, klortetrasiklin ve penisilin kalintilar1 kalitatif olarak Charm Rosa System
test kitleriyle saptanmis ve pastorize siit oOrneklerinin % 26’sinda, UHT siit
orneklerinin % 10’unda, toplam 36 siit 6rneginde antibiyotik varlig1 belirlenmistir.
Antibiyotik varligi saptanan Orneklerin HPLC yoOntemiyle analizi sonucu,
klortetrasiklin disinda diizeylerinin MRL seviyelerini astigi gozlenmistir. MRL
seviyelri iizerinde tetrasiklin saptanan orneklerde en diisiik 116.26 ppb, en yiiksek
225.40 ppb, MRL seviyeleri iizerinde oksitetrasiklin tespit edilen Orneklerde, en
diisiik 111.37 ppb en yiiksek 430.97 ppb, MRL seviyeleri lizerinde penisilin G tespit
edilen Orneklerde, en diisik 4.21 ppb en yiiksek 36.21 ppb diizeyinde oldugu
gozlenmistir. Orneklerde saptanan klortetrasiklin diizeylerinin MRL seviyesine

ulagsmadigi da belirlenmistir.

Bulunan degerlerin Tiirk Gida Kodeks’inde (2005) Yonetmeligindeki
“Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner Ilaclari Maksimum Kalinti Limitleri
Tebligi’nde bildirilen degerlerin {izerinde oldugu anlasilmistir. Calismada siitlerde
antibiyotik kalinti varliginin Tiirkiye’de yapilan diger ¢alismalara gore daha yiiksek
oldugu, ilaglarin yasal bekleme siirelerine uyulmadig, yetistiricilerin tam olarak
bilin¢glenmedigi, fabrikalarin siit alim asamasinda kendi denetimlerini yapmadiklari
ve Tarim ve Koy Isleri Bakanligimin denetimlerinin yeterli olmadigi sonucuna

varilmistir.

Anahtar kelime; Siit, antibiyotik, kalinti, HPLC, Charm Rosa System
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SUMMARY

Determination of antibiotic residues in pasteurized and UHT milk by HPLC
method

Total of 100 pasteurized and 100 UHT milk samples with different serial
numbers and production dates which belong to various companies at Ankara market
were examined, in milk samples oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline and
penicillin residues were analyzed with the Charm Rosa System®. In 26 % of
pasteurized milk samples and 10 % of UHT milk samples, totally 36 sample,
different antibiotic samples were determined with HPLC method. It was found that
the MRL levels were in exceed of the normal levels except with the
chlortetracycline. It has been observed that minimum level was 116.26 ppb and the
maximum level was 225.40 ppb in the ones with tetracycline, 111.37 ppb and 430.97
ppb in the ones with oxytetracycline, 4.21 ppb and 36.21 ppb in the ones with

penicillin.

It was determined that the values that have been found in the study were over
the value that was declared in the Turkish Food Codex (2005) at “Maximum
Residue Limits of Veterinary Medicinal Products In Foodstuffs Of Animal Origin”
In this study the antibiotic residues in milk samples are higher than the other studies
which were carried out in Turkey. Consequently it is concluded that the legal waiting
period of the medicines are in discordance, the stock farmers are not skilled enough,
the factories are not carried out their routine controls during the stage of trade and

the traceability of the Ministry of Agriculture is unsufficient.

Key Words: Milk, Antibiotic, residue, HPLC, Charm Rosa System.
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