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Ozet

Bu calismada, 120 cig sut ve 7 ticari firmadan saglanan 120 pastérize sitten olugsan toplam 240 adet érnekte ampisilin,
amoksisilin, danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve Kloksasilin kalinti analizi gerceklestirilmistir. Kalinti
analizlerinde ITK ve mikrobiyolojik disk difiizyon teknigine dayali biyootografik (ITK/Biyootografik) yontem kullaniimistir.
Sonuclara gére 1 pastérize sit 6rneginde ampisilin kalintisina rastlanmistir. 239 érnekte hicbir antibiyotik kalintisi
belirlenmemistir. Orneklerin tiimiinde ampisilin ile kirlenme sikigi %0.4 olarak hesaplanmustir.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik, Kalinti, ITK/Biyootografik yéntem, Siit

Determination of Various Antibiotic Residues in Milk Samples
Sold in Ankara Markets by Thin Layer Chromotography and
Bioautographic Method

Summary

In this study, ampicillin, amoxycillin, cloxacillin, danofloxacin, enrofloxacin, erythromycin, florfenicol residue analysis were
carried out in a total of 240 milk samples consisting of 120 raw and 120 pasteurized milk obtained from 7 commercial firms
separate dairying units. Residue analysis were performed by bioautography method based on the combination of thin layer
chromatography and microbiologic disc diffusion test. According to the results, one pasteurized milk samples was found
pozitive for ampicillin. In 239 samples weren’t detected any antibiotic residues. It was calculated that the mean ampicillin
residue incidence of contamination was %0.4 in all of the samples.

Keywords: Antibiotic, Residue, TLC/Bioautografic method, Milk

GIRiS

Son yillarda 6zellikle dinya nifusunun beslenme
ihtiyacini karsilamak amaciyla ciftlik hayvanlarinda has-
taliklarin sagaltimi ve 6nlenmesi, yemden yararlanmanin
artirilmasi, paraziter hastaliklarin kontrolii ve beslenme-
nin desteklenmesi amaciyla ilaglar genis sekilde kullanil-
maktadir *. Ulkeden ilkeye degismekle birlikte, hayvan-
cihikta kullanilan ilag ve yem katki maddelerinin %30’unu
antibiyotiklerin olusturdugu * bunlarin en az %40’nin
koruyucu ve verim arttirici amagla kullanildigi kabul edil-
mektedir *2.

Ulkemizde hayvan sagligina verilen énemin artma-
siyla birlikte antibiyotik kullanimi da artmaktadir. Bu-
nunla beraber, antibiyotik kullanimindan sonra sagilan
sutlerin tiketilmemesi gerektigini cogu Uretici bilme-
mektedir **. Antibiyotiklerin kullanilmalariyla birlikte
toplum saghgini yakindan ilgilendiren ve hatta giderek
evrensel boyutlara ulasan sakincalarini da tartisma
konusu haline getirmektedir ®.

Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi, 6nlenmesi ve
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kontrolii ile gelismenin hizlandirilmasi amaciyla dog-
rudan veya yem ya da suya katilarak uygulanan ilag ve
diger kimyasal maddelerin kullanilmalarini takiben hay-
vanin doku ve organlarinda biriken veya depolanan
degismemis, metabolitleri, parcalanma Urinleri, serbest
veya bagli haldeki ilag ya da kimyasal madde miktarlari
kalinti olarak tanimlanir *.

Antibiyotiklerin ve diger kalintiya neden olan mad-
deler, insan ve gevre saghgl yaninda, iilke ekonomisine
ek yik getirmektedir. Gidalardaki kalintilar insanlarda
alerjiden siddetli zehirlenmelere; ikincil cinsiyet 6zellik-
lerinin gelismesine (disilerde erkeksi, erkeklerde kadinsi
davranislar), tremenin bozulmasina; direngli suslarin or-
taya ¢itkmasina; ince ve kalin bagirsak bakteri toplulugu-
nun degismesine; teratojenik ve karsinojenik etkilere
sebep olabilirler. Ekonomik agidan fermente besin mad-
delerinin (yogurt, peynir gibi) iretilmesinde sorunlar
yasanmasina; direncgli bakterilere karsi yeni ilaglarin
arastiriimasi ve gelistirilmesine neden olur 7°,

Bu ¢alismada veteriner hekimlikte yaygin olarak kul-
lanilan ampisilin, amoksisilin, danofloksasin, enroflok-
sasin, eritromisin, florfenikol, kloksasilin gibi bazi anti-
biyotiklerin sttlerdeki kalinti durumu incelenerek, sit-
lerde gida glivenligi ve toplum saghgi yéniinden yapilan
calismalara katki saglamaya galisilmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada 03.04.2003 ile 30.03.2004 tarihleri ara-
sinda Ankara piyasasinda ¢esitli satis yerlerinden her ay
10 cig siit ve 10 pastorize sit olmak tzere 240 siit 6rnegi
toplandi. Yeni Uretilmis cesitlerden secilmeye ¢alisilan
sut ornekleri analiz edilinceye kadar buzdolabinda (+4°C)
saklandi. Suit érneklerinden antibiyotik kalintilarinin 6zit-
lenmesinde likit kromatografiye 6zel yéntemden yarar-
lanildi ®. Siit 6zUtlerinde bulunan antibiyotik kalintilarinin
tanisi ve yari nicel 6lgiimi icin Neidert ve ark.* tarafindan
gelistirilen yontem kullanildi. Stt 6zitlerindeki antibiyo-
tik kalintilari ince tabaka kromatografisi ile ayrildiktan
sonra, mikrobiyolojik disk difflizyon teknigine dayali
biyootografik yontemle tani ve yari nicel lgiim yapildi.

Ampisilin trihidrat (Sigma, A 6140, %97.4) standart
calisma gozeltisi (0.001-0.005 pg/mL), amoksisilin (Sigma,
A 8523, %93.3) standart ¢calisma ¢ozeltisi (0.1-0.06
ug/mL), danofloksasin (Sigma, D 1356, %100) standart
calisma ¢6zeltisi (0.1-0.7 pg/mL), enrofloksasin (Sigma, E
4140, %100) standart ¢alisma ¢ozeltisi (0.1-0.6 pg/mL),
eritromisin (Sigma, E 8630, %95.5) standart calisma ¢ozel-
tisi (0.5-0.9 pg/mL), florfenikol (Sigma, F 8940, %100)
standart calisma c¢ozeltisi (0.1-0.6 pug/mL), kloksasilin
(Sigma, C 9393, %98) standart ¢alisma ¢ozeltisi (0.05-0.2

ug/mL) ve 6rnek 20x20 cm’lik hazir silikajel G60 (Merck,
1.11845) ince tabaka plakalarina uygulandiktan sonra
gelistirme tanklarina konuldu. Tank 1 igin gelistirme ¢6-
zelti 1: 16 ml Aseton (Merck, 100013) + 20 ml Kloroform
(Merck, 102431) + 27 ml n-Propanol (Merck, 100997) +
16 ml impregnanat Sivisi. impregnanat Sivisi: 19 ml 0.1
N’lik fitalat tampon + 1 ml Gliserin. 0.1 N’lik fitalat tam-
ponun hazirlanmasi 2.0423 mg potasyum hidrojen fitalat
(Merck, 4874) 25 ml’lik cam balona tartilip Gzeri distile
su ile tamamlanarak hazirlandu. Isi ile erimesi saglandik-
tan sonra 50 ml’lik cam balona siiziildi. Ustii distile su
ile tamamlandi. Tank 2 igin gelistirme ¢ozelti 2: 49 ml
Kloroform + 30 ml Metanol + 20 ml Aseton + 1 ml Gliserin
(Merck, 818702). Ampisilin, amoksisilin, florfenikol ve
kloksasilin standartlarinin uygulandigi iTK plakalari Tank
1’e, eritromisin, danofloksasin ve enrofloksasin standart-
larinin uygulandigi iTK plakalari ise Tank 2’ye konuldu.
Cozelti sinir 15 cm yikselinceye kadar beklendi. Gelistir-
me asamasl tamamlandiktan sonra plakalar tanklardan
¢ikartildi. Tank 1’den cikartilan plaka oda isisinda 2.5 saat,
Tank 2’den ¢ikartilan plaka ise 2 saat kurumaya birakildi.
Kuruma asamasi tamamlandiktan sonra biyootografiye
gecildi. Agar 120°C’de 1 atmosfer basinci altinda 15 daki-
ka tutularak steril hale getirildi (Etliv; Dedeoglu). Agarin
pH’s1 7.2’ye ayarlandi. Bacillus subtilis ATCC 6633 (Etlik
Merkez Kontrol ve Arastirma Enstitlsl) sporlari Giremesi
icin gereken sicakliga kadar (32-38°C) suyla arada sirada
temas ettirilmek suretiyle isisi distrildi. Agarin her 100
ml’sinde 100 pl B. subtilis spor siispansiyonu eklendi.
Agar onceden steril hale getirilmis biyoplaklara homojen
bir ylizey olusturacak sekilde dokildi. Agarin katilasmasi
icin 20 dakika beklendi. Farkli yogunluklarda hazirlanan
standart antibiyotik ekimi yapilan iTK plakalari besi yeri
ylzeyine kapatilarak 20 dakika bekletildi. Bekletme sii-
resi sonunda ince tabaka plakalari biyoplaklardan kaldi-
rildi. inkiibasyon (37°C’lik etiivde 16 saat) asamasindan
sonra, inhibisyon alanlarinin gaplari kompas ile olguldu.
Antibiyotikler degisik yogunluklarda temiz sit 6rnek-
lerine katilip yontemde izlenen yol takip edilerek geriye
kazang denemeleri de yapildi.

Calismada elde edilen verilerin istatistiki yonden kar-
silastirilmasi ki-kare testiyle (MINITAB, Release 12.1,
Minitab Inc.) yapildi *.

BULGULAR

Antibiyotiklerin iTK’de ayrilmasi

Antibiyotik standartlari ile hazirlanan uygulama ¢ozel-
tilerinin ITK plakalari Tank 1 ve 2’ye yerlestirilerek gelis-
tirme yapildi. Biyootografik asamasindan sonra ampisilin,
amoksisilin, kloksasilin, florfenikol Tank 1’de; dano-
floksasin, enrofloksasin ve eritromisin ise Tank 2’'de gelis-
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tirildiginde takdirde Biyootografik asamada daha iyi
sonug verdigi bulundu. ITK/Biyootografik yontem ile
ampisilin, amoksisilin, danofloksasin, enrofloksasin,
eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalintilarinin aran-
masinda kullanilan standartlarin yénteme uygulamasi
sonucunda farkli yogunluklarda hazirlanan antibiyo-
tikleri Rf degerleri ve inhibisyon zon caplari Tablo 1'de
verilmistir.

Tablo 1. Farklt yogunluklarda hazirlanan antibiyotik
standartlarinin Rf degerleri ve inhibisyon alan ¢aplart

Table 1. Rf values and inhibition zone diameters of antibiotic
standarts prepared in different concentration

Etkin Doz Miktari Rf Degeri inhibisyon Zon
Madde (ng/ml) (cm) Caplari (cm)
Ampisilin 0.002-0.005 0.72-0.76 0.3-1.0
Amoksisilin 0.03-0.06 0.85-0.91 0.5-1.3
Danofloksasin 0.4-0.7 0.11-0.15 0.3-1.0
Eritromisin 0.1-0.5 0.22-0.23 0.35-1.0
Enrofloksasin 0.5-0.8 0.46-0.48 0.6-1.1
Florfenikol 0.2-0.5 0.46-0.49 04-1.1
Kloksasilin 0.06-0.1 0.26-0.33 0.5-1.0

Sut 6rnegi 6zutlerinin uygulanmasiyla hazirlanan biyo-
plaklarda olusan inhibisyon alanlarinin degerlendi-
rilmesinde ayni plakalarda kontrol ve yari nicel dlgim
amaciyla incelenen antibiyotiklerin EKEY temel alin-
mustir. incelenen 7 antibiyotik icin geri kazang orani %60-
100 arasinda degismektedir. Ayrica, fazla miktarda anti-
biyotik iceren sitlerde, biyootografi plakasinda genis
inhibisyon zonlari meydana gelmesi durumunda sutlerin
1/5-1/10 oraninda seyreltilmesi gerekmektedir. Degisik
miktarlarda eklenen antibiyotiklerin EKEY’lari, Rf deger-
leri ve geri kazang ylizdeleri Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Siitte aranan antibiyotiklerin en kiiclik etkili
yogunluklart (EKEY). Rf degerleri

Table 2. Minimal inhibitory concentrations (MICs). Rf values.
Antibiotics investigated in milk

Etkili EKEY Rf Degeri  Geri Kazang
Madde (mg/ml) (cm) (%)
Ampisilin 0.002 0.72 90-95
Amoksisilin 0.03 0.85 80-90
Danofloksasin 04 0.10 100
Eritromisin 0.1 0.22 75-84
Enrofloksasin 0.5 0.46 100
Florfenikol 0.2 0.47 60-75
Kloksasilin 0.06 0.26 78-84

Siitte Antibiyotik Kalintilari

Yapilan analizlerde sadece bir pastorize st 6rnegine
ait 6zt biyoplakta ayni Rf degerini belirten 0.5 cm ¢a-
pinda inhibisyon alani belirlenmistir. Kontrol biyoplak-

189
TEMAMOGULLARI, KAYA

larla karsilastirildiginda bunun ampisilin’in Rf degeriyle
uygunluk gosterdigi dikkati cekmistir. Diger stt ornekle-
rinin higbirinde herhangi bir inhibisyon alani gorilme-
mistir. Ampisilin standart egrisi ile karsilagtirilmasi duru-
munda, 6rnegin 300 pg/L miktarda kalinti icerdigi hesap-
lanmistir. Toplam analiz 6rnegi sayisina gore antibiyo-
tikle kirlenme sikhg %0.4 olarak belirlenmistir. incelenen
antibiyotiklerin biyoplak Rf degerlerine uymayan lekeler
dikkate alinmamuistir.

TARTISMA ve SONUC

Hayvansal lrinlerde bulunan antibiyotik kalintila-
rinin insan saghgi lGzerindeki istenmeyen etkilerinden
dolayi, hayvansal dokularda ve biyolojik sivilarda ana-
lizlerinin yapilmasi giderek 6nem kazanmistir ®. Hayvan-
sal besinlerde antibiyotik kalintilarindan arindirilabilmesi
icin uygulanmasi gereken “yasal bekletme siiresi”, ilagla
tedavinin durdurulmasi ve besinlerde bulunmasina izin
verilen kalinti miktarlarinin sinirlarinin belirlenmesi ama-
ciyla yapilan analizler gida glivenligi ve toplum saghgi
yoniinden yapilan ¢alismalara katki saglar **. Calismada
kullanilan yonteme ve analiz sonuglarina iliskin verilerin
benzeri yontemler ve sonuglarla karsilastiriimasinda yarar
gorilmustar.

Yapilan bir calismada *, ince tabaka kromatografisi
kullanarak sitte eritromisin icin geriye kazanci %51
olarak belirlemislerdir. Baska bir ¢calismada *, cift iyonlu
sivi kromatografi kullanarak inek sitiinde enrofloksasin
ve metaboliti olan siprofloksasinin analizlerinde geriye
kazanci sirasiyla %92-102, %92-105 olarak belirlenmistir.
iTK/Biyootografik yontem kullanarak yapilan bu calis-
mada geri kazan¢ ampisilin icin %90-95; amoksisilin i¢in
%80-90; danofloksasin icin %100; eritromisin icin %75-
84; enrofloksasin icin %100; florfenikol icin %60-75;
kloksasilin igin %78-84 olarak bulunmusgtur. Yukaridaki
calismalardaki verilerle karsilastirildiginda, genellikle
benzerlik bulundugu anlasiimistir.

Ampisilin ile ilgili kalinti calismalarinda sit érnekle-
rinde yapilan hizl silindir plak mikrobiyolojik yontem ile
0.0025-0.04 pg/ml °; dizlemsel kromatografi yontemini
kullanarak yapilan ¢alismada siitlerde 4 pg/L miktarinda
ampisilin belirlenmistir **. Sagim dénemindeki ineklerde
etiket disi ampisilin (IM yolla 22 mg/kg) uygulanma-
sindan 156 saat sonra topladiklari sit érneklerinde sivi
kromatografisi ile 2-5 ppb miktarlarinda antibiyotik
kalintisi bulunmustur *. Biyootografik/Elektroforetik
yontem ile sitte yapilan analizlerde 20 ppb ampisilin
belirlenmistir . HPLC/Biyootografik yontemi ile ¢ig sut
orneklerinde 0.002 pg/ml miktarinda ampisilin bulun-
mustur *. Konya ilinden toplanan 50 sit 6rneginde HPLC
ile ampisilin kalintisi yoniinden incelenen ¢alismada
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ampisilin kalintisi bulamadiklari bildirilmistir *°.

Amoksisilin ile ilgili kalinti ¢alismalarinda, Biyooto-
grafik/Elektroforetik yontem ile sutte yapilan analizlerde
30 ppb amoksisilin saptamislardir 7. HPLC yontemi ile ¢ig
sutlerde yapilan calismada 1.4 pg/L miktarinda amoksi-
silin bulunmustur .

Eritromisin ile ilgili kalinti ¢alismalarinda, Micrococcus
lutea susunun kullanildigr mikrobiyolojik analizlerde 0.05
ug/ml ; siit 6rneklerinde ITK yéntem ile 0.02 mg/kg *;
HPLC/Biyootografik yontemi kullanarak ¢ig siit or-
neklerinde 0.004 pg/ml miktarinda eritromisin bulun-
mustur %,

Ulkemizde yedi ticari firma ve 9 ayr sutciliik biri-
minden elde edilen 75 ¢ig ve 14 pastorize toplam 89 siit
orneginde kloramfenikol kalintisi yoniinden yapilan
calismada, ITK/Biyootografik yéntemle 6 siit 6rneginde
0.8-1.6 ppm yogunlugunda kloramfenikol kalintisi bu-
lunmustur .

Bursa ve ¢evresinde toplanan 150 adet ¢ig stit 6rne-
ginde yapilan bir ¢alismada, intertest yontemi kullani-
larak st 6rneklerinin 2’sinde kloramfenikol kalintisina
rastlanmistir =,

Konya’da faaliyet gosteren c¢esitli mandiralardan
toplanan 61 sit 6rneginde HPLC ile kloramfenikol
yoninden yaptiklari ¢alismada, 28 siit 6rneginde
kloramfenikol kalintisi belirlenmistir .

Ankara ve gevresinde st sigircihigl yapilan kamu ve
ozel sektore ait isletmelerden saglanan 444 ¢ig ve
pastorize sit 6rneginde intertest ve Ugcll plak testleriyle
kloramfenikol kalintisi yoninden yapilan ¢alismada,
intertest yontemiyle 78 pozitif (%17.56), 65 stpheli
(14.63), 301 negatif (67.79), B. subtilis ile yapilan UglQ
plak yontemiyle 24 (%5.40) pozitif, 1 stpheli (%0.22),
419 (%94.36) negatif sonug belirlenmistir. Bu farkhhgin
uygulanan yéntemden, 6rnek alma zamanindan ve
isletmelerden kaynaklandigi ifade edilmistir 3.

Kloksasilin ile ilgili kalinti calismalarinda Bacillus
stearotermophilus susunun kullanildigi hizli silindir plak
mikrobiyolojik yontem ile analizi yapilan sitlerde 0.03-
0.48 pg/ml kloksasilin kalintisi belirlenmistir . Biyooto-
grafik/elektroforetik yontem ile sitte yapilan analizlerde
30 ppb kloksasilin bulunmustur ¥. Delvo-SP testine gore
ornek sutlerde kloksasilin 0.026 pg/ml kalintisi bulun-
mustur . HPLC yontemi ile ¢ig sutlerde yapilan ¢alis-
mada 1.4 pg/L miktarinda kloksasilin bulunmustur .

Turkiye’de yapilan calismalardan elde edilen benzeri
sonuglarla karsilastirildiginda bu ¢alismada sit 6rnek-
lerinde antibiyotik kalintilarina rastlanma sikhginin di-

gerlerinden son derece dislik oldugu; bir pastoérize sit
orneginde dlclilen 300 pg/L miktarindaki ampisilin kalin-
tisi son derece yiksek olarak degerlendirilmistir. Bu mik-
tar Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore hazirlanan
tebliginde ° belirtilenin 75 katidir. Bu miktar pastorize
isleminin hatali yapildigini ya da yeterli pastorizasyon
isleminin yapilmadigi ve dolayisiyla halk sagligi baki-
mindan da son derece dnemli olarak degerlendirilmistir.
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