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ONSOZz

Siit, yeterli ve dengeli beslenmenin temel bilesenleri olan protein, yag, laktoz,
vitaminler ve mineralleri iceren en 6nemli besin kaynagidir. Son yillarda kegi siitii ve
trlinlerine godsterilen ilgi, insan sagligina olan yararli yonlerinin gosterilmesiyle
birlikte daha da artmistir. Bu durum, kegi siitii liretiminin artmasina ve Diinya toplam
slit tiretiminin de %?2,2’sini olusturmasina yol agmistir. Hayvanlarda ¢esitli amaglar
icin kullanilan ilaglar, hatali ve bilingsiz kullanilmalar1 sebebiyle hayvansal
tiriinlerde kalint1 birakarak gerek insan sagligin1 olumsuz yonde etkilemekte gerekse
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Bu ¢alisma ile; Ankara, Cankir1 ve
Kirikkale’de satisa sunulan ¢ig keci siitii 6rneklerinde, hayvanlarda en sik kullanilan
bes antibiyotik grubunu temsilen birer etken maddenin (enrofloksasin,
stilfametoksazol tilozin, penisilin G, oksitetrasiklin), sttlerdeki kalint1 diizeylerinin

HPLC yontemi ile belirlenmesi hedeflenmistir.

Tez ¢alismamda bilimsel yardim ve katkilarini esirgemeyen basta danisman
hocam Sayin Dog.Dr. Levent ALTINTAS olmak iizere; Tez izleme Komitesinde yer
alan Saym Prof.Dr. Ender YARSAN ve Prof.Dr. Adnan SEHU’ya, Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri, Ogretim Elemanlar1 ve galisanlarina,
laboratuvar ¢alismalar1 asamasinda destek olan Saym Doc.Dr. Hiisamettin EKICI ve

Dr. Yasar ALUC'a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Siit, memeli canlilarin gebeligi takiben meme bezlerinde sivi halde olusturmus
olduklar1 biyolojik bir maddedir. Blnyesinde neredeyse tiim besin maddelerini
barindirir. Aslinda bu sivinin asil salgilanma veya iiretilme amaci, yeni dogmus olan
yavrunun, hem immiinolojik agidan dis diinyaya adaptasyonunu saglamak hem de
yavrunun temel besin ihtiyaglarini karsilamaktir. Hayvan siitleri igerisinde kegi sitd,
insanlar icin, anne siitiine en yakin slt olmasiyla sebebiyle ayri bir 6neme sahiptir.
Yine bununla birlikte inek sitiine gore; ¢ok daha az alerjik etkiye ve trans yag
oranina sahip olmasi ile sindirile bilirliginin daha yiiksek olmasi 6nemini daha da
artirtr. Trans yag asidi oranimin inek siitiine gore diisiik olmasi, ayn1 zamanda kalp
hastaligina yol agma riski de disiiriir. Bu sebeple; son yillarda kegi siitii ve
tiriinlerine gosterilen ilgi, insan sagligina olan yararli yonlerinin gosterilmesiyle
birlikte daha da artmistir. Bu durum, keci siitii iiretiminin Diinyada 1991 ve 2011
yillar1 arasinda yaklasik %70 oraninda artmasina ve Diinya toplam siit iiretiminin de
%2,2’sini olusturmasma yol agmustir. Tiirkiye Istatistik Kurumu 2019 verilerine
gore; keci sutinun, toplam sit Gretiminde %2,5°’lik bir oran1 olusturdugu
bildirilmistir. Durum teknolojik a¢indan degerlendirildiginde; kegi sitlerinden
sterilize ve pastorize igme siitli, yogurt, peynir, dondurma ve sitli tathilarin
Uretebildigi ve yine kegi sitiinin atopik hastalarmin kullanabilecegi el ve banyo
sabunlari, el ve yiiz nemlendiricileri gibi kozmetik iirlinlerin imalatinda da yer aldig
bildirilmistir (Akan ve Kinik, 2015; Altun ve Sarici, 2017; Anitas ve ark., 2018;
TUIK, 2020; Yaral1 ve ark., 2013; Yilmaz ve ark., 2018).

Hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, engellenmesi ve hastaliklardan korunma,
gelisiminin  hizlandirilmasi, paraziter hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve
beslenmenin desteklenmesi gibi amagclarla ilag, hormon, vitamin ve mineral maddeler
kullanilir. Tlag kullanildig siirece; 6zellikle gida degeri olan hayvanlarda, hayvansal
tiriinlerde kalintt sorununun olabilecegi de bir gergektir. Hayvanlarda kullanilan bu
maddeler icerisinde de en yiiksek orani antibiyotikler olusturur (Kaya ve Unsal,

2013; Sen, 2013). Avrupa Birligi mevzuati kapsaminda kalint1; farmakolojik etkiye



sahip drtinler ve onlarin metabolitleri ile insan saglig icin muhtemel zararlari olan ve

hayvansal iiriinlere gegebilen maddeler olarak tanimlanir (Serratosa ve ark., 2006).

Gidalardaki ilag¢ kalintis1 sorununa ilk bilingli yaklagimin, 1900°1i yillarda
“trematol” adli bitki kaynakli bir maddenin yeni buzagilayan ineklerde
kullanilmasimi takiben, bu maddeyi iceren siti tlketen insanlarda zehirlenmelerin
goriilmesiyle basladigi kabul edilse de; gercek anlamda kalinti kavrami, 1950°1i
yillarda penisilinin mastitisin tedavisinde kullanimi ile 6nem kazanmistir. Penisilin
kullaniminin yayginlagsmasi ve buna bagl olarak siit tiikketen kisilerde ortaya ¢ikan
alerjik olaylarin artmasi ve yine sit Ortnlerindeki penisilin kaynakli ekonomik
kayiplarm ortaya ¢ikmasi ile birlikte, ila¢ kalintilarinin dnemi daha da anlasilir hale
gelmistir. Yine bununla birlikte; kaynatma, pisirme, kavurma, dondurma ve haslama
gibi cesitli 1s1 uygulamalarinin, gidalardaki kalinti seviyelerinde c¢ok etkin bir
azalmaya neden olmadigi veya tam olarak ¢oziim olusturmadigi da gesitli
aragtirmalarla ortaya konmustur (Cakir, 2008; Diserens ve ark., 1995; Kaya ve ark.,
1998; Samanidou ve Nisyriou, 2008; Sen, 2013).

1.1. Kegi SUtii

Ozellikle alerjik reaksiyonlara karsi duyarli olan insanlarda, inek siitiine
alternatif olarak keci sutl tuketilir. Ayni1 zamanda kegi sutl; giinliik alinmasi gereken
kalsiyum, fosfor gibi mineraller ve esansiyel proteinler agisindan da zengin bir
icerige sahiptir. Bu sebeple de ozellikle gelismekte olan Ulkelerde ve yine inek st
tiketme imkani diisiik olan toplumlarda 6nemli bir rol Gstlenir. Biyolojik aktif
Ozellikleri bakimindan kegi sitd; insan ve inek siitliiyle karsilastirildiginda, kendine
0zgu bir oOzellige sahiptir. Bu 0zglnlik, kegi siitiiniin belirgin alkali ozelligi
sayesinde yuksek tamponlama kapasitesine sahip olmasi, yag molekiillerinin kiigiik
capli olmasi sebebiyle yuksek sindirilebilirligi, besleyici degeri ve farmakolojik
etkisi ile ilgilidir. Bu sebeple de kegi sttt ve trtinlerinin tiketimi her gegen glin daha
da artmaktadir (Park ve Haenlein, 2006; Telli ve Dogruer, 2014; Yarali ve ark.,
2013).



1.1.1. Kegi Sutin Ozellikleri

Sut, yeterli ve dengeli beslenmenin temel bilesenleri olan protein, yag, laktoz,
vitaminler ve mineralleri i¢eren en 6nemli besin kaynagidir ve viicudun, dislerin ve

kemiklerin gelismesini destekleyen 6nemli besinlerden birisidir (Onal, 2005; Ozcan

ve ark., 1998).

Kegci sutleri kazeinli sutler grubunda yer alir. Bilesimine bakildiginda kuru
maddesinin ortalama olarak % 12,5 civarinda oldugu ve bu toplam kuru maddenin de

ortalama olarak % 4 yag, % 3,3 protein, % 4,1 laktoz ve % 0,8 kil igerdigi

bildirilmistir (Raynal ve ark., 2008).

1.1.2. Kegi Sutun Kimyasal Bilesimi

Keci sutlnin bilesimi, yetistirildigi tilkeye ve irka gore farklilik gosterir.

Bilesimi yoniiyle inek ve anne suti ile Karsilagtirmasi Cizelge 1.1'de verilmistir

(Altun ve Sarict, 2017; Jenness, 1980; Kosum, 2010).

Cizelge 1.1. Anne sutd, inek sitl ve Kegi siitiiniin bilegimi.

Icerik Anne siitii Kegi stitii Inek siitii
Kuru Madde 12,4 12,48 12,69
Protein (g) 1,22 3,34 3,42
Yag (9) 3,6 38 3,7
Albumin + Globulin 0,70 0,43 0,60
Laktoz 6,72 4,08 4,78
Kazein 0,40 2,47 2,63
Mineral Madde 0,31 0,79 0,73
Kalsiyum (mg) 32 134 119
Fosfor (mg) 14 111 93
Klor 0,06 0,154 0,105
Demir () 0,03 0,04 0,05
Magnezyum (mg) 3 14 13




Potasyum (mg) 51 204 152
Vitamin A (IU/g yagda) 245 185 126
Vitamin D (IU/g yagda) 0,27 0,07 0,07
Vitamin B1 (mg/100 ml) 17 68 48
Vitamin Bg 0,01 0,05 0,04
Kalori (mg) 70 69 61

Kegi siitli aslinda yag, laktoz ve protein agisindan inek siitiine benzer ve her
ikisi de anne sutline gore daha az laktoz icerir. Protein yonlnden ise keci sutl ve inek
slitli, anne siitiine gore daha zengindir. Kegi siitlinlin 6zgiil agirligr 1,0264 ile 1,0425
arasinda degisir ve yiizey gerilimi de inek siitiine benzerdir. Peynir iiretiminde
kullanilan peynir mayasina kars1 keci siitii, inek siitiine oranla yaklasik iki kat daha
duyarlidir; yani, peynir yapiminda kullanilan maya miktar1 kegi siitiinde inek siitiinde

kullanilanin yarist kadardir (Altun ve Sarici, 2017).

1.1.3. Kegi Siitiiniin insan Beslenmesinde Onemi

Keci siitii, igerdigi yag ve proteinlerin homojen bir yapir gostermesi ve
bilesimindeki yag kiireciklerinin kii¢iik olmasi sebepleriyle inek siitiine gore daha
kolay sindirilebilir. Yine kegi sttiinin mide asidi gibi kuvvetli bir aside maruz
kalmasi halinde olusacak olan pihti, cok yumusaktir ve homojen bir yap1 gosterir ve
bulundugu asitli ortamda da hizli ¢oziiniir. Bu olumlu 6zelligi sebebiyle de 6zellikle
sindirim giicligii ¢eken hastalar, mide rahatsizligi bulunanlar ile bebeklerde daha
fazla tercih edilir. Bebek mamalarinin yapiminda da bu 6zelliginden yararlanilir
(Yarali ve ark., 2013).

Kegci siitil, icerdigi fosfat yoniiyle de 6nem tasir. Bu baglamda, et ve balik yeme
aliskanlig1r olmayan bireylerde ortaya c¢ikabilecek olan fosfat yetmezligine karsi da
alternatif bir iirlin olarak degerlendirilebilir. Kegiler duyarlilik bakimindan
tiiberkiiloza karsi, ineklere nazaran oldukc¢a dayaniklidir. Bu sebeple de inek sitiine
gore tuberkuloz etkenlerini ihtiva etme yoniyle cok daha guvenlidir. Anne siitiine

benzerligi sebebiyle bebek mamalarinin yapiminda da siklikla tercih edilir. Olumsuz



olarak degerlendirilebilecek yonleri ise; demir ve mangan yoniinden yetersiz olmasi
ile basta Bi» vitamini olmak iizere bazi vitaminler yoniiyle de fakir olmasidir. Bu
sebeple uzun siire tiiketildigi hallerde, kiside kansizlik gorulebilir (Yarali ve ark.,
2013).

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakterilerin biiyiimesini engelleyen veya onlar1 yok edebilen
sentetik veya dogal antibakteriyel molekiiller olarak tanimlanir (Kaya, 2014).

Antibiyotikler bakteriler Uzerine olan etkileri yonuyle bakterisidler ve
bakteriyostatikler diye ikiye ayrilirlar. Bu smiflandirma cgergevesinde; bakterisid
etkili ~ olanlar  igerisinde  penisilinler, aminoglikozidler, sefalosporinler,
florokinolonlar, vankomisin ve basitrasin yer alirken, bakteriostatik etkili olanlar
icerisinde ise makrolidler, tetrasiklinler, stilfonamidler, linkozamidler, fenikoller, yer
alir (Karacgal, 2004; Kaya, 2014; Kayaalp, 1998).

Antibiyotikler etki spektrumuna gore ise dar, genis ve genisge etki spektrumlu
olmak Uzere Uge ayrilirlar. Bu siniflandirma igerisinde veteriner hekimlikte genellikle
genis etki spektrumlu antibiyotikler daha cok tercih edilir ve bu sebeple de yan

etkiler yoniiyle dikkat edilmesi gerektigi hususu akilda tutulmalidir (Kaya, 2014).

Antibiyotikler etki sekillerine gore ise;

e Hiicre duvari sentezini engelleyenler (penisilin, basitrasin ve sefalosporin),

e Hiicre zar1 gegirgenligini degistirenler (polimiksin, nistatin, kolistin),

e Nikleik asit sentezini 6nleyenler (kinolon, aktinomisin, rifamisin,)

e Ara metabolizmay: bozanlar (stilfonamid, trimetoprim, izoniazid) ve

e Protein sentezini engelleyenler (makrolid, tetrasiklin, fenikol, aminoglikozid,
linkozamid) diye siniflandirilirlar (Kaya, 2014).



Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi ciftlik hayvanlarinda da antibiyotikler
yaygin kullanilir. Gida degeri tasiyan hayvanlarda bu grup ilaclardan 6zellikle bes
ana grup (aminoglikozidler, beta-laktamlar, makrolidler, sulfonamidler ve
tetrasiklinler) altindakiler daha sik tercih edilir (Avct, 2010).

1.2.1. Gidalarda Antibiyotik Kalintisi

Hayvanlarda hastaliklarin tedavisi, onlenmesi, kontrol edilmesi, gelismeyi
hizlandirmak i¢in dogrudan veya su ya da yeme katilarak kullanilan ila¢ ve kimyasal
maddelere bagli olarak; hayvanlarin doku ya da organlarinda, kullanilan bu maddeler
ve metabolitleri bagli veya serbest halde bulunarak, kalint1 sorununun gelisimine yol
acarlar. Gida maddelerindeki ilag kalintilari; tiiketici sagligint ve refahini etkilemesi,
ilke ekonomisini ilgilendirmesi ve Uluslararasi bir boyutunun da olmasi yoniiyle
oldukga énem arz eden bir durumdur. Ilag kullamldig: siirece, hayvansal kaynakli
gidalarda ilag kalintilar1 bulunacaktir; dnemli olan kalintilarin sikligini ve diizeyini
kontrol altinda tutmaktir. Gidalarda bulunmasina izin verilen miktarin tizerindeki
kalintilar ancak toksikolojik yonden tlketiciler icin potansiyel bir tehlike
olustururlar. Bu noktada kullanilan bu maddelerin gidalarda bulunmalarina izin
verilen tolerans degerleri onem kazanir. Belirtilen sinir degerin altinda kalan kalinti
miktarlart toksikolojik ag¢idan O6nem tasimaz (Altintag, 2015; Avci, 2010; Kaya,
2014).

1.2.2. Ila¢ Kalintilariin Bashca Sebepleri

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 1970’1i yillarda Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan yapilan bir aragtirma sonucuna gore kalinti olaylarinin baslica

nedenleri arasinda:

® % 76’sinda kesim Oncesi bekletme suresi ile slt ve yumurtanin tiiketilmeme

stiresine uyulmamasi,



® % 12’sinde yem fabrikalarindaki uygulama hatalari,

® % 6’sinda yem depolarmin iyi temizlenmemesi,

® % 6’sinda da hatali ilag kullanimi (asir1 doz veya amag disi kullanim) yer

alir.

Kalintinin ortaya ¢iktig1 olaylar degerlendirildiginde; olaylarin % 10-15’inde

Veteriner Hekimlerin, % 85-90’inda ise hayvan yetistiricilerinin sorumlu oldugu

bildirilmistir. Ayrica tedavisi devam eden hayvanlarin satilmasi, kuru donemin kisa

siirmesi veya erken buzagilama gibi durumlarin da kalintiya neden oldugu da
belirtilmistir (Avci, 2010).

FDA’ya gore siitte antibiyotik kalintisi bulunmasinin en biiyiikk nedent,

mastitisin kontroltinde antibiyotiklerin uygun olmayan bir sekilde kullanilmasidir. Bu

durumun tedavisinde ise en ¢ok kullanilan ilaglar; basta beta-laktam antibiyotikler

olmak zere, stilfonamidler, tetrasiklinler, makrolidler ve aminoglikozidlerdir.

Siitte antibiyotik kalintis1 bulunmasinin baslica nedenleri (Kafali, 2008);
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Izin verilen ilaglarin gereginden yiiksek dozda kullanilmast,

Tedavi edilen hayvanlarin kaydedilmemesi veya isaretlenmemesi,
Prospektiiste bildiren ilag kalint1 arinma siiresine uyulmamasi,

Herhangi bir nedenle ilag klirensinin uzamasi,

Sagim ekipmanlarinin antibiyotiklerle kontaminasyonu,

Antibiyotiklerin birlikte kullanildigi durumlar,

Antibiyotik bulasmig siitin, sagim hatasi nedeniyle toplama tankina
aktarilmasi,

Prospektisteki talimatlara gore antibiyotiklerin kullanilmamasi,

Sadece ilagla tedavi edilen meme loblarinda bulunan sitlerde ilag arinma
siiresine uyulmasi, diger loblardaki siitlerde bu hususun g6z ardi

edilmesidir.



1.2.3. Gidalarda Antibiyotik Kalintisina Bagh Gelisebilen Olumsuzluklar

1.2.3.1. Allerjik Reaksiyonlar

Gidalarda kalint1 yoluyla alinan pek c¢ok ila¢c veya kimyasal madde, bagisiklik
sistemi Uzerinde genellikle uyarici etkiye yol agarak, alerjik tepkimelerin
tetiklenmesine sebep olurlar. Orn, cok kiigiik miktarlarda dahi alinsalar penisilinler,
6lume kadar gidebilecek ciddi alerjik tepkimelere neden olabilir. Yine benzer sekilde
kloramfenikol, kemik iliginde baski ile sonuglanan alerjik tepkimelere yol acar ve bu
sebeple de ginimizde gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmigtir
(Aycan, 2016; Kaya ve Unsal, 2013; Senyuva ve Gilbert, 2015; Yarsan, 2014).

1.2.3.2. Bakterilerde Direncli Suslarin Ortaya Cikmasi

Et, sut gibi hayvansal kokenli gidalarda antibiyotiklerin kalinti halinde
bulunmasina bagli olarak, bakterilerde bu maddelere kars1 bir direncin gelisebilecegi
kabul edilir. Yine bununla birlikte, bu tiir antibiyotik kalintisi i¢eren gidalar tiiketen
insanlarda da gidaya bagli zehirlenme olgularinin daha sik ve siddetli olarak ortaya
ciktigi ve bunun da yine direngli bakteri suslarmin gelismesine bagli olarak
gelistigine inanilir (Aycan, 2016; Kaya ve Unsal, 2013; Yarsan, 2014).

1.2.3.3. Sindirim Kanah Bakteri Toplulugunun Degismesi

Her canlinin sindirim kanali kendine 6zgii bir floraya sahiptir ve gidalarda
kalint1 ile alinan antibiyotiklerin, bu flora arasindaki ekolojik dengeyi bozdugu kabul
edilir (Aycan, 2016; Yarsan, 2014).



1.2.3.4. Farmakolojik Etki

Gida degeri olan hayvanlarda farmakolojik yonden etkin maddelerin
uygulanmasi sonrasi, bu maddelerin viicuttan uzaklastirilmalar1 ve tiiketici yoniiyle
gidalarda risksiz miktara inebilmeleri icin belirli bir siire gegmesi gerekir. Iste kesim
oncesi bekletme siiresi olarak da ifade edilen bu siire dolmadan hayvanlarin
kesilmesi ve bu hayvanlardan elde edilen gidalarin da tiikketilmesine bagli olarak,
kalint1 halinde aliman bu farmakolojik yonden etkin maddeler, son tiiketicilerde
istenmeyen etkilere yol acabilir. Bu duruma iliskin 1990 yilinda Fransa’da
klenbuterol kullanilan ve kesim oncesi bekletme suresine dikkat edilmeden kesilen
hayvanlardan elde edilen gidalarin tiiketilmesine bagl olarak gelisen 22 zehirlenme

vakasi en 6nemli 6rnegi olusturur (Aycan, 2016; Pulce ve ark., 1991).

1.2.3.5. Ozel Zehirli Zararh Etkiler (Karsinojen Etki)

Bu bakimdan 6nem tasiyan maddeler arasinda aristolosiya tiirleri; bazi agn
kesiciler, sulfonamidler ve pestisidler; imidazol bilesikler; kloramfenikol; kolsisin ve

nitrofuranlar yer alir (Aycan, 2016; Kaya ve Unsal, 2013; Yarsan, 2014).

1.2.3.6. Gida Endustrisi Uzerindeki Etkiler

Gida endiistrisi yoniiyle gerek etlerde ve gerekse siitte bulunabilecek olan
antibiyotik kalintis1 teknolojik olarak kaliteli {iriin olugmasina engel olusturur ve

boylelikle de ciddi ekonomik kayiplara yol acar (Aycan, 2016; Yarsan, 2014).



1.2.4. Kahnti ile Tlgili Baz1 Terimler

1.2.4.1. Kabul Edilebilir Giinliik Ahm (KGA) Miktari

Bu terim, tiiketicilerin sagligina herhangi bir olumsuz etkisi olmaksizin, kalinti
halinde yasam boyunca giinliik olarak alinabilecek olan gida veya kimyasal madde
miktarmi tanimlar. Bagka bir deyisle, herhangi bir ilag veya kimyasal maddenin
kalint1 bakimindan KGA degeri; tuketiciyi tehlikeye atmadan, giinliik olarak gida ile
alinabilir en yiiksek miktaridir (Kaya, 2014).

1.2.4.2. Maksimum Kalinti1 Limiti

Gidalardaki ilag kalntilariin kontroliiniin oldugu tiim ilkelerde, Yyasal
dizenlemeler ve buna iliskin uygulanacak yaptirimlar, belirlenen maksimum kalint
limiti (MKL) degerlerine gore isler. Bu deger; ilag veya kimyasal maddelerin,
insanlar ve hayvanlar tarafindan tiiketilen gidalarda bulunmasina izin verilen en
yiiksek degerini ifade eder. Ulkemizde; 07.03.2017 tarih ve 30000 sayili Resmi
Gazete’de yaymlanan “Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Kaynakli Gidalarda Veteriner
[laglar1 Maksimum Kalint1 Limitleri Tebligi” ile; antibiyotiklerin hayvansal kaynakli
gidalardaki MKL (Cizelge 1.2) degerleri belirlenmistir (Kaya, 2014; TGK, 2017).

Cizelge 1.2. Antibiyotiklerin kegi sttiindeki MKL degerleri (TGK, 2017).

Antibiyotik MKL Degeri (ppb)
Amoksisilin 4
Ampisilin 4
Benzilpenisilin 4
Danofloksasin 30
Dihidrostreptomisin 200
Dikloksasilin 30
Enrofloksasin (enrofloksasin ve siprofloksasin toplami) 100
Eritromisin 40
Flumekuin 50
Gentamisin 100
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Kanamisin 150
Kloksasilin 30
Klortetrasiklin 100
Kolistin 50
Linkomisin 150
Nafsillin 30
Neomisin 1500
Oksasilin 30
Oksitetrasiklin 100
Penetamat 4
Sefazolin 50
Seftiofur 100
Spektinomisin 200
Streptomisin 200
Silfonamidler 100
Tetrasiklin 100
Tiamfenikol 50
Tilmikosin 50
Tilozin 50
Trimetopim 50
1.2.5. Antibiyotik Kalintis1 Belirlemede Kullamilan Analiz
Yontemleri

Bilimsel caligmalarin degerlendirilmesinde, toksikolojik bulgularin dogru

yorumlanmasinda ve rutin caligmalarda analitik verilerin giivenilir olmasi bir

gerekliliktir. Clnkd bilimsel c¢alismalarda gilivenilmez sonuglarin elde edilmesi,

yanlis yorumlama yapilmasina ve boylelikle de hatali sonuglarin ortaya ¢ikmasina

yol agar. Bu hatalarin tespit edilmemesi durumunda da, bilim camiasinda belirli bir

alanda yapilan aragtirmalardaki genel bilgilerde farkliliklarin olusmasina ve bilgi

kirliligine sebep olur. Klinikteki rutin ¢alismalarda elde edilecek yanlis sonuglar,

hastanin yanlis tedavisine yol agabilecekken; adli vakalarda yanlis sonuglarin

kullanilmas1 da; mahkemede itiraz edilmedigi takdirde, haksiz hukuki sonuglara yol

acacaktir. Tim bu hususlar dikkate alindiginda, yiksek kaliteli ve givenilir analitik

verilerin dnemi kiglimsenemez niteliktedir (Sen, 2013).
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Yem ve gidalarda bulunan antibiyotiklerin varligin1 kontrol etmek i¢in ¢ok
sayida yoOntem gelistirilmigtir. DOrt ana baslikta toplanan bu yontemlerin
giivenilirligi, analiz siirelerinin kisaligi ve maliyetleri birbirlerine gore farkliliklar
icerir (Akman, 2005; Sen, 2013);

Bakteriyel iiremeyi engelleyen mikrobiyolojik yaklagimlar
Biyosensorler

Immunokimyasal teknikler

M Wb

Kromatografik yontemler

Sutte antibiyotikleri belirlemek icin kullanilan mikrobiyolojik ydntemler,
mikroorganizmalarin  iiremesinin engellenmesi esasina dayanir. Numunede
antibiyotik olmadiginda organizma iireyerek ya agar ortamini bulandirir ya da asit
olusumu nedeniyle renk degistirerek gozle belirlenebilir bir hale gelir. Bir antibiyotik
veya bagka bir inhibitoriin varliginda mikroorganizmanin tiremesi ger¢eklesmez ve
inhibisyon alan1 veya renk degisimi olusmaz. Biyosensorler ve immunokimyasal
teknikler, daha cok beta-laktam antibiyotiklerin belirlenmesi icin alternatif yontemler
olarak reseptor proteinlerin kullanilmasi temeline dayanir. Beta-laktamlara ozel
reseptOr proteinleri veya penisilin baglayan proteinler, beta-laktamlar1 belirlemek
icin gelistirilen baz1 yontemlerde basariyla kullanilmiglardir. Ayrica, mikrobiyolojik
yontemlerden daha hizli sonug verdikleri de belirtilmistir. Kromatografik analizler
gibi fizikokimyasal yontemler de analitlerin kimyasal yapist ve molekiiler
ozelliklerinin farkli olmasi nedeniyle ayrilmasi ve molekiile 6zgii bir sekilde
verdikleri sinyallerin 6zel bir dedektorle olglilmesi esasina dayanir. Molekiler
yapilar1 birbirine benzeyen bilesikler arasinda da ayirimi saglayabilirler ve birden
¢ok analitin birlikte belirlenmesine izin verirler (Boultif, 2015; Kafali, 2008; Sen,
2013).

Kromatografik yontemler, mobil ve sabit fazlar arasinda kiitle transferini igeren
ayirma teknikleri olarak tamimlanir. Sivi kromatografisi, 1900°1i yillarin basinda
kesfedilmesine ragmen, 1960’lara kadar ancak kalint1 analiz yontemlerinin

gelistirilmesi i¢in yogun bir kullanim alan1 bulmustur. Yiiksek basingli sivi
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kromatografi (HPLC), siv1 fazdaki ¢6ziiniir kimyasalin bilesenlerine hizli ve kolay

bir sekilde ayrilabildigi ¢cok hassas bir yontemdir (Sen, 2013).

Siit  Orneklerinden muhtemel bir antibiyotik kalintisin1  belirlemede,

karsilasilabilecek 4 ana sorun bulunur. Bunlar:

1. Hem ilag ana maddesi hem de viicutta olusan metabolitleri, blyik
bilesiklerdir. Viicuda alinan antibiyotikler, burada ugradiklar1 biyotransformasyon ile
cesitli metabolitlere doniisiir. Bazen bu metabolitler, ana Urlinden daha zehirli etkiye

sahip olabilir ve hayvansal gidalarda da uzun siire kalabilir.

2. Her antibiyotik, farkli bir kimyasal 6zellige sahiptir.

3. Sltte cok diisik yogunluklarda, genellikle de ppb diizeyinde
gorulrler.

4. Sut, matriks olarak kompleks bir yapiya sahiptir. icerik yoniinden

proteince zengin olmasi, bu yapilara bazi antibiyotiklerin  kolaylikla
baglanabilmelerine olanak saglar (Avci, 2010; Samanidou ve Nisyriou, 2008).

1.3. Metot Validasyonu ve ilgili Validasyon Parametreleri

Validasyon, analiz yodnteminin ilgili performans kriterlerine uygunluk
durumunun belirlenmesi icin, yontem parametrelerinin incelendigi bir gecerlilik

calismasidir (Yilmaz, 2021).

Geri kazanim ve dogruluk; 6zgiinliik ve se¢icilik; dogrusallik ve 6l¢tim aralig;
duyarlilik  (gozlenebilirlik smir1  ve Olglilebilirlik  sinir1);  kesinlik  metot
validasyonunun belirlenmesinde performans olgtleri olarak kabul edilir (Botsoglou
ve Fletouris, 2000; Senyuva ve Gilbert, 2006).

Bir yontemle yapilan 6lgtimiin sonuglar1 bir¢ok faktore baglidir. Validasyon
sirasinda elde edilen sonug say1 ile ifade edilmeli, bu sonucun elde edilmesinde olasi

hata kaynaklar1 ve bu hatalarin sonuca etkisi belirtilmelidir. Saglikli bir analitik
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sonu¢ elde etmek icin yontemin farklt numunelerle en az ii¢c kez tekrarlanmasi
gerekir. Bir veya iki analizle elde edilen sonucun gergegi ne kadar yansittigin1 tahmin
etmek imkéansiz degilse de oldukca zordur (Akdag, 2004; Akdag, 2006; Akdag,
2021; Demir, 2009; Senyuva ve Gilbert, 2006).

1.3.1. Ozgunlik ve Segicilik

Ozgiinliik, bulunmas1 muhtemel diger bilesenlerin (pargalanma iiriinleri, ortam
bilesenleri vb.) varliginda, istenen analiti acik¢a gbzlemleme yetenegidir.
Belirlenecek maddelerin analiz sonuglar1 ortamda bulunan diger maddelerden

etkilenmemelidir.

Secicilik, birden fazla analite kars1 duyarli metotlarda kullanilir. Bir analitik
metot, girisim yapan baskaca bilesenlerin varlig1 ve bilinen yan {iriinlerin bulundugu

durumlarda da istenilen analiti ayirt edebilme yetenegine sahip olmalidir (Akdag,

2021 ICH, 2005).

1.3.2. Dogruluk

Analitik bir ¢alismanin dogrulugu, bilinen ger¢ek deger veya bilinen referans
deger ile bulunan deger arasindaki yakinligi ifade eder. Yani yontemin dogrulugu
yontem tarafindan toplanan test sonuglarina ve gergcek degere dayanir. Kesinligin
gercek degeri cesitli yollarla elde edilebilir. ilk yol; yéntemin sonuglarini, yerlesik
yontemlerden birinin sonuglar1 ile karsilastirmaktir. Ikinci yolda ise; dogruluk,
bilinen derisimlere sahip bir numunenin analiz edilmesiyle ispatlanir (Ertas ve

Kayali, 2005; ICH, 2005; Sen, 2013; Yilmaz, 2021).

14



1.3.3. Bagil Hata

Laboratuvarlarda analitik kimyagerler tarafindan elde edilen sonuglarin
dogrulugu belirli yontemlerle tahmin edilebilir. Analistin elde ettigi sonug sayilarla
ifade edilmeli, bu sonucun elde edilmesinde olas1 hata kaynaklar1 ve bu hatalarin
sonuca etkisi belirtilmelidir. Olgiimler sonucunda elde edilen sayisal degerler, ancak
Olciim hatalartyla birlikte verildigi takdirde anlamlidir. Hata (bias) gergek deger ile
Olgiilen deger arasindaki farktir. Deneysel prosedirlerde dogrulugu ve kesinligi
etkileyen iki tiir analitik hata vardir; bunlar sistematik ve rastgele hatalardir
(Altimisik, 2005; Demir, 2009; Giingér, 2008; Ozansoy, 2011; Sen, 2013).

Sistematik hata (bias); laboratuvar analizinin higbir asamasinda farkinda
olmadan diizenli olarak yapilan hatadir. Daha sonraki analiz adimlarinda bu hata
katlanarak ortaya ¢ikar. Tiim sonuclarin ¢ok yiliksek veya tam tersi ¢ok diisiik
olmasina yol agar. Calisan veya ekipmandan kaynaklanir. Sabit hata ve oransal hata
olmak Uzere iki tiptir. Analiz sonucunun dogrulugunu etkilerler. Bu hatalara
kullanilan oOl¢tim aletleri, kisisel yetersizlikler, deneyde izlenen yontem ve dis
etkenler neden olur. Bu tiir hatalar her zaman sonucu bir sekilde etkiler. Sistematik
hatalar, test yontemi degistirilerek, daha hassas olgii aletleri kullanilarak veya deney
sonucunda gerekli dizeltmeler yapilarak ortadan kaldirilabilir. Sistematik hatadan
faydalanarak da uygulama yakinliginin yiizdesi hesaplanir (Altinisik, 2005; Kafal,
2008; Ozansoy, 2011; Sen, 2013; Yilmaz, 2021).

Rastgele hatalar ise; diizeltilemeyen ve kontrol edilemeyen bir¢ok degiskene
bagl olan hatalardir. Calisan ve ekipman kaynakli hatalardir. lyi bir ¢aligma teknigi
ile minimize edilebilir; ancak tamamen ortadan kaldirilamazlar. Analizin kesinligine
etki ederler ve standart sapmanin biiyiik olmasina yol acarlar. Orneklem grubu 30’un
Uzerinde (n>30) ise, hatalarin birbirlerini gotiirecegi ve sonuglar {izerine pek

yansimayacagi kabul edilir (Altinigik, 2005; Yilmaz, 2021).
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1.3.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilirligi veya bireysel
testlerin sonuglarinin yakinlik derecesini ifade eder. Ayni sartlar altinda birden fazla
ornekten elde edilen 6lgtimlerin arasindaki yakinliktir. Kesinligi 4 ana faktor (zaman,
kalibrasyon, ¢alisan ve ekipman) etkiler. Kesinlik; tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve
yeniden {iretilebilirlik seklinde ii¢ diizeyde degerlendirilir (Ertas ve Kayali, 2005;
ICH, 2005; Sen, 2016; Yilmaz, 2021).

Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan kisa bir siire i¢inde, ayni kosullar
altinda, belirli sabit bir numune yontemi kullanilarak gergeklestirilen bir dizi
operasyon dogrulugu olarak tanimlanir. Tekrarlanabilirlik, bir laboratuvarda bir cihaz
ve bir analit kullanilarak kisa siirede saglanir. Ara kesinlik; ICH tarafindan 6lci
siirecindeki uzun vadeli degisiklik olarak tanimlanir. Farkli giinlerde, farkh
analizciler veya ayni tipte farkli cihazlar kullanilarak Glgiilebilen degerlerdir. Tekrar
uretilebilirlik ise; laboratuvarlar arasindaki farkliligni gosteren bir degerdir ve
laboratuvarlar arasindaki kesinlik olarak ifade edilir (Akdag, 2021; Altinsoy, 2010;
Ertas ve Kayali, 2005; ICH, 2005; Sen, 2013; Yilmaz, 2021).

1.3.5. Tayin Simr1 ( Limit of Dedection, LOD) ve Ol¢iim Simir1 (Limit of
Quantification, LOQ)

Bir analitik prosediiriin tayin sinir1, 6rnekteki analitin tespit edilebilen en diisiik
miktaridir ve gergek matriks Ornek kullanilarak, hesaplanmalidir. LOD, tespit
edilebilen, ama hesaplamada kullanilmayan en diisiik derisimdir. Bir analitik
prosediiriin dl¢cim sinir1, 6rnekteki analitin nicel olarak tespit edilebildigi en diisiik
miktaridir. Yontemde belirtilen ¢alisma kosullar altinda, kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlik degerlerinde belirlenen en kiigiik derisimdir (Akdag, 2021; Shabir, 2003;
Sen, 2013; Yilmaz, 2021).
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1.3.6. Dogrusallik

Bir analitik prosediiriin dogrusalligi, test sonuglarinin, ornekteki analitin
derisimi ile dogru orantili olmasidir. Cizilen grafikte noktalar diiz bir ¢izgi tizerinde
uzanmalidir. Korelasyon katsayisi, egim ve kesisim dogrusalligt veren
parametrelerdir. Bir dizi standart kullanarak yapilan 6l¢iim sonuglariyla ¢izilen
Olciimleme egrisi ayn1 zamanda dogrusalligin sinirlarin1 belirlemek i¢in kullanilir.
Yontemin sinirlamalari; yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligr kullanilarak
belirlenen en diisik ve en yiiksek degerler arasindaki stirectir (Altinisik, 2005;
Altinsoy, 2010; Demir, 2009; Sen, 2013; Yilmaz, 2021).

1.3.7. Calisma Arahgi

Bir analitik prosediiriin araligi, numunedeki analitin en alt ve en iist derisim
arasindaki araligr ifade eder. Analitik prosediir uygun dogrusallik, dogruluk ve
kesinlik seviyesine sahip olmalidir (Sen, 2013).

1.4. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Hayvanlarda c¢esitli amaglar i¢in kullanilan ilaglar; hatali ve bilingsiz
kullanilmalar1 sebebiyle, hayvansal {irlinlerde kalint1 birakarak gerek insan sagligini
olumsuz yonde etkilemekte, gerekse ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.
Tiirkiye’de Tarim ve Orman Bakanhig: tarafindan kurulan “Ulusal Kalint1 Izleme
Program1” ile hayvansal gidalarda, antibakteriyel ilaglar da dahil olmak iizere, ilag ve
kimyasal maddeler taranmaktadir. Bu program kapsaminda siit iiriinlerinde agirlik
daha ziyade inek siitiine verilmektedir. Program kapsaminda diger hayvan siitleri ise
tek ana baglik altinda degerlendirilir ve analiz edilen numune sayis1 da yetersizdir.
Tiirkiye’de ozellikle son yillarda kegi siitii ve iirlinlerine olan ilginin artmasi ve bu
alandaki tirlinlerin daha da yayginlagmasi sebebiyle, keci siitii ve {irlinlerinin tiiketimi

de artmistir. Gerek keci siitliniin anne siitiine en yakin sit olmasi gerekse faydalarina
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(daha az alerjen olmasi, sindirile bilirliginin daha yliksek olmasi gibi) yonelik
yapilan makalelerin sayisinin artmasi, bu ilgi artisina kaynak olusturmustur. Kalinti
yoniiyle degerlendirildiginde ve ozellikle antibiyotik kalintilarinin 6nemi de goz
Oonune alindiginda; giinlimiizde tiiketime sunulan kegi siitlerinde antibiyotik kalintisi
yOniiyle bir saha taramasi ve tarama sonuglarina gore olasi risk degerlendirilmesinin
yapilmas1 halk sagligina yonelik onemli katki saglayacaktir. Hem bu alandaki
bilgilerin giincellenmesi hem de kegi siitlerinde antibiyotik kalinti varligimnin
degerlendirilmesine yonelik eksikligin giderilmesi ile mevcut literatiire katki

saglanmas1 yoniiyle ¢aligma 0zgiin bir deger tasimaktadir.

Calismada, Ankara, Kirikkale ve Cankiri illerinden toplanan ¢ig kegi siitlerinde
bazi antibiyotiklerin varligmmin belirlenmesi ve halk saglhigina yonelik bir risk
durumunun olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagcla da
Ozellikle besin degeri tasiyan hayvanlarda en sik kullanilan bes ana grup antibiyotik

igerisinden birer ornek secilmistir.

18



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kimyasal Malzemeler

- Metanol (Merck)

- Amonyum dihidrogen fosfat (Merck)
- Asetonitril (Merck)

- Sodyum Klorir (Merck)

- Standartlar (Sigma) - (Enrofloksasin; Siilfametoksazol; Tilosin tartarat;Benzil

penisilin prokain; Oksitetrasiklin HCL)

- Ultra saf su

2.2. Laboratuvar Araclar

- Mikropipet

- Plastik santrifuj tipd (15 ml)

* Vida kapakli cam sise (1,5 ml)

- Naylon filtre (0,45 pm)

- Plastik Pastor pipeti,

- Enjektor

- PH metre (HANNA Instruments HI 2211)
- Santrif(j (NF 815),

- Ultrasonik banyo (Probetec)

- Vorteks (Heidolph),

- Hassas terazi (ATX 224, Shimadzu)

2.3. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografi Aparatlar

- DAD dedektor (SPD-M20A, Shimadzu),
- Auto sampler (SIL-20AC HT, Shimadzu),
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* HPLC cihaz1 (LC-20AD, Shimadzu)
- Kolon (HPLC Column, INTERSIL ODS4, 5um 4,6x250 mm)
- Degasser (DGU-20A5).

2.4. Orneklerin Toplanmasi

Calismada; Ankara, Cankir1 ve Kirikkale illerinde kegi yetistiriciligi yapan
tireticilere ait kegi ¢ig siit toplama tanklarindan (veya toplama kaplarindan) 2019 yili
icerisinde 2 defa (kecilerin kuzulama zamanina gore; Mart ve Eyliil aylar1 tercih
edilmistir) numuneler alindi. Bu baglamda olacak sekilde, her ilden 5 farkli
isletmeden ve her isletmeden de 5 farkli numune, Ulusal Kalinti izleme Planina
uygun olarak (UKIP, 2018); 500 ml miktarinda ¢ig kegi siiti sizdirmaz, tek
kullanimlik cam kaplara alind1 (Sekil 2.1.). Alinan numuneler etiketlenerek, iireticiye
ve numuneye iliskin gerekli bilgiler kayit altina alindi. Numuneler soguk zincir
altinda laboratuvara getirildi ve analizleri yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edildi.

2.5. Suit Orneklerin Analizi

15°lik santrifijj tlipine 2 ml siit konarak {izerine proteinlerin denatiirasyonunu
saglamak amaciyla 5ml asetonitril eklenerek 1 dakika vortekste karistirildi. Daha
sonra 0,25 g NaCl eklenerek 1 dakika vortekste karistirildi. Ultrasonik banyoda 5
dakika homojenizasyon sonrasi 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij (3000 rpm) edildi.
Ardindan 0,45 pm’lik naylon filtreden gecirilerek 50 pl’si sisteme uygulandi (Helio
ve ark., 2007; Yu ve ark., 2011).

2.6. Mobil Faz

Antibiyotik kantitatif tayinleri HPLC-DAD dedektdrde gerceklestirildi (Helio
ve ark., 2007).
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Numene o | Numune Kodu Anag 1 igetme Donem 52 Si30082 CANKIRI 1 igetme 1. 0onem ot TR DRIGALE Tigatme T Domm
F 506 XL00% ANVARA 1 Tyetme 1 Dorem zi s;:.mgs: wn: 1. ig=tme 1. Done= 73 STINE T = R
2 S06.X1002 ANIASA T igetme 1 Dosem 513 10.05 AN T igietme 1 Donem — - FEI
3 S06X1003 ANKARA 1 tjetme 1. Docen 55 5.13.0.055 CANKIRI 1. igtme 1. DSners 205 SANI06 YRAEALE 2 tutme z D?“m
= e e . oo s T ARG T g o 107 571107 ORIALE 2. igetme 2, 0o%m
3 S06 K008 ENCARA T ipetme T Dosem 57 Tiavi08) CANKIR 2. igetme 1 Oone= | 108 S71K108 DRIKKALE 2 tgetme 2. Donem
0 306 K1005 ANVARA, 7 petme 1 Dosam B3 5130055 CANKIRI 2. ipetme 1. Dones 02 STiK0 CRIKXALE . lgetme 2. Dorem
7 50600007 ANKASA 2 kgletme 1 Dosem B 5.13 %1055 CANXIR 2. Igietme 1.Donem 110 371HL100 GRIKCALE 2. Igetme 2. Domem
g 5.06 %1008 ANKARA 7 ipetme T Docem = $18.¥.060 CANKIRL 3. igetme 1.06ne= 111 S7LmAIL RIGALE 3 igetme 2. Dosem
B 506KL003 ANVARA 7 ipeme 1 Dorem 61 5135058 CANKIRI 3. igetme 1.Danem 12 5710112 ORIALE 3. igetme 2. Domam
10 S06.KL010 ANYARA 2 ietme 1 Dosem 62 513082 CANKIRI 3.lgetme i Donem 113 S7iN113 ORANALE 3. Igetme 2. Donem
2 SO6XLOIL ANKARA 3. ijeeme 1. Docem & 513 1.083 CANKIRI 3. ijatme 1 Dines 114 S71K114 DRINKALE 3 igetme 2. Domem
12 S06K.012 ANYARA, 3 1 Dorem 54 5.13.0.054 CANKIRI 3. igtme 1. Dones= = — =
13 S08KI013 ANKARA 3. t;% 1 Dosem =5 5.13 K108 CANKIR 3, ighetme 1. DSnem ;1: :gzﬁ: :ﬁﬁ i ljtme : m
1 506K1034 ANKARA 3 ipetme 1 Dosem 56 513 K056 GANKIR! 4. Igistme 1. DSne= e EINTSTH] DRIALE 2 getme 3 =
15 S06.K1015 ANIARA 3. peome 1 Dosem &7 S18¥0.087 CANKIRT 3. Igetme 1 ones de Ipetme  DOREm
% To6KL0%6 ENARA T igeome T oonen 5 Siavio0e FTTEY 3 igetme T Donem 118 s7aniis SNUNEALE 4 Ijetme 2. Oonem
= S06XL017 ANVARA Z e 1 Dorem B 513.0.088 CANKIR] 3. etme 1.Donem s srikis ORIALL 4 igetme 2. Domem
8 SOEKLDIE ANAEA 2 igetme 1 Dosem (70 T181.000 CANKIR 3. igietme 1 Done= i $7iK120 ORIALE 4. igetme 2. Donem
® S06K1015 ANKARA, 2 jecme 3. Dosem 71 53810.07% CANKIR] S, igatme 1. 0ones 121 S1K12L ORINKALE S_igetme 2. Domem
20 506 K020 ANVARA 2 fpetme 1 Dorem 72 5.13.0.072 CANKIRI 5. igietme 1_Donem 122 s7inin ORIALE S_ipetme 2. Dorem
21 S06K1021 ANKARA S lgietme 1 Dosem 78 Si2p073 CANKIR S.igetme 1 Donem 123 57113 URIKALE S. Igstme 2. Domem
2 506 K022 ANFAZA 5. ijetme 1. Dorem L 5135074 CANKIRY 5. igztme 1 Done= 124 B ORINGALE <. igetme 2. Dosem
= Ll Lo : Feme e 1= S T S e 15 STLRAE URIGALE 5. ipetme 2. Donem
5 50650025 ANVARA S. ipetme 1 Dosem 77 5.06.K.077 ANCARA 1. fgktme 2. Danem i: :3:3:: ;:::: :' Setne : m‘mn
%% SILKi025 CRRIAE T Getme T Dosem 78 SO6K0TE ZOKARA 1. igietme 7. Donem o - ipatme v
= SILK07 RAIAE T e T oomem 7 30610079 ANKARA Tigatme 2. Donem ¥z Ala.128 AN 1. tgetme 2. Doaem
25 5711028 ORRFALE 1 ipetme 1 Dorem [ 50 50610080 ANKARA 1. isetme 2 Dooem = siaeizs CANKIS: 1 igetme 2. Domem
B IR0 NRKAL T ipeome 1 Dosem B SOSwo81 ANCARA 2. igetme Z Oonem i3 si3wiis GANKIF: 1. Igetme 2, Doem
$71%1030 KIRKKALE 1 tjetme 1. Doser 82 5.06.1.082 ANCARA 2. ljletme 2. Dones 131 FEETEERY CANKIZE 2. lgetme 2.D0mem
31 S71KI03L ORKHALE I GEme 1 Dosem 83 5.06.50.083 ANCAZA 2. isistme 2. Donem 152 518018 CANKIRY 2. lgetme 2. Dosem
32 S71X1082 RKrAL 2. ljjeeme 1. Dosem L 5080084 ANCARA 2. ighetme 2. Dénem 133 FEERAREE CANKIRI 2. Ig=tme 2. Domem
33 5710033 ORAIALE Z fetme 1 Docem 85 5061085 ANKARA 2. igtme Z.Danem T TR TR T igetme D
:: :;::t‘;:: ::Zj i e ,L Domees : el AMKARA . i = 135 EECLEES GRS 7 ipetme 2. Domem
36 S71KL036 RATAE 5 igetme 1 Dosem B 5.06.%.083 ANCARA 3. igietme 2. Donem g: ;:izﬁ: xz: ; e : ::m"
37 SILK037 CRAFALE T ipetme 1 Docem 5 $06. %085 ANKARA 3. igetme 3. Dones - iflrtme o
3% 571038 XIRAALE 3 ipetme 1 0o 0 305 0,050 ANKARA 3. igetme 2. Dones | 138 Siskiiiz FANKIR 3. Igetme 2. Donem
B 3310038 CRIALE 3 Getme T Domem £ 3061051 ANKARA 3 igtme Z. Donem 133 si3wiiEs CANKIE 3. lgetme 2. Domem
30 S71KL0SY CRKEALE 3. iieeme 1 Dosem 92 5.06.05.092 ANKARA 4. igetme 2.DSne e 5.18.0140 GANKIZS 3. Igetme 2. Dongm
a1 S71KL04L RAAE 2 ipetme T Domer o5 3061053 ZNKARA, 3. igetme 2. Donem 141 SiKlet AR 2 igetme 2. Dorem
2 SILRL0R CFARAE 2 fpetme 1 Dosem & $06.1.058 FONGARA 3. igietme 2 Cone= [T siania CANKIR: 2 igetme 2. Dorem
a3 S7LKI043 CIRKEALE 4 lfetme 1. Donem 95 5.05.01.085 ANCARA 4. igatme 2. Déne 143 5130123 CANKIR 2 igetme 2. Domem
(= S71K0eA ORAALE 2 ipeome 1 Dosem B 506 1055 ANKARA, 5. igietme 2 Donem 1ot T TR T igetme T Dorem
a5 S71KLOLS KIRKYALE 4 lglzeme 1 Dosem 97 S08.0.057 ANCARA S.igetne 2. Done= e Si3 K185 CANKIR 2 igetme 7 Dorem
6 S71KIL0E ORMOAE 5. pacme 1 Docem 95 505.0.098 ANCARA S, ijetme Z. Danem = Tavie o THete =
(47 SFLEG KREIAE 3 letme: L-Dimees 2 309505 ROARK S Z:Donem 5 TR CANKIE T igetme 7 0oam
a8 $71K1048 KIRAEALE S igjetme 1 Dosem 10 S8k ANXARA S. igletme 2. Dénee= —— = - e
5 S71NI04E RRALE S peime T 0o 101 S71K101 GRINKALS 1. igetme 2 Dane= s 51510148 AR 5. igetme 2. Donem
El SI1K050 CRAAE S ipetme 1 Dosem 102 S7Lni02 VAINKALE 1. igketme 7. Donem ol e CANKIRS S lgetme 2. Domem
s1 SIENLOSL GANGRI 1 eeme 1 Domem 105 5730108 OANKALE 1. igatme 2. Done= % Sianis GANKIR 5. petme 2. Dorem

Sekil 2.1. Numune toplanan iller ve numunelerin numaralandirilmasi.
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Analiz i¢in hazirlanan standartlar ve numuneler cihaza 50 uL. miktarda enjekte

edildi. Yontemde hareketli faz olarak segilen metanol, asetonitril ve amonyum

dihidrojen fosfat cozeltileri Cizelge 2.1.’de gosterilen programa gore cihaza

tanimlandi.

Cizelge 2.1. Gradyan kosullari.

Zaman (dk) Mobil faz A (%) Mobil faz B (%)
0,01 70 30

3 65 35

5 45 55

6,5 45 55

9 0 100

10 0 100

11 65 35

12,5 65 35

14 70 30

HPLC parametreleri Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. HPLC parametreleri.

Kolon

Intersil ODS4 (250 x 4,60 mm, Sp)

Kolon sicakligi

40°C

Mobil faz Mobil Faz A: Metan: asetonitril: su (1:3:1)
Mobil Faz B: NH4PO4 20mM
pH: 2

Akis hizi 0,8 ml/dak

Dalga boyu 280 nm

Dedektor DAD

Enjeksiyon hacmi 50 ul

Analiz suresi 16 dk
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2.7. Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlarin stok cozeltileri, ayr1 olarak 10 mg standart maddenin 10 ml

bidistile su igerinde ¢ozdiirtilmesiyle hazirlandi. Stok cozeltilerinden, 20; 40; 80;

100; 200; 400; 800; 1000 pg/L ¢alisma ¢dzeltileri hazirlandi.

2.8. Yontemin Validasyonu

Dogruluk, dogrusallik ve galisma araligi, segicilik ve kesinlik, tayin sinir1 ve
Olcim sinir1 yontemin validasyonunun belirlenmesinde tercih edilen performans
oOlgtleri olarak kabul edildi (Aveci, 2010; Botsoglou ve Fletouris, 2000, Senyuva ve
Gilbert, 2006).

2.8.1. Dogruluk

Calismada dogruluk yiizde geri kazanim hesaplanarak gosterildi (Cizelge 3.1.).

Geri kazanimin hesaplanmasina yonelik kullanilan formiil asagida belirtilmistir.

Bulunan derisim

% Geri Kazanim = X 100

Gergek derisim

2.8.2. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Standartlarin 20; 40; 80; 100; 200; 400; 800; 1000 png/L konsantrasyonlarda
hazirlanarak cihaza uygulandi ve kalibrasyon egrisi ¢izildi (Cizelge 3.2, Sekil .3.1. —
Sekil 3.5.).
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2.8.3. Secicilik ve Kesinlik

Elde edilen kromatogramlar incelenmis bos ornekte antibiyotik standartlari ile

yakin alikonma siiresinde pik olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 3.7.).

Calismanin  kesinligi, tekrarlanabilirlik hesaplamasi ile kanitlanmistir.
Yontemin tekrarlanabilirlik ¢aligmasi igin 3 farkli konsantrasyonu ¢alisma

yapilmustir.

Calisma 3 farkli glinde tekrarlanmis % Relatif standart sapma (RSD) asagidaki
formiile gore hesaplanmustir (Cizelge 3.3. — Cizelge 3.5.).

Ortalama Standart Sapma

% RSD= X100

Ortalama Deger

2.8.4. Tayin Smir1 ve Ol¢iim Sinir

LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasma iligkin formiiller asagida

belirtilmistir (Cizelge 3.6.).

3,3 x Standart Sapma 10 x Standart Sapma

LOD= LOQ=
Egim(S/N) Egim(S/N)
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3. BULGULAR

3.1. Dogruluk

Geri kazanim degerleri Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Geri kazanim degerleri.

Etken Madde Doz (ug/L) Geri kazamim (%) | Ortalama (%0)
40 92,17

Enrofloksasin 80 100,49 96,98
100 98,28
40 88,63

Sulfameksazol 80 91,74 94,08
100 102,45
40 92,92

Tilosin 80 91,4 106,95
100 104,63
40 107,57

Penisilin G 80 96,61 102,71
100 103,96
40 118,5

Oksitetrasiklin 80 99,35 105,24
100 97,74

3.2. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Kalibrasyon egrisi i¢in 20-1000 pg/L derisim aralifinda dogrusal bulundu.
korelasyon katsayilar1 ve dogru denklemi Cizelge 3.2°de gdsterilmistir. Kalibrasyon

egrileri Sekil 3.1- 3.5’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Korelasyon katsayilari.

Standartlar R? Dogru denklemi
Enrofloksasin 0,998 Y=306912x+11790,2
Sulfameksazol 0,999 Y=523358x+18609,3
Tilosin 0,999 Y=73973x-930,373
Penisilin G 0,998 Y=100681x+24013,3
Oksitetrasiklin 0,998 Y = 121810x-4075,2
Area
400000 L
3500001
3000001
2500001
200000+
1 ®
1500001
100000 °
50000 %
102
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900  Conc

Sekil 3.1. Enrofloksasin kalibrasyon egrisi.
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Area

400000 °

3500001

300000

2500001

200000

150000

100000+ °

5000 %
12

B S L WU UL U B WL WALy S WU WL e
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 Conc.

Sekil 3.2. Stlfametoksazol kalibrasyon egrisi.

Sekil 3.3. Tilosin kalibrasyon egrisi.




Area

] ®
100000
75000
50000+
25000 [ ]
] ®
1 e
1e*
0 T 1 — T~ T
0 100 200 300 400 700 800 900 Conc.

Sekil 3.4. Penisilin G kalibrasyon egrisi.

Area

Sekil 3.5. Oksitetrasiklin HCL kalibrasyon egrisi.

R AR A A R |
¢} 100 200 300 400

——
700

—
800

————
900

——
Conc.
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3.3. Secicilik ve Kesinlik

Yontemin seciciligini, bos Ornekler ve standart ile yiikli Orneklere ait
kromatogramlar  gosterir.  Antibiyotik  standartlarinin  alikonma  zamanlari
enrofloksasin icin (7,9 dk), stlfametoksazol icin (9,7 dk), tilosin icin (11,5 dk),
penisilin G i¢in (5,4 dk) ve oksitetrasiklin HCL igin (7,3 dk) olarak tespit edilmis
olup; aym alikonma zamaninda herhangi bir bilesige ait pike belirlenmedigi
goriilmiistiir. Her bir etken madde, geri kalan diger etken maddeler i¢in birer internal
standart olarak degerlendirilmistir. Bu sebeple farkli bir etken madde kullanimina

gerek duyulmamustir.

Sulfamethoxazole

Enrofloxacin

Tylosin tartrate

Oxytetracycline

Benzylpenicillin

Sekil 3.6. Antibiyotik standartlarinin kromatogramu.
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mAU
175

150
125
100
75—?
so—f

25

25
0.0

Sekil 3.7. Bos 6rnek kromatogram.

25

5.0

75

10.0

125

min

Yontemin tekarlanabilirlik ¢alisma sonuglari, % geri kazanim ve % RSD

degerleri Cizelge 3.3, 3.4 ve 3.5'te gostermistir.

Cizelge 3.3. Yontemin tekarlanabilirligi, birinci gun.

1. giin/ Etken | Doz Tekrar | Ortalama | % Geri Standart | % % Bagil
Madde (ug/L) sayisl deger Kazamim | Sapma RSD | Hata
Enrofloksasin | 40 3 36,52 91,3 0,29 0,79 |87
80 3 79,64 99,55 0,65 0,81 | 0,06
100 3 97,95 97,95 0,27 0,27 | 2,05
Sulfameksazol | 40 3 35,35 88,37 0,26 0,73 | 11,63
80 3 73,39 91,73 0,002 0,002 | 8,26
100 3 102,43 102,43 0,03 0,02 |-2,43
Tilosin 40 3 375 93,75 0,62 165 | 6,25
80 3 71,83 89,78 1,11 154 | 10,21
100 3 105,77 105,77 1,18 1,11 -5,77
Penisilin G 40 3 43,66 109,15 0,54 1,23 -9,15
80 3 76,9 96,12 2,01 2,61 3,87
100 3 104,64 104,64 1,54 1,47 -4,64
Oksitetrasiklin | 40 3 45,75 114,37 2,43 5,31 -14,37
80 3 81,30 101,62 2,04 2,5 -1,62
100 3 98,38 98,38 1,10 1,11 1,62
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Cizelge 3.4. Yontemin tekarlanabilirligi, ikinci gin.

2.gun/Etken | Doz Tekrar | Ortalama | % Geri Standart | % % Bagil
Madde (ng/L) sayisi deger Kazamim | sapma RSD | Hata
Enrofloksasin | 40 3 35,93 89,82 0,67 1,86 | 10,17
80 3 75 93,75 1,22 1,62 | 6,25
100 3 97,74 97,74 0,55 0,56 | 2,26
Sulfameksazol | 40 3 34,92 87,3 0,42 1,2 12,7
80 3 72,15 90,18 0,04 0,056 |9.81
100 3 102,43 102,43 0,04 0,03 -2,43
Tilosin 40 3 39 97,5 2,97 7,61 2,5
80 3 78,77 98,46 3,27 4,15 1,53
100 3 105,03 105,03 2,36 2,24 -5,03
Penisilin G 40 3 43,23 108,07 1,22 2,82 -8,07
80 3 74,33 92,91 1,30 1,74 7,08
100 3 106,09 106,09 2 1,88 -6,09
Oksitetrasiklin | 40 3 43,99 109,97 2,62 5,95 -9,97
80 3 77,92 97,4 1,62 2,07 2,6
100 3 99,84 99,84 2,71 2,71 0,16
Cizelge 3.5. Yontemin tekarlanabilirligi, G¢tncl gin.
3.gun/Etken | Doz Tekrar | Ortalama Geri Standart | % Bagil
Madde (ug/L) sayisi1 | deger Kazamim | sapma RSD | Hata
Enrofloksasin | 40 3 38,29 95,72 1,46 3,81 | 4,27
80 3 76,04 95,05 0,73 0,96 4,95
100 3 102,25 102,25 2,75 2,68 -2,25
Sulfameksazol | 40 3 35,05 87,65 0,24 0,68 | 12,37
80 3 72,15 90,18 0,04 0,33 |9081
100 3 102,74 102,74 0,30 0,29 -2,74
Tilosin 40 3 37,45 93,62 0,29 0,77 6,37
80 3 77,84 97,3 3,21 4,12 2,7
100 3 104,92 104,92 0,61 0,58 | -4,92
Penisin G 40 3 41,24 103,1 1,16 2,81 -3,1
80 3 82,89 103,6 1,92 2,31 -3,6
100 3 111,35 111,35 1,56 14 -11,35
Oksitetrasiklin | 40 3 42,95 107,37 1,26 293 | -7,37
80 3 76,70 95,87 1,21 1,57 4,12
100 3 96,03 96,03 0,32 0,33 3,97
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3.4. Tayin Smr1 ve Ol¢lim Sinir

LOD ve LOQ sonuglar1 Cizelge 3.6'da verilmistir.

Cizelge 3.6. LOD ve LOQ degerleri.

Antibiyotik LOD Degeri (ug/L) LOQ Degeri (ng/L)
Enrofloksasin 1,47 4,47

Sulfameksazol 0,8 2,44

Tylosin 7,51 22,78

Penisilin G 2,69 8,16

Oksitritrasiklin 8,89 26,96

3.5. Kegi sutinde Antibiyotik Varhiginin Belirlenmesi

Yontemin validasyon parametreleri yapildiktan sonra, Ankara, Cankir1 ve

Kirikkale illerinden toplanan 150 adet kegi sutli 6rneginin analizine gegilmistir.

Yapilan analiz sonuglarina gore, orneklerde analizi gergeklestirilen etken

maddeler yonlyle saptanabilir herhangi bir antibiyotik varligi belirlenememistir.

Analizi yapilan numuneleri temsilen her il ve her donem i¢in birer

kromatogram goruntiisii Sekil 3.8 — Sekil 3.13’de verilmistir.
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mAU

17.54
15.04

12.54

10.(%7
7.54

5.0q

25

S

5 o B L B B L R
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 min

Sekil 3.8. Ankara 1. donem siit numunesi kromatogram o6rnegi (S.06.K1.020
numarali numune).

mAU
32.5H

30.04

27.54

25.04

22.54

20.0+

17.54

15.04

12.54

10.0+

0.0+

-2.54

-5.04
[ R — [ R — [ R — [ R [ R e
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 min

Sekil 3.9. Ankara 2. donem siit numunesi kromatogram ornegi (S.06.K1.095
numarali numune).
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mAU

0

15
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5;
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0.0 25 5.0 {25 10.0 125 15.0 min

Sekil 3.10. Kirikkale 1. donem siit numunesi kromatogram 6rnegi (S.71.K1.075
numarali numune).

mAU

40

35+

30+

25+

20+

15+

10+
SJ
04

[ — [ R — [ R — [ R — [ R — e e L
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 min

Sekil 3.11. Kirikkale 2. donem siit numunesi kromatogram Ornegi (S.71.KI.107
numarali numune).
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90+
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Sekil 3.12. Cankir1 1. donem siit numunesi kromatogram O6rnegi (S.18.KI.60
numarali numune).

mAU

40/
35

30-]

25

20-]

15]
10/

L
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4. TARTISMA

Hayvanlarda cesitli amacglar icin kullanilan ilaglar, hatali ve bilingsiz
kullanilmalar1 sebebiyle hayvansal iiriinlerde kalint1 birakarak gerek insan sagligini
olumsuz yonde etkilemekte gerekse ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.
Tiirkiye’de Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan olusturulan “Ulusal Kalint1 Izleme
Programi1” ile hayvansal gidalarda, antibakteriyel ilaglar da dahil olmak iizere, ilag ve

kimyasal maddeler taranmaktadir.

Karmagsik yapili matrikslerde (Ornegin siit gibi) ilagc analizlerinin
gerceklestirilmesindeki en Onemli basamaklardan biri ekstraksiyon diye de ifade
edilebilen 6ziitleme islemidir. Bu baglamda sivi-sivi 6ziitleme islemi, aslinda birgok
analitik yontemde 6ngorilen ¢ok yonlu bir 6rnek hazirlama teknigidir. Bu teknigin
kullanim1 yaygin olmakla birlikte; ¢cok asamali ve sikici olmasi, olduk¢a zaman
almasi gibi dezavantajlara da sahiptir. Yine bu islemde oldukg¢a fazla miktarda zehirli
ve pahali kimyasallarin kullanilmasi ve sonugta ¢evre kirliligine de yol agabilme
potansiyelinin oldugu belirtilmistir (Pena-Pereira ve ark., 2009; Psillakis ve
Kalogerakis, 2003; Sen, 2013). Gergeklestirilen bu ¢alismada ise gerek kullanilan
kimyasal maddelerin az sayida olmasi ve gerekse bu kimyasallarin diger yontemlere

gore daha az miktarda kullanilmasi, caligmanin bir avantaji olarak degerlendirilebilir.

Bu c¢alismada kegi siitlerinde antibiyotik kalintilarinin varhigi arastirildi ve
halk saglig1 agisindan 6nemi degerlendirildi. Ayrica ¢alismada uygulanan metoda

iliskin veriler ve analiz sonuglar1 benzer yontem ve sonuglarla karistirildi.

Yapilan ¢alismada, Ankara, Kirikkale ve Cankir1 illerinden toplanan ¢ig kegi
stitlerinde, enrofloksasin, silfametoksazol, tilosin, penisilin G ve oksitetrasiklin’in
kalint1 varligit HPLC metodu ile arastirildi. Yapilan analizler neticesinde, toplam 150
st numunesi icerisinde tespit edilebilir miktarda bir antibiyotik kalintist
belirlenemedi. Kegilerin hastaliklara karsi, siitinden yararlanilan diger hayvanlara
gore daha direngli oldugu ve bu sebeple de yine kegilerde antibiyotik kullaniminin,
diger hayvanlara gore daha diisiik seviyede oldugu diisiiniildiigiinde, elde edilen bu

sonuca ulasildigi 6ngoriilmektedir.
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Sitte antibiyotiklerin saptanmasina yonelik ¢esitli yontemler kullanilir. Bu
yontemler arasinda intertest yontemi, ince tabaka kromatografisi, bazi test kitlerinin
kullanilmasi, agar diflizyon metodu, ELISA ve HPLC gibi yontemler daha sik tercih
edilir. Bu yontemlerin kullanildig1 ¢alismalarda genellikle; dnce intertest, test kitleri
gibi 6n tan1 yontemleri ile antibiyotik taramasi yapilir ve pozitif goriilen numunelerin
agar disk difiizyon, HPLC gibi yontemlerle teyidi gergeklestirilir. Dokuzlu ve Tayar
(2001), Bursa ve cevresinden toplanan 150 ¢ig siit numunesi zerinde, 6nce intertest
yontemi ve ardindan disk difiizyon yontemini kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, 27
stit orneginde penisilin, 11 6rnekte tetrasiklin ve 2 drnekte de kloramfenikol kalintisi
tespit etmislerdir. HPLC yontemi kullanilarak yapilan bu calisma ile Dokuzlu ve
Tayar (2001)’in galismasi arasindaki sonuglarin farkliligi, hem numune toplanan
bolgelerin ve numunelerin toplanma zamanlarmin farkli olmasi hem de kullanilan
metodlarin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica analizlerin
gerceklestirildigi donemler de gbéz Oniinde bulunduruldugunda, aradaki zaman
farkina bagh olarak, yetistiricilere yonelik kalint1 konusunda bir duyarliligin gelismis

olabilecegi de diisiiniilmektedir.

Orug ve Sonal (2005), tarafindan Bursa’da 25 ¢ig siit numunesinde HPLC
yontemi ile oksitetrasiklin, penisilin G ve siilfadimidin kalintis1 aranmis ve
orneklerde herhangi bir antibiyotik kalintisina rastlanmadigr bildirilmistir. Bu

calisma ile yapilan ¢alisma sonuglar1 benzerlik gostermektedir.

Geger (2006), tarafindan Ankara piyasasinda satilan c¢esitli firmalara ait
tiretim tarihleri ve seri numaralar1 farkli 100 UHT ve 100 pastorize siit olmak Uzere
toplam 200 numunede oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve penisilin
kalintilar1 kalitatif olarak Charm Rosa System test kitleriyle olglilmiis ve pastorize
siit 6rneklerinin % 26’sinda, UHT siit orneklerinin de % 10’unda olacak sekilde,
toplamda 36 sut numunesinde antibiyotik varliginin tespit edildigi bildirilmistir.
Antibiyotik varlig: tespit edilen 36 6rnekten, HPLC analizi sonrasinda klortetrasiklin
disinda tespit edilen numunelerin MKL degerlerini astig1 belirtilmistir. Bu ¢alisma ile
yapilan caligma sonuglari arasindaki farkliligin, analizlerin gergeklestirildigi
donemlerin farkli olmasindan ve yine aradaki zaman farkina bagh olarak,
yetistiricilere yonelik kalinti konusunda bir duyarliligin gelismis olabileceginden

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ardi¢ ve Durmaz (2006), tarafindan Sanlurfa bolgesinde 300 st 6rnegi
Uzerinde beta-laktam antibiyotikler yonuyle agar disk difiizyon yontemi kullanilarak
yapilan Kkalitatif bir c¢alismada; Orneklerden 64’tinde beta-laktam varliginin
belirlendigi belirtilmistir. Bu calisma ile yapilan c¢alisma sonuclari arasindaki
farkliligin, hem numune toplanan bdlgelerin ve numunelerin toplanma zamanlarinin
farkli olmast hem de kullanilan metodlarin farkli olmasindan kaynaklandig:

distiniilmektedir.

Chung ve ark. (2009), Kore’de topladiklar1 269 adet inek ve kegi sutl
numunesinde bazi silfonamid ve kinolon grubuna ait ila¢ kalintilarinin varlig
belirlenmek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada, mikrobiyolojik testler ile 0On
incelemede 21 numuneyi siipheli olarak belirlemis ve HPLC metodu ile de bu
numunelerden 4’iinde kalint1 (3’0 siilfonamid, 1’1 kinolon grubu) tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Bu calisma ile yapilan calisma sonuglar1 arasindaki farkliligin,
numune toplanan iilkelerin ve numunelerin toplanma zamanlariin farkli olmasindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Benzer sekilde on tarama amaciyla ince tabaka kromatografi yonteminin
kullanildig1 ve ardindan yine agar disk difiizyon yonteminin kullanildigi, Karagal ve
Kaya (2010), tarafindan yapilan diger bir ¢calismada da; Ankara piyasasinda satilan
120’si ¢ig siit ve 120°si pastorize sut olmak lzere toplam 240 6rnek Uzerinde
ampisilin, amoksisilin, danofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalintisi
arastirilmistir.  Caligma sonucunda, 1 adet pastorize siit orneginde 300 pg/L
miktarinda ampisilin kalintistnin bulundugu bildirilmistir. Toplam 240 numune
tizerinde yapilan analizlerde 1 numunede antibiyotik bulunmasi yoniiyle
degerlendirildiginde; bu ¢alisma ile yapilan ¢alisma sonuglarinin benzerlik gosterdigi
ve bu durumun analiz yapilan bolgelerin benzer ve birbirine yakin bolgeler olmasina

bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ergin Kaya ve Filazi (2010), tarafindan Ankara’da satilan 240 adet ¢ig siit ve
pastOrize sut orneginde penisilin G, oksitetrasiklin, gentamisin, streptomisin ve
neomisin agisindan ITK/Biyootografi yontemi kullanilarak yapilan bir ¢calismada; 1
adet pastorize siit 6rneginde 150,4 pg/L miktarinda oksitetrasiklin, yine 1 adet

pastorize siit 6rneginde 33,5 pg/L miktarinda penisilin G ve 1 adet ¢ig siit 6rneginde
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de 7688,4 pg/L miktarinda neomisin tespit edildigi bildirilmistir. Toplam 240
numune iizerinde yapilan analizlerde sadece 3 numunede antibiyotik kalintisi
bulunmasi yoniiyle degerlendirildiginde; bu calisma sonuglari ile yapilan ¢alismanin
sonuglarinin benzerlik gosterdigi ve bu durumun analiz yapilan bélgelerin benzer ve

birbirine yakin bolgeler olmasina bagli olabilecegi kanaatine varilmstir.

Nina ve ark. (2011), tarafindan Hirvatistan’da 3 y1l boyunca toplam 1259 ¢ig
st numunesinde On taramada mikrobiyal testlerin ve immunoassay yonteminin
kullanildigr bir ¢alismada, igerisinde kloramfenikoliin de bulundugu bazi
antibiyotiklerin varligi arastirilmis ve 37 numunede antibiyotik kalintisi tespit
edildigi bildirilmistir. Ayn1 arastirmada pozitif bulunan 6rneklerin HPLC yontemiyle
yapilan dogrulamasinda ise sadece 3 Ornegin izin verilen degerlerin (zerinde (12
ug/kg penisilin, 19 pg/kg amoksisilin ve 1671 pg/kg tetrasiklin) oldugu sonucunu
belirtmiglerdir. Bu ¢alisma sonuglart ile yapilan c¢alisma sonuglari HPLC
yonteminden elde edilen sonuglar diisiiniildiigiinde benzer olarak degerlendirilebilir.
Bu noktada yontemin duyarliligi ve giivenilirliginin, diger yontemlere goére daha

kaliteli oldugunun teyidi bakimindan 6énemli oldugu digiiniilmektedir.

Navratilova ve ark. (2011), tarafindan Cekya’nin Giney Moravya ve
Vysocina Bolgelerinden alinan 150 adet ¢ig inek siitii 6rnegi tizerinde HPLC yontemi
kullanilarak yapilan bir ¢alismada; orneklerin %87,3'Unde florokinolon kalintisi
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu g¢alismadan elde edilen sonuglar ile yapilan
caligma arasindaki farkin; analiz yapilan Orneklerin farkli tilkelerden ve farklh

zamanlarda toplanmasina bagl olabilecegi diislintilmektedir.

Segmenoglu (2014), tarafindan yapilan bir calismada; 289 adet ¢ig inek
stitiinde makrolid antibiyotikler yoniiyle Charm II yontemi kullanilarak kalinti
analizleri gerceklestirilmis ve analiz edilen numunelerde aranilan makrolidlerin
varligina rastlanilmadigi bildirilmistir. Bu calisma ile yapilan c¢alisma sonuglarinin
benzerlik gosterdigi ve bu durumun analiz tarihlerinin yakin olmasia bagli oldugu
ve yetistiriciler Ulizerinde kalintiya bagl olarak belirli bir bilincin olusmus

olabilecegine bagl gelistigi diisiiniilmektedir.

Boultif (2015), tarafindan Cezayir’de 120 siit 6rnegi lizerinde ELISA ve

HPLC yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, numunelerde oksitetrasiklin ve
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penisilin G varlig1 arastirtlmis ve g¢alisma sonucunda 22 adet sit numunesinde
oksitetrasiklin kalintisina rastlandigr bildirilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen
sonuglar ile yapilan g¢alisma arasindaki farkin; analiz yapilan 6rneklerin farkli

Ulkelerden ve farkli zamanlarda toplanmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aycan (2016), tarafindan Afyonkarahisar bdlgesinden toplanan 80 siit 6rnegi
Uzerinde beta-laktam antibiyotik kalintis1 yoniiyle ELISA yontemi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada; 42 numunede kalinti tespit edilmis, bu numunelerden de
7’sinin izin verilen degerlerin lizerinde bulundugunu bildirmistir. Bu c¢alisma ile
yapilan c¢alisma sonuglar1 arasindaki farkliligin, hem numune toplanan bélgelerin ve
numunelerin toplanma zamanlariin farkli olmas1 hem de kullanilan metodlarin farkl

olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Glinlimiizde gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmis olan
kloramfenikol iizerinde, gecmis donemler icerisinde yapilmis olan farkli calismalar
da mevcuttur. Sanl ve ark. (1991), tarafindan 89 siit 6rnegi iizerinde yapilan bir
calismada, ITK/Biyootografik yontemle yapilan analizler neticesinde 6 numunede
(0,8 ile 1,6 ppm arasinda degisen miktarlarda) kloramfenikol kalintisinin tespit
edildigi bildirilmistir. Demet ve ark. (1992), tarafindan yapilan bir ¢alismada HPLC
yontemi kullanilmis ve toplam 61 adet siit orneginden 28’inde kloramfenikol
kalmtist bulundugu bildirilmistir. Onal ve ark. (1993), tarafindan yapilan diger bir
calismada da Ankara ve c¢evresinden toplanan 444 adet ¢ig ve pastorize siit
numunesinde intertest ve liclii plak testi kullanilmis ve intertest ile yapilan analizler
neticesinde 78 numunede kloramfenikol kalintis1 tespit edildigi bildirilmistir. Yine
ayni ¢aligmada ti¢lii plak yontemi ile yapilan analizler neticesinde ise 24 numunede

kloramfenikol kalintisinin tespit edilebildigi belirtilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, Oncelikle ¢ig keci siitiinde enrofloksasin, stilfametoksazol,
tilosin, penisilin G ve oksitritrasiklin icin test yonteminin uyarlanmasi ve
validasyonu gerceklestirilmistir. Calismada validasyonu saglanan yOntemin,
orneklerin analizine yonelik olarak hizli, kolay, pratik ve giivenilir olmasi, kullanilan
kimyasal maddelerin minimum miktarda tutulmasi, boylelikle de hem kisa zamanda
hem de daha diisik maliyetle, fazla sayida Ornegin analiz edilmesine imkan
saglamasi, secilen yontemin avantajlari olarak degerlendirilmistir. Yine tek bir
Oziitleme islemini takiben yine tek bir uygulama ile bes farkli etken maddenin analiz
edilebilmesi de yontemin kullanilabilirligini 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu yonuyle
degerlendirildiginde, 6zellikle kalint1 izleme ¢alismalarina yonelik analizlerin hizli
bir sekilde gercgeklestirilebilmesi ve boylelikle de yayginlagtirilmasina olanak

saglamasi agisindan da faydali olacag diistiniilmektedir.

Hayvansal kaynakli gidalarda olusabilecek ila¢ kalintisinin nedenleri
irdelendiginde, genellikle ilaglarin kullanimi sonrasi kesim 6ncesi bekletme slresine
uyulmamasi 6n plana cikar. Ozellikle bu noktada ilag kullanan yetistiricilerin
bilgilendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Yine hayvansal iirinlerde ila¢ kalintilarindan
korunmak icin; veteriner hekimler, hayvan yetistiricileri, veteriner ilaglar1 tireten ve
satis1 yapilan noktalar, kamu kurum ve kuruluslar ile elbette tuketicilere yonelik
bilinglendirme etkinlikleri de énemlidir. Yine bu noktada gerek akilct ilag kullanimi
ve gerekse koruyucu hekimlik ilkelerine riayet edilmesi ve ozellikle regeteli ilag

kullanimina uyulmasi bir gerekliliktir.

Veteriner hekim tedavi amaciyla kullanmis oldugu ilacin, besinlere gecen
kalintilar1 aracigiyla insan sagligina yonelik olusturabilecegi sakincalari bilmesi
gerekir. Yine bu noktada ayrica hayvan sahibi veya yetistiriciyi de konuya iligkin
olarak egitmesi ve gerekli uyarilar1 yapmasi da onemlidir. Ayrica hekim olarak, ilag
uyguladig1 hayvanlarin besin tiretiminde kullanilip-kullanilmama durumunu konuyla
ilgili kanun, yonetmelik, tliziik gibi diizenlemelere uygunlugu yoniiyle de surekli

olarak izlemekle de yukumladr.
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Hayvan yetistiricileri ve besin maddesi {reticileri ve/veya hazirlayicilari,
ticaret ahlaki ve toplumsal degerler yoniinden insan sagligi iizerinde tehlikeli
olmayacak, givenli besin maddelerini iiretmek zorunda olduklarinin bilincinde
olmalidirlar. Kesim 6ncesi bekletme siiresine uyulmamasinin, Kalintiya yol agan en
O6nemli sebep oldugu ve bu hususa Ozellikle dikkat etmeleri gerektigini

unutmamalidirlar.

Gida degeri olan hayvanlarda kullanilan ilaglar1 iireten veya hazirlayan ilag
firmalari; uygulama kilavuzlarinda bu ilaglarin, yararl etkileri yaninda, bilingsizce
kullanilmalar1 durumunda yol agabilecegi sakincalara da mutlaka deginmelidirler.
Yine bu noktada firmalar, ilaglarin dagitim ve satis kanallarina riayet etmeli; tanitim

brostirleri ve toplantilarinda meslek ahlaki ilkelerine dikkat etmelidirler.

Kalint1 ile ilgili sorumluluk sahibi olan kamu kurum veya kuruluslar ise,
tiiketiciler i¢in halk sagligi ve gida giivenliginin tam giivencesi olmahdirlar. Ilgili
kurum veya kurumlar; ilaglarin etkinligi ve giivenli kullanimi yaninda, gida giivenligi
bakimindan gerekli olan kalint1 izleme programlari da dahil, kalintiya yol agabilecek
tiim uygulamalar ve uygulama hatalarinin tespit edilmesi ve giderilmesi, konuyla
dogrudan veya dolayli olarak ilgili kisi/kurumlarin bilgilendirilmesi yoniyle

politikalarini belirlemeli ve suratle uygulamaya koymalidirlar.

Calisma sonucunda elde edilen veriler 151¢1nda; analizi yapilan bolgelerden
alinan kegci siitlerinde belirtilen antibiyotikler yoniiyle herhangi bir kalintinin tespit
edilememis olmasi; halk saghg yoniliyle sevindirici bir gelisme olarak
degerlendirilebilinir. Bu sonuca ulasilmasinda; 6zellikle ulusal diizeyde yapilan
kalint1 izleme programlarinin ve yetistiricilere yonelik kalintinin 6neminin
vurgulandig1 etkinliklerin, antibiyotik farkindalik haftasi ve tek saglik yaklagimi
altinda uygulanan calisma ve programlarin etkili oldugu kanisina varilmistir.
Ilerleyen siireglerde de bu tiir etkinlik ve faaliyetlerin devam etmesi gerektigi ve
kalint1 sorununun giincelligini her daim koruyan, uluslar aras1 boyutu da bulunan bir
konu oldugunun asla goz ardi edilmemesi gerekir. Her ne kadar ulusal kalint1 izleme
programi c¢ercevesinde bu tiir analizler gergeklestirilse de; 6zellikle kegi siitii, manda
sUti gibi daha az Uretilen ancak dnemi giin gectikce arttan, inek sutiinden farkl: siit

numuneleri lizerinde yapilan analizlerin de sayis1t mutlaka arttirilmali veya bu yonde
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yapilan caligmalar desteklenmelidir. Yapilan bu calisma ile de kayda deger bir
oranda keg¢i siitii numunesi {lizerinde calisilmis ve ¢alisma sonucunda halk sagligi
yoniiyle aranilan antibiyotikler acisindan herhangi bir risk faktori ile

karsilasilmamuistir.
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OZET

Ankara, Kirikkale ve Cankiri illerinden Toplanan Cig Keci Siitlerinde Baz
Antibiyotiklerin Varh@nin Arastirilmasi

Gida degeri olan hayvanlarda kullanilan antibiyotikler, halk saglig1 agisindan
gidalarda kalint1 sorununa yol acabilir. Bu durum da insan saglig1 agisindan 6nemli
sorunlarina neden olabilir. Gida degeri yoniiyle 6nem tasiyan iiriinlerden biri olan ¢ig

slit, eser miktarda da olsa antibiyotik igcermesi muhtemel gidalardan birisidir.

Bu ¢aligmada Ankara, Cankir1 ve Kirikkale’de satisa sunulan ¢ig ke¢i siitii
orneklerinde; hayvanlarda en sik kullanilan bes antibiyotik grubu igerisinden birer
etken madde segilmis (enrofloksasin, sulfametoksazol, tilosin, penisilin G,
oksitritrasiklin) ve bu maddelerin sutteki kalinti seviyelerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla; bir yil icerisinde ve iki farkli donemde olacak sekilde, kegi siitii
yetistiricilerine ait isletmelerden 150 adet ¢ig kegi siitii toplanmis ve HPLC yontemi
ile belirtilen antibiyotikler yoniyle analizleri gerceklestirilmistir.

Enrofloksasin, silfametoksazol, tilosin, penisilin G ve oksitetrasiklin icin
alikonulma zamanlar sirasiyla 7,9; 9,7; 11,5; 5,4; 7,3 dk. olarak; LOD degerleri ise
sirayla 1,47; 0,8; 7,51; 2,69; 8,89 ug/L ve LOQ degerleri ise sirasiyla 4,47; 2,44;
22,78; 8,16; 26,96 pg/L olarak bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda da Kkeci

std numunelerinde herhangi bir antibiyotik kalintis1 tespit edilememistir.

Kecilerin diger siit veren hayvanlara gore hastaliklara direncinin daha yiiksek
olmasi, dolayisiyla da bu hayvanlarda antibiyotik kullaniminin daha diisiik olmasinin

bu sonuca ulasilmasina sebep oldugu dngoriilmektedir.

Anahtar SoOzcukler: Ankara, antibiyotik kalintisi, Cankiri, HPLC, keci sitd,
Kirikkale.
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SUMMARY

Investigation of The Presence of Some Antibiotics in Raw Goat Milk Collected

from Ankara, Kirikkale and Cankiri Provinces

Antibiotics used on animals with food value may cause residual problems in
food in terms of public health. This situation can cause serious problems in terms of
human health. Raw milk, which is one of the products that are important in terms of
food value, is one of the foods that are likely to contain antibiotics, even in trace

amounts.

In this study, raw goat's milk samples offered for sale in Ankara, Cankir1 and
Kirikkale; One active ingredient was selected from the five most commonly used
antibiotic groups in animals (enrofloxacin, sulfametoxazole, tilosin, penicillin G,
oxytritracycline) and it was aimed to determine the residue levels of these substances
in milk.

For this purpose; Within one year and in two different periods, 150 raw goat
milks were collected from the enterprises belonging to goat milk breeders and
analyzed in terms of antibiotics specified by HPLC method.

The retention times for enrofloxacin, sulfamethoxazole, tylosin, penicillin G
and oxytetracycline were 7.9; 9.7; 11.5; 5.4; 7.3 min. aspect; LOD values are 1.47,
respectively; 0.8; 7.51; 2.69; 8.89 ug/L and LOQ values of 4.47, respectively; 2.44;
22.78; 8.16; It was found to be 26.96 pg/L, as a result of the analysis, no antibiotic

residues were detected in the goat milk samples.

It is predicted that goats have a higher level of disease resistance than other
milch animals, therefore, it is foreseen that the lower use of antibiotics in these

animals leads to this result.

Keywords: Ankara, antibiotic residue, Cankiri, goat’s milk, HPLC, Kirikkale.
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