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OZET

Hatay Ilinden Toplanan Sigir Siitlerinde Enrofloksasin, Danofloksasin ve
Marbofloksasin Kalintisinin Arastirilmasi

Mlaglarin uygun doz, siire ve endikasyonda kullanilmamas1 sonucu insan ve hayvan
sagliginda istenmeyen sonuglar meydana gelebilir. Ozellikle et, siit, yumurta igin yetistirilen
hayvanlarda bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu tiiketime sunulan gidalarinda kalintt
bulunabilir ve bu kalintili iirlinlerinin insan ve hayvanlardan tarafindan tiiketilmesi saglik
acisindan O6nemli sorunlar dogurabilir. Kalintili gidalarin tiiketilmesi ile toksikolojik,
mutajenik, karsinojenik, immun-supresif ve alerjik reaksiyonlar goriilebilir. Ayrica
antibiyotikli siitlerin yogurt ve peynir imalatinda kullanilmasi sonucunda iiriinler tam olarak
olgunlagamayabilir veya kalitesi diisiik tirlinler meydana gelebilecegi akilda tutulmalidir.

Bu arastirmada Hatay ilinden toplanan inek siitii orneklerinden florokinolon
antibiyotiklerden enrofloksasin, danofloksasin ve marbofloksasinin kalintt diizeyini
belirlenmesi amaglandi. Arastirmada 70 adet siit numunesi toplandi ve toplanan
numunelerden enrofloksasin, danofloksasin ve marbofloksasinin analizi yiiksek basingli sivi
kromatogram ile gerceklestirildi. Toplanan biitlin siit numunelerinde Slgiilen florokinolon
grubu antibiyotikler yoniinden siitte bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 limitlerinin
altinda oldugu goriildii. Bu sonuca gore yetistiricilerin antibiyotik uygulanmasi sonrasinda
antibiyotik kalintisin1 bulunan hayvanlar tilketime sunmadigi ve gerekli arinma siirelerine
dikkat edildigi sonucuna varilabilir.

Anahtar kelimeler: Enrofloksasin, Danofloksasin, Marbofloksasin, Kalinti, Siit.
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ABSTRACT

Investigation of Enrofloxacin, Danofloxacin, and MarbofloxacinResidues in
BovineMilk Collected from Hatay Province

The inappropriate use of medications in terms of dosage, duration, and indication
may lead to undesirable outcomes for both human and animal health. In particular, the
unconscious use of antibiotics in animals raised for meat, milk, and eggs can result in
residues in the food products available for consumption, posing significant health risks when
these contaminated products are consumed by humans and animals. The consumption of
contaminated food may cause toxicological, mutagenic, carcinogenic, immunosuppressive,
and allergic reactions. Moreover, it should be noted that the use of milk containing antibiotics
in the production of yogurt and cheese may prevent proper maturation of the products or
lead to low-quality products.

This study aimed to determine the residue levels of the fluoroquinolone antibiotics
enrofloxacin, danofloxacin, and marbofloxacin in cow milk samples collected from the
Hatay province. A total of 70 milk samples were collected, and the analysis of enrofloxacin,
danofloxacin, and marbofloxacin was performed using high-performance liquid
chromatography. The results showed that the fluoroquinolone antibiotics in all the collected
milk samples were below the maximum residue limits allowed in milk. Based on this result,
it can be concluded that farmers did not market animals with antibiotic residues after the
application of antibiotics and paid attention to the necessary withdrawal periods.

Keywords: Enrofloxacin, Danofloxacin, Marbofloxacin, Residue, Milk.
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1. GIRIS

Siit, memeli hayvanlarda meme bezi dokusunda {iretilen, kendine 6zgii koku ve tadi
olan, bilesiminde insan viicudu i¢in gerekli bir¢cok vitamin, mineral ve makromolekiiller olan
degerli bir besin kaynagidir. Diinyada 550 milyon 498 bin tonu inek siitii olmak iizere toplam
910 milyon 964 bin ton siit iiretimi oldugu tahmin edilmektedir. Giincel TUIK verilerine
gore, Turkiye’de 2023 yilinda ¢ig siit tiretim miktart 21 milyon 481 bin 567 ton olarak
kaydedilmistir. Hatay il genelinde ise yillik 171 bin 577 ton ¢ig siit iiretimi yapilmaktadir.
Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD)’nin raporuna gore diisiik ve orta gelirli
tilkelerde taze siit tiikketimi tercih edilirken gelismis tilkelerde ise islenmis siit tiikketmek tercih
edilmektedir (Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii (TEPGE), 2023).

Antibiyotikler hem beseri hekimlikte hem de veteriner hekimlikte siklikla kullanilan
ila¢g gruplarindan biridir. Antibiyotikler 20. yiizyilda tedavide kullanima sunulmustur.
1940’1 yillarda siit sigirciliginda enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanmustir.
Beseri ve veteriner hekimlikte antibiyotik kullaniminin baslica nedenleri eklem, meme
dokusu, solunum sistemi ve gastrointestinal ile diger doku ve organlarda meydana gelen
bakteriyel enfeksiyonlardir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler siklikla
kas ic¢i, deri alt1 ve damar i¢i yollarla uygulanirken lokalize enfeksiyonlarinda genellikle
lokal uygulama (eklem i¢i, meme i¢i vb.) yollar tercih edilir.

Ulkemizde beseri hekimlikte kullanilan 1627 antibiyotik miistahzar1 vardir.
Veteriner hekimlikte ise bu sayr 811°dir. Dogu Avrupa iilkeleri arasinda yapilan bir
calismada DSO verilerine gore iilkemizin bu bdlgede yer alan iilkeler arasinda en yiiksek
antibiyotik tiiketimine sahip oldugu gosterilmistir (Tiirkiye Bilimler Akademisi TUBA,
2017). Ancak iilkemizde hayvan sagliginda kullanilan antibiyotiklerle ilgili benzer bilgiler
olduke¢a smirhidir.

Sig1r siitlerinde antibiyotik kalintisinin bulunmasinin nedeni; hayvanlarda kullanilan
antibiyotiklerin - uygun siire yiiksek dozda kullanilmasi, prospektiisine uygun
kullanilmamasi, kullanildiktan sonra gerekli armmma siiresine uyulmaksizin sagilan siitiin
tiiketiciye sunulmasi, sagilan siitiin antibiyotik kullanmayan hayvanlardan elde edilen siit ile
ayni1 tankta toplanmasi gibi sebepler yatmaktadir. Bu bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu
siite gecen antibiyotik miktarinin izin verilen maksimum konsantrasyon, DSO tarafindan

siirlandirilmistir (Yilmaz ve ark, 2018, Bacanli ve ark, 2019).



Antibiyotik kalintis1 tagiyan siit, islenirken kalitesi diisiik islenmis gidalar elde
edilmesine sebep olur. Kivami, son tiiketici tarafindan arzulanmayan sekilde tiretilen daha
diisiik kalitedeki peynir, labne, yogurt gibi fermente siit iiriinleri daha diisiik fiyata satilarak
veya satilamayarak tiretici i¢in ekonomik kayiplara sebep olur. Siitteki antibiyotigin bireyler
tarafindan kronik alimi ile birlikte bakterilerde direng gelisiminin yaninda genototoksik ve
karsinojenik etkiler gibi bir¢ok istenmeyen etkiye neden olabilir. Tiiketilen antibiyotikli siit
ve siit tirtinleri; besin zincirinde su borular1 veya kanalizasyonla topraga karisir ve bitkilere,
oradan da tekrar insan viicuduna gegerek besin zincirinde dolasabileceginden antibiyotikli
tirliinlerin ¢evre ile bulasinin da kesilmesi olduk¢a 6nemlidir ve dikkat edilmelidir.

Bu c¢alisgmada amacimiz; Hatay ilinden toplanan sigir siitlerinde veteriner
hekimliginde siklikla kullanilan florokinolon grubu antibiyotiklerin kalintistnin olup

olmadigini tespit etmesi ve siitlerdeki diizeylerinin belirlenmesidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotik; bakteri, mantar, aktinomisetler gibi mikroorganizmalar tarafindan dogal
olarak iiretilen veya sentetik yollarla elde edilen diisiik yogunluklarda bile bakterilerin
biiyiimesini engelleyen veya onlar1 6ldiiren maddelerdir. Antibiyotikler, beseri ve veteriner
hekimlikte siklikla, bakteriyel kaynakli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ila¢ grubudur.
Tiirk Gida Kodeksi ve Amerikan Gida ve Ilag Ajans1 Veterinerlik Merkezi’ne gore kalinti,
hayvanlarda veya hayvansal kaynakli gidalarda ilag ve metoboliti olarak tanimlanir. Ilaglarin
cogu, canlt viicuduna uygulandiktan sonra metabolize olur ve itraha ugrar (Bacanli ve ark.

2019).

2.1.1. Antibiyotik Gruplarimn Siniflandirilmasi

Antibakteriyel ilaglar sekiz grup altinda siniflandirilmaktadir:

e Beta laktam antibiyotikler

e Makrolid grubu antibiyotikler

e Siilfonamidler

e Florokinolonlar  (siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin,
danofloksasin, marbofloksasin, enrofloksasin)

e Tetrasiklinler

e Aminoglikozidler

e Amfenikoller

e Dar spektrumlu polipeptid yapili antibiyotikler

2.1.2. Florokinolonlar

Veteriner hekimlikte en sik  kullanilan  antibiyotik  gruplarindan  biri
florokinolonlardir. 1962 yilinda antimalaryal bir ila¢ olan klorokin iizerine arastirma
yapilirken nalidiksik asit sentezlenmistir. Nalidiksik asit ¢ekirdegiyle iiretilen ilk kinolon
yapisinin, gram pozitif bakterilere kars1 etkilidir. Yaklasik yirmi yil sonra 1980’11 yillarda

ana iskelete farkli gruplar eklenmesiyle etki spektrumlari genisletilmistir. Flor atomu



eklenmesiyle birlikte siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin gelistirilirken, altinci karbon
atomuna flor iceren farkli gruplarin eklenmesiyle gram pozitif mikroorganizmalara kars1
etkileri giiglendirilmistir (Stahlmann, 2002). Daha sonra gelistirilen tiirevleriyle direng
gelisiminin daha zor oldugu, farmakokinetik ozellikleri iyilestirilmis florokinolonlar
piyasaya sunulmustur. Lipofiliklerinin artmasiyla oral biyoyararlanimi artirilmis ve tedavide

kullanimi yayginlastirilmistir (Andriole, 1999).

Florokinolonlar, DNA jiraz enziminin inhibisyonu ile bakteri hiicresinin
uzamasindan sonra boliinme evresine gecememesi sayesinde etkinlik gosterir (Akkaya,
1997). Yan etki bakimindan iyilestirilmeye calisilsalar da her ilagta oldugu gibi bu ilag
grubunda da bireyler arasi farklilik gosteren istenmeyen etkiler goriilebilmektedir. Veteriner
hekimlikte siklikla kullanilan florokinolonlarin sahip oldugu birgok iistiin 6zellikten dolay1
klinikte kullanimi olduk¢a yaygindir. Verimli ve degerli antibiyotik olmalarinin yan1 sira
hayvanlarda enfeksiyon tedavisinde alternatif olarak kullanilabilmektedirler (European
Medicines Agency, CVMP, 2007). Florokinolonlar, kiigiik molekiiler yapilari sayesinde
sitoplazmik membrandan kolaylikla gecerler ve sitoplazmik zardan hizlica hiicre igine
gecebilirler. Baz1 bakterilerin zarinda bulunan porin proteinlerinin kayb1 veya degisimi,
ilacin sitoplazma igerisindeki konsantrasyonunu diisiirerek yiiksek diizeyde olmasa da
florokinolon direncine yol acabilmektedir (Giilay, 2002). Hayvanlarda kullaniminin 6nemi;
mikoplazmalar1 da kapsayan genis spektrumlu oluslariyla, diisiik konsantrasyonlarda
bakterisid etkisini siirdiirmesi ile iligkilidir. Ayn1 zamanda toksisitelerinin az olmasi ve viicut
stvilarinda dagilim gostermesinden dolay: veteriner hekimlikte kullanimi tercih edilir
(Pharm ve ark, 2019; Akkaya, 1997).

Avrupa ve Tirkiye’de gida elde etmede kullanilan hayvanlar {izerinde
uygulanmasina izin verilen ruhsatli florokinolonlar; oksolinik asit, flumekuin,
danofloksasin, difloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin, sarafloksasindir. Bu etkin
maddeler i¢inde Avrupa’da en sik kullanilan antibiyotiklerde ilk sirada enrofloksasin
gelirken, flumekuin, oksolinik asit, marbofloksasin, danofloksasin, difloksasin ve son olarak
da sarafloksasin gelmektedir. Ayni siralama, sigir tiirii igin en sik kullanilan florokinolon
miistahzarlarlar1 da kullanim sikligina gore ¢oktan aza, enrofloksasin, flumekuin, oksolinik
asit, marbofloksasin, danofloksasin ve difloksasindir (EuropeanMedicinesAgency

CVMP,1999). Ulkemizde kinolon grubu bazi antibiyotiklerin si8ir, koyun, kegi siitiinde



maksimum kalint1 limitleri; danofloksasin i¢in 30 pg/kg, enrofloksasin i¢in 100 ug/kg ve
marbofloksasin i¢in ise 75 pg/kg’dir (Tirk Gida Kodeksi, 2007).

Veteriner ilaglar i¢in geri ¢ekilme siiresi vardir. Geri ¢ekilme siiresi; bir veteriner
ilacinin son uygulanmasi ile o hayvanin kesimi veya gida iiretimi arasinda, gidanin
maksimum kalinti sinirmi agan ilag seviyeleri igermediginden emin olmak igin ge¢mesi
gereken siiredir (EMEA, 2006). Bu siire boyunca siit, insan tiiketimi veya gida iiretimi
amaciyla kullanilamaz. Geri ¢ekilme siiresi, ilag ve tlire bagli bir parametredir. Damar i¢i,
kas i¢i, deri alt1 ve oral uygulama yollari ile ilacin siitteki dagilimi ve siitteki yar1 eliminasyon
stireleri degisebilir (Riviere & Papich, 2017).

Enrofloksasin, danofloksasin ve marbofloksasin veteriner hekimlikte en ¢ok
kullanilan florokinolon tiirevi antibiyotiklerdir. Florokinolon iskeletine sahip bu etkin
maddelerin, in vitro gram negatif bakteriler lizerinde yliksek derecede duyarli oldugu ve
gram pozitif bakteriler {izerinde orta derecede duyarli oldugu gosterilmistir (Campoli-
Richards, 1988). Florokinolonlar IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi)’ a gore numaralandirildiginda 6. Konumdaki flor atomu, DNA jiraz enziminin
inhibisyonu iizerinde etkilidir (Sekil 1°de Florokinolon ana iskeleti goriilmektedir). DNA
sentezi ve tamirinden sorumlu olan bu enzim hiicre i¢inde sitoplazmada konumlanir ve
eksikliginde hiicre boliinmeden anormal sekilde uzayarak pargalanir. Memeli hayvan
hiicresinde ayn1 gorevdeki DNA topoizomerazlar siiper sarmal yapida olmadiklari i¢in
florokinolon tiirevi antibiyotikler bakteriyel hiicre bdliinmesini engellerken memeli
hiicrelerinin aktivitesini degistirmezler. Florokinolonlarin kan konsantrasyonlari dozla
dogru orantilidir. Dokulardan absorbsiyonlar1 hizlidir. Plazma proteinlerine diisiik oranda
baglanirlar. Plazma yar1 dmiirleri uzun oldugu i¢in de 8-12 saat araliklarinda uygulanirlar.
Bu farmakolojik tistiinliikleri sayesinde doku ve yumusak doku enfeksiyonlarinda siklikla
tercih edilen ajanlardir. Kikirdak, kemik, akciger ve tonsillere gegebilirler. Danofloksasin,
sigirlarda subkutan veya intramuskuler uygulama sonrasinda akciger konsantrasyonunun
plazma pik konsantrasyonunun 4 katina ulasir. Baglica itrahi idrarla olmakla birlikte bir

kismi1 da bobreklerden glomeriiler filtrasyonla atilir (Akkaya, 1997).
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Sekil 1. Florokinolon grubu antibiyotiklerin genel yapisi

2.1.2.1. Enrofloksasin

Enrofloksasin, lipofilik, amfoterik yapisiyla hiicre i¢ine gegcisi ve viicutta dagilimi
kolay olan bakterisidal etkili bir antibiyotiktir. Insanlarda viicutta biiyiikk oranda
siprofloksasine doniisiir. Maksimum kalint1 diizeyi (MKL) inek siitii i¢in 100 pg/kg’dir
(CVMP EMEA 1998a, 2002a; TGK 2007).

Enrofloksasin (1- siklopropil — 7 — (4 — etil — 1 —piperazinil) — 6 —floro— 1,4 —dihidro
— 4 —okso— 3 —kinolon karboksilik asit), gram negatif ve gram pozitif bakterilere etki eden
genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Sekil-2). Baslica duyarli bakteriler; E.coli, Salmonella
sp., Yersinia sp., Proteus sp., Leptospira sp., Enterobacter sp., Shigella sp., Acinobacter
sp., Campylobacter sp., Actinobacillus sp., Pasteurella sp., Klebsiella sp., metisiline ve
gentamisine direngli olanlar da dahil Staphylococcus sp., penisiline direngli olanlarda dahil
N.gonorrhoeae, Mycoplasma sp., Corynebacterium sp., N. Meningiditis, Chlamydia sp., V.
Cholerae,’dir. Bazi streptococcus tiirleri ve mikobakterilere karsi orta derecede duyarlilik
gosterir. Anaerobik koklarin ¢coguna karsi ise direnglidir.

Enrofloksasin oral yolla verildikten kisa bir siire sonra kolayca emilir ve genis 6l¢iide
viicuda dagilir. Akciger, karaciger, bobrek, kemikler ve lenfatik sistemde serum
seviyelerinin 2-3 kati1 konsantrasyonlarda bulunmustur. Enrofloksasin verilmesini takiben 1-
2 saat icinde pik plazma yogunluguna ulasir ve 24 saat siire ile terapotik seviyede kalir.
Hayvanlarda birgok enfeksiyon i¢in tedavi edici doz 2.5 mg/kg olmakla birlikte dozaj rejimi
veteriner hekim kontroliindedir. Baslica kendisi ve metabolitleri safra ve idrar yoluyla atilir
(Trouchon ve Lefebvre, 2016). Karacigerde metabolize olduktan sonra aktif metaboliti

siprofloksasine doniisiir. ila¢ uygulamasindan 6-24 saat sonra alinan siit drneklerinde %8



enrofloksasin, %30 siprofloksasin kalintis1 bulunmustur (EMEA, 1998a; Turgut, 2000).
Uzun siireli kullanilan enrofloksasinin karaciger ve bobrekte hasara neden oldugu
kaydedilmistir (Corum ve ark., 2019; Yasini ve ark., 2015). Kan tablosunda veya diger
biyolojik sivilardaki bazi parametrelerin 6l¢limii ¢esitli organ hasari1 varligi hakkinda fikir

vermektedir.

Sekil 2. Enrofloksasinin kimyasal yapisi (EMEA 1998a)

2.1.2.2. Danofloksasin

Danofloksasin bakteriyel DNA jirazi inhibe ederek DNA replikasyonunu onleyerek
bakterisid etki gosterir. Kisa siireli yiiksek doz kullanimi oldugu gibi, uzun siireli diigiik
dozda kullanim1 da tedavi rejimleri arasindadir. Danofloksasin siitte siiresi uygulanan son
dozdan 4 giin sonradir (Halleran ve ark. 2021).Siit sigirciliginda genellikle solunum sistemi
hastaliklarinda kullanilir (EMEA, 1998).

Danofloksasinin kimyasal formiilii (1-siklopropil-6-floro-7-[(1S,4S)-5-metil-2,5-
diazabisiklo [2.2.1]heptan-2-il]-4-oksokinolin-3-karboksilik asit)’dir. Sekil-3’te
danofloksasin kimyasal formiilii gosterilmistir. Baslica duyarli bakteriler; E.coli, Klebsiella
sp., Salmonella sp., Shigella sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Versinia sp., Moraxella sp.,
Acinobacter sp., Actinobacillus sp., Proteus sp., Leptospira sp., Campylobacter sp.,
Haemophilus sp., Pasteurella sp., Enrichia sp., Citrobacter sp., Coxiellabrunetti, metisiline

ve gentamisine direngli olanlar da dahil Staphylococcus sp., penisiline direngli olanlarda



dahil N.gonorrhoeae, N. Meningiditis, Strep. Zooepidemicus, Corynebacterium sp.,
V.cholerae, Mycoplasma sp. Dir. Strep. Suis, Strep. Agalactia, Strepdysgalactia Requi,
Chlamydia sp., Mycobacterium sp.Orta derecede duyarlilik gosterir. Anaerobik koklarin
¢ogu, Bacteroides sp.,Clostridium sp., ve Ps. Maltophila kinolonlara genellikle az duyarli
veya direnglidir (EMEA, 1998b).
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Sekil 3. Danofloksasin kimyasal yapisi (EMEA.1998)
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Danofloksasin, yiiksek lipid ¢oziiniirliigiine, plazma proteinlerine diisiik baglanmasina ve
ATP’ye bagimli efliiks tasiyicilari i¢in bir substrat olmasina bagli olarak koyun ve kecilerde
cok genis bir dagilim hacmine sahiptir (Corum, 2019).

2.1.2.3. Marbofloksasin

Marbofloksasin sadece veteriner hekimlikte kullanilan tiglincii nesil bir
florokinolondur. Yarilanma stiresi enrofloksasinden uzundur (Giguere ve Dowling, 2013).
Marbofloksasin kimyasal yapis1 (7-floro-2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)-10-okso-4-oksa-
1,2-diazatrisiklo [7.3.1.05,13] trideka-5(13),6,8,11-tetraen-11-karboksilik asit)’dir. Sekil’4-
te kimyasal yapist gosterilmistir. Siit sigirciliginda, mastisit tedavisinde siklikla kullanilir.
In vitro olarak, Gram(-) bakteriler Escherichia coli, Pasteurella (P. Multocida),
Histophilussomni, Mannheimia (M. Haemolytica), ve Salmonella basta olmak tizere cesitli
bakteri tiirlerinin yan1 sira, Streptococcus (S. Agalactiae, Staphylococcus (S. Aureus), S.
Dysgalactiae) ve Mycoplasma (Mycoplasmabovis) basta olmak tizere Gram(+) bakterilere

kars1 genis spektrumlu bir etkiye sahiptir.



Marbofloksasin 8 mg/kg’lik tek bir kas i¢i uygulamanin ardindan maksimum plazma
konsantrasyonu (Cdoruk) 8 pg/mL’dir ve bu konsantrasyona yaklagik 1 saatte (Tdoruk)
ulasilirken, 2 mg/kg’1n deri alt1 olarak uygulanmasinin ardindan ise, 1 saat i¢inde maksimum
plazma konsantrasyonu olan 1,7 pg/mL’ye ulasir. Biyoyararlanimi %100’e yakindir.
Marbofloksasin, plazma proteinlerine zayif (%30) diizeyde baglanir, genis 6l¢iide dagilir ve
cogu dokuda (karaciger, bobrek, deri, akciger, safra kesesi, uterus), plazmadan daha yiliksek
konsantrasyonlara ulasir. Marbofloksasin, agirlikli olarak idrar ve digki ile aktif formda
atilir. Marbofloksasin, sigirlarda marbofloksasine duyarl bakteriler tarafindan olusturulan
solunum yolu enfeksiyonlari, akut mastitis, neonatal enterit ve metritis enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilir. Veteriner hekim tarafindan baska sekilde tavsiye edilmedigi takdirde;
solunum yollar1 enfeksiyonlarinda: Kas i¢i enjeksiyon yoluyla tek bir doz halinde 8 mg/kg;
deri alt1 veya damar i¢i enjeksiyon yoluyla 2 mL/25 kg, i¢ giin siireyle giinde bir kez 2 mg/kg
dozunda uygulanir. Neonatal enterit ve akut mastitis ve tedavisinde kullanilir. Enjekte
edilecek miktar 20 mL’den fazla ise, iki veya daha fazla enjeksiyon yerinden enjekte
edilecek sekilde boliinmelidir. Tedavi siiresince ve son ila¢ uygulamasindan sonra eti igin
yetistirilen sigirlar 6 glin gecmeden kesime gonderilmemelidir.  Ayrica son ilag
uygulamasindan sonra 1,5 giin (3 sagim) siireyle elde edilen inek siitii tiikketime
sunulmamalidir (EMEA, 2006).
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Sekil 4. Marbofloksasinin kimyasal yapis1 (EMEA, 2006)

2.2. Hayvansal Gidalarda Antibiyotik Kalintisi
Siit; igerdigi A, D, E, K, C, B1, B2, B6, B12 vitaminlerinin yaninda ¢esitli proteinler,
demir, fosfor, kalsiyum gibi 6nemli makro ve mikro besin 6gelerini barindirir. 2022°de

yaymlanan Ulusal Siit ve Siit Uriinleri Konseyi Beslenme Rehberi’nde her giin eriskin



bireylerin 3 porsiyon (1 porsiyon 240 mL ifade eder), 2 yas iizeri ¢ocuklarin, adolesanlarin,
gebelerin, laktasyondaki kadinlarin ve postmenopozal kadinlarin 2 ile 4 porsiyon arasinda
stit ve siit trtinlerini tiikketmeleri tavsiye edilmektedir. Zengin bir kalsiyum kaynagi oldugu
i¢in ¢cocuk ve adolesanlarda saglikli kemik ve dis gelisimini destekler. Yetiskinlerde ise bazi
metabolik hastaliklara karst koruyucu oldugu bilinmektedir (Tiirkiye Beslenme Rehberi,
2022).

Siitten elde edilen peynir, tereyagi, kefir, yogurt, dondurma da tipki siit gibi besin
degeri yiiksek gidalardir. Siit {iretiminde yemden, hayvanin memesinden tasinan ve siitiin
depolandigi kaptan cesitli kontaminasyonlar olusabilmektedir. Kilavuzlara gore tiim
asamalarda (Iyi Uretim Uygulamalari (GMP), Iyi Tarim Uygulamalar1 (GAP), Iyi Hijyen
Uygulamalar1 (GHP)’na uyulmalidir. Zengin igerigi sayesinde siit, memelilere faydali
oldugu gibi; insanda hastaliga neden olabilen zararli mikroorganizmalarin iiremesi i¢in de
ideal bir besiyeridir. Bacillus anthracis isimli bakteriyle kontamine yemi yiyen hayvanlarin
enfekte olmasi, sonrasinda bu hayvanlarin insanlara besin olarak kullanilmasi ile sarbon
gelisebilir. Insanlarin ve hayvanlarin bagirsak sistemlerinde yasayan ve genellikle hayvan
digkisi ile kontamine gidalarin tiiketilmesi ile insanlara Salmonella bakterisi gegebilir ve tifo
hastaligina sebep olur. Bu gibi hastaliklarin etkenleri et ve ¢ig siit ile bulasan zoonoz
hastaliklardir (Yilmaz ve ark., 2022).

2022°de diinya siit iiretimi 930 milyon tona ¢ikmustir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
tarafindan segilen 40 000’den fazla tarimsal isletmeden elde edilen verilere bakildiginda en
fazla inek siitii iretimi yapildigi goriilmektedir. Hayvanlar arasinda en fazla ¢ig siit
tretiminin inek siitli oldugu goriilmektedir. Grafik 1: Tiirkiye’de 2023 yilinda siit tiretimi
kaynaklar1 oranlari, Grafikl’de Tiirkiye’de 2023 yili ¢ig siit tretimi verilmistir
(TUIK,2023):
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Grafik 1. 2023 yilinda siit iiretimi kaynaklar1 oranlar1 (TUIK,2023)

Cizelge 1. Tirkiye’de ¢ig siit {iretimi, 2023 (ton)

2023 %
inek 19 961 908 %93
Manda 43 025 %0,00000005
Koyun 933576 %4
Keci 543 058 %3
Toplam 21 481 567 %100
Ulkemizde siit ve siit iriinlerinin ihracati, iilke ekonomisine ciddi katki

saglamaktadir (TUIK, 2023). Ihracat miktarlar1 Grafik 2°de verilmistir.
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Grafik 2. Tiirkiye’de Siit ve Siit Uriinleri ihracat (milyon §)
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TUIK verilerine gore iilkemizin siit ve siit {iriinleri ihracati 5 yil iginde %42 oraninda
artmistir. 2021 yilinda siit ve siit tiriinleri ihracatimiz ilk kez 516,7 milyon dolara ulasmistir.

Hatay ilinde ise siit liretimi i¢in kullanilan biiyiikbas hayvan varligindan elde edilen
stit Uretim miktar1 2018 yili sonu itibari ile 165.189 ton olmustur. 2018 yilinda sagilan
biiylikbag hayvan varligindan elde edilen siit iiretim miktarinin %72,0’si kiiltiir, %25,9°u
melez, %1,9’u yerli sigirlardan ve %0,2’si ise manda siitiinden olusmaktadir (Kiigiik ve ark,
2020).

Meme dokusunda bulunan kan igerigi, siite hastalik durumunda gecirgenligi
degistirerek antibiyotiklerin siite gegisine izin veren fizyolojiye sahiptir. Antibiyotiklerin
prospektiise uygun kullanilmamasi, sagilan memenin ilag verilen memeyle ayni olmadiginda
stitiin sagilip kullanima sunulabilecegi diisiincesi, ila¢ kalint1 arinma siiresine uyulmamasi
gibi bilingsiz kullanimi sonucu siitte antibiyotik kalintisina rastlanir. Antibiyotiklerin siit
salgisina; ortak tasiyici, pasif difiizyon, pH farklilik ve interselliiler difiizyon teorileri ile
gectigi varsayilmaktadir (Yilmaz ve ark, 2018). Florokinolon stabilitesinin iyi olmasi
sebebiyle veteriner kliniginde tercih edilir. 2010 yilinda yapilan bir arastirmada, siit ve siit
tirtinlerinin, kaynatma, mikrodalga firmlama, kavurma, i1zgara ve kizartma gibi 1s1l

islemlerden gecirilmesiyle dahi florokinolonun yapisinin degismedigi ortaya koyulmustur
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(Roca ve ark, 2010). ilag kalintis1 bireylerde alerjik etkilere, ihtiyag olmadigi halde
farmakolojik etkiye, karsinojenik etkiye, sindirim kanali florasinin degismesine, cinsiyet
Ozelliklerinin degismesine, gida endiistrisinde kalitesiz gida iiretimine ve direngli suslarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Bacanl ve ark, 2019).

Siitte  antibiyotik  kalintilarinin  belirlenmesinde;  immiinolojik  yontemler,
mikrobiyolojik inhibisyon analizleri, kromatografik yontemler ve biyosensorler
kullanilabilir. (Kantiani ve ark., 2009; Yilmaz ve ark., 2018). Yiiksek hassasiyet ve spesifik
calismaya olanak saglamasi ve ayni anda birden fazla numune ile kolay nicel analiz yapma
olanagindan dolayi en sik kullanilan yontem kromatografik yontemlerdir.

Diinyada yillar iginde siitteki antibiyotik miktar1 ¢aligmalarinin artis1 grafik 3’te

goriilmektedir (Sachi ve ark, 2019).

Grafik 3. Yillara Gore Antibiyotik Kalint1 Caligmalari
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2.3. Siitte Antibiyotik Kalintisinin Sonuglari

2.3.1.Antibiyotik Kalintisinin Halk Saghgina Etkileri

Besin kaynagi olarak kullanilmak iizere yetistirilen hayvanlarin bakteriyal
enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotik kullanilir. Bu antibiyotikler, hayvanin itrah

organlarinda toplanabilir. Antibiyotik verilen hayvanlardan elde edilen siit, peynir, bal gibi
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hayvansal {iriinlere de gegmektedir. Antibiyotigin uzun veya yiiksek dozda kullanim1 sonucu
halk saghgini tehdit etmektedir (Cancilar ve ark, 2017). ilag kalintis1 bireylerde alerjik
etkilere, ihtiya¢ olmadig1 halde farmakolojik etkiye, karsinojenik etkiye, sindirim kanali
florasinin degismesine, cinsiyet 6zelliklerinin degismesine, gida endiistrisinde kalitesiz gida

tiretimine ve direngli suslarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Bacanli ve ark., 2019).

2.3.1.1. Alerjik Etki

Beseri hekimlikte %10 siklikta goriilen penisilin alerjisine ragmen, veteriner
hekimlikte bilingli veya bilingsiz kullanimlartyla hayvansal besinlerin alimiyla hafif deri
dokiintiilerinden anaflaktik soka kadar bir¢ok alerjik reaksiyon kaydedilmistir (Bacanli ve
ark. 2019; Kyuchukova, 2020). Kalintilarin insan saglig1 {izerinde yaptig1 en yaygin etki, ilag
alerjileridir. Ilaca tek seferli maruziyet, alerji olusumuna sebep olmayabilirken, hayvansal
kaynaktan alinan diisiik dozlardaki antibiyotik geg¢ tip alerjik reaksiyonlara (tip-3 alerji)
sebep olabilir. Ayn1 zamanda penisilin alerjisi olan bir bireyde ¢ok diisiik miktarlarda
penisilin dahi anaflaksi sonucu &liimle sonuglanan bir maruziyet olarak gosterilebilir

(Cancilar, 2017).

2.3.1.2. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler, kalintilarinin gereksiz ve kontrolsiiz dozda viicuda alinmasi
mikroorganizmalarin bu antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasina ve dogrudan temas yoluyla
direng gelisimine sebep olur (Rana ve ark, 2019). Antibiyotik direnci, bir¢ok bakteride
antibiyotigin hiicreye girisinden sonra disariya atan efflux pompa sitemleri sayesinde olur.
Bu ¢alismada incelenecek olan kinolon grubu antibiyotiklerin atilimu ile alakali pompalar,
E. Coli, Burkholderiacepacia, P. Aeruginosa, S. Aureus, S. Pneumoniae gibi insanda patojen
olabilen 6nemli tiirlerde vardir. Kinolon direnci, pompa sistemlerinin asir1 iiretimi ile gelisir.
Dolayistyla pompa proteinlerinin ekspresyonunu arttiran ve genellikle kontrol genlerini
ilgilendiren kromozomal bir mutajenite, florokinolonlarin direng¢ gelistirmesi i¢in uygun
kosullar1 hazirlar. Pompa sisteminin indiiklenmesi ile sadece florokinolonlara degil,
pompanin substratlar1 olan tetrasiklinker, kloramfenikol, beta-laktamlar, trimetoprim gibi

farkli antibiyotiklere kars1 cogul direng¢ goriilmektedir (Gtilay, 2002).
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2.3.1.3. Karsinojenik Etki

Bakteri hiicresine spesifik gelistirilmeye ¢alisilan antibiyotikler, insan DNA ve RNA
gibi makromolekiillerle etkilesime gecerek potansiyel karsinojenik etkiler gosterir (Rana ve
ark, 2019).

2.3.1.4. Mutajenik ve Teratojenik Etki

DNA molekiiliiniin yapisina baglanan antibiyotik kalintilar1 g¢esitli mutasyonlara
sebep olabilir. Kisirliga sebep olabilecek mutasyonlar goriilebilmektedir. Ayn1 zamanda
gebelikte bu kalintilara maruziyet, bebekte konjenital anomalilere sebep olabilecegi de

ortaya konulmustur (Rana ve ark, 2019).

2.3.1.5.intestinal Sistem Florasinin Bozulmasi

Son yillarda bagirsak florasinin, bireyin sagliginda dogrudan etkili oldugu yoniinde
bir¢ok caligma yapilmistir. Bagirsak florasinda, kisa veya uzun siireli antibiyotik maruziyeti
sonucu olumsuz etkilenerek bagisiklik, enerji metabolizmasi, yapim olaylarinda rol oynayan
faydali mikroorganizmalar1 &ldiiriir. Ozellikle genis spektrumlu antibiyotikler, patojen

olmayan bakterileride 6ldiiriir.

2.3.1.6.Siit ve Siit Uriinleri Endiistrisine Etkileri

Tiirkiye'de siit iiretimi, ekonomik agidan 6nemlidir. Yogurt, peynir, kaymak gibi siit
iriinlerinde istenen kivam, tat ve aroma igin, siit icerisindeki bazi bakterilerin varlig: sarttir.
Siitteki antibiyotik kalintisi, laktik asit bakterilerinin fermentasyonu i¢in uygun ortam
kaybedildiginden kalitesi diiser. Hastalik donemi gecen hayvandan arinma siiresi
beklenilmeden alinan siit, kalitesiz oldugu i¢in aslinda elde edilmeye c¢alisilan kar, yerini

zarara birakir (Dokuzlu, 2001; Rana ve ark, 2019).

2.3.2.Antibiyotik Kalintisinin Cevreye Etkileri

Bir¢ok calisma, florokinolon kalintisinin atik sulara ve topraga karigmasiyla ilgili
antibiyotik ve diger mikro Kirleticilerin ekotoksikoloji yoniinden daha dikkatli kullanilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir (Doorslaerer ve ark, 2014). Florokinolonlarin beseri

kullanimdan sonra %10-90 arasinda degismeden atilmasi, kanalizasyonla birlikte suda
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birikimine sebep olur. Florokinolon birikmis bir su ile sulanan topraktan da bitkilere geger
ve bu sekilde besin zincirine katilmis olur (Bhatt ve ark., 2022).

Cin'in Yangtze Nehri Deltasi'ndaki tarimsal topraklarda gesitli antibiyotiklerin
dagiliminin incelendigi bir calismada antibiyotikler i¢inden en yaygin antibiyotigin
siprofloksasin oldugu gosterilmistir. Ayni iilkede yapilan diger bir ¢alismada ise iilkenin
giineyindeki ¢esitli tortu numuneleri incelenmistir, bulunan en yiiksek antibiyotik
konsantrasyonu 1.03— 722.18 pg/kg konsantrasyon araligi ile siprofloksasin, norfloksasin,
enrofloksasin ve ofloksasin kalintilar1 olmustur (Bhatt ve ark, 2022).

Hindistan’da yapilan bir ¢alisma ¢opliiklerde siprofloksasin, norfloksasin ve
ofloksasin kalintilarinin varligin1 ortaya koymustur (Arun, 2020). Florokinolonlar mikro
Kirletici olmakla birlikte sadece su ve toprak ekosistemine katilmakla kalmayip bitki
gelisimini de olumsuz etkileyebilmektedir. Bazi bitkiler daha duyarli olmakla birlikte
calismalar, bitkilerdeki biyoakiimiilasyonun biiylimelerini, gelismelerini ve tohum

¢imlenmesini durdurabilecegini gostermektedir (Riaz ve ark., 2018).

Amerika’da 2007 yilinda yapilan tarimsal arazide hayvan giibresinin bakteriyel
direncin artisina etkisinin inceleyen karsilastirmali bir ¢caligmada, 10 adet siit ¢iftliginden
toprak oOrnegi analiz edilmis. Klortetrasiklin varligr arastirtlip ¢alisma bulgulari
degerlendirilmistir. Ozellikle 1 ciftlikte asir1 hayvan giibresi uygulamasinin topraktaki
bakterilere karsi direncin artmasina sebep oldugu ve bu durumun antibiyotik direncini
yaydig1 sonucuna ulagilmistir (Ghosh ve LaPara, 2007). Amerika Birlesik Devletleri’nde
siprofloksasin direnci %1,4 oraninda iken, Kanada’da %3 ve Hong Kong’da %12’ye varan

direng oranlar1 bildirilmistir (Giilay, 2002).

2.4. Yasal Limitler

Tirk Gida Kodeksine gore; maksimum kalinti limiti, hayvansal gidalarda
bulunmasina izin verilen farmakolojik aktif madde kalintisinin  maksimum
konsantrasyonudur. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligine gore bazi
antibiyotiklerin sigir siitinde bulunmasina miisaade edilen miktarlar Tablo 2’de

gosterilmistir (Resmi Gazete, Tiirk Gida Kodeksi; 2017).

16



Cizelge 2. Otoritelerce Siitte Antibiyotik Bulunmasina Miisaade Edilen Konsantrasyonlar

Siitteki MKL Siitteki MKL

(TGK’ye gore) (EMEA’ya gore)
Enrofloksasin 100 pg/kg 100 pg/kg
Siprofloksasin 100 pg/kg 100 pg/kg
Marbofloksasin 75 nug/kg 75 ng/kg
Danofloksasin 30 pug/kg 30 pg/kg

Veteriner tibbi iirlinlerde, gida maddelerinin, toplum sagliginin korunmasina yonelik
olarak, kalint1 ile ilgili mevzuatta belirtilen limitlerin iizerinde kalinti barindirmasini
onlemek lizere, normal sartlarda ve bu yonetmeligin hiikiimlerine uygun olarak kullanilir.
Ilag kalint1 armma siiresi, hayvanlara en son ila¢ uygulandigi zaman ile bu hayvanlardan

gida elde edilmesi arasinda gegmesi gereken siire olarak tanimlanir (Resmi Gazete, 2011).
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Falkon tiipii (VWR)

Ependorf Tiipii (VWR),

Insort

Santifriij Cihaz1 (Mikro 100),

Vorteks Cihaz1 (VWR),

Derin Dondurucu (Ugur),

Hassas Terazi (Kern),

pH metre (Knick)

Otomatik Pipetler (VWR) (50 ve 200 pL, 1 mL’lik pipetler)
Pipet uglar1 (VWR) (50 ve 200 uL, 1 mL’lik pipet uglari)
Tiipliik

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi Sistemi (HPLC) (Shimadzu, Tokyo, Japonya)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Enrofloksasin standard (Sigma)
Siprofloksasin standart (Sigma)
Marbofloksasin standard (Sigma)
Danofloksasin standard (Sigma)
Asetonitril (HPLC grade Merck)

Ultra saf su (Deiyonize su)

Trietilamin (HPLC grade Merck)
Ortofosforik asit (HPLC grade Merck)

3.3. Numunelerin Toplanmasi

Proje kapsaminda Hatay ve ilgelerinden toplanan sigir siitleri enrofloksasin,
siprofloksasin (enrofloksasinin aktif metaboliti), marbofloksasin, danofloksasin kalintilari
yoniinden analizleri yapildi. Siit s1g1r1 isletmelerinden 70 adet si8ir siitii toplandi. Calismada

toplanan ¢ig siit ornekleri analiz zamanina kadar -20 °C de saklandi. Analizler Hatay
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Laboratuvari’nda yapildi.
3. 4. Yontem

Hatay’da ¢ig inek siitlerinde belirlenen antibiyotiklerin varligini tespit etmek i¢in

kantitatif bir analiz metodu olan HPLC ile 6lgiildii.

3.4.1. Siit Numunelerinin Analizi

Siit numunelerinde enrofloksasin ve aktif metaboliti siprofloksasin, marbofloksasin
ve danofloksasin analizleri daha once rapor edilen yontemler kullanilarak HPLC’de
gerceklestirildi (Corum ve ark., 2019; Uney ve ark., 2021; Uney ve ark., 2024). Siit
numuneleri buzdolabindan cikartilarak oda 1sisina gelmesi saglandi. 200 pL siit drnegi
mikrosantrifiij tiiplerine konuldu ve proteinleri denatiire etmek igin iizerlerine 400 uL
asetonitril eklendi. Numuneler 30 saniye vortekslendi ve 10.000 x g'de 10 dakika
santrifiijlendi. Numunelerin santrifiijlenmesinden sonra, 100 pL iist fazdan ayr1 bir epondorf
tiiptine alind1 ve tstiine 100 pL saf su ilave edildi. Karisim 10 saniye vortekslendikten sonra
viallere alind1 ve 20 pL'si HPLC sistemine enjekte edildi.

3.4.2. HPLC Kosullar:

Analizler icin CBM20A sistem kontrollii pompa (LC-20AT), degasser (DGU-20A),
otomatik Ornekleyici (SIL-20A) ve kolon firinindan (CTO-10A) olusan HPLC sistemi
(Shimadzu, Tokyo, Japonya) kullanildi. Enrofloksasin siprofloksasin ve marbofloksasin
analizi ultraviyole dedektorde (SPD-20A UV-VIS) danofloksasin analizi ise florosan
dedektorde (RF-20AXS) gergeklestirildi. Dalga boyu enrofloksasin ve metoboliti
siprofloksasin i¢in 280 nm'ye ve marbofloksasin i¢in ise 295 nm'de ayarlandi.
Danofloksasinin uyarma ve emisyon dalga boyu sirasiyla ile 338 nm ve 425 nm’ye ayarlandi.
Kromatografik ayirma i¢in bir C18 kolon (250 x 4,6 mm; i¢ ¢ap, 5 um; phenomenex,
Torrance, CA) kullanildi. Kolon ve otosampler i¢in sicakliklar sirasiyla 40°C ve 24°C idi.
Diisiik basing gradyan sistemiyle donatilmis bir pompa yardimiyla, %82 ortofosforik asit
(%0,04 liik) ve trietilamin (%0,04) karisimi ve %18 asetonitril 1 mL/dakika akis hizinda
HPLC'ye verildi.
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3.4.3. Standartlarin Hazirlanmasi ve Metot Validasyonu

Standartlarin hazirlanmas1 Avrupa Ilag Ajanst (EMEA, 2011) 6nerilerine gore
olusturulmustur. Enrofloksasin ve siprofloksasinin stok soliisyonlar1 0,01 M NaOH'de 1
mg/ml, danofloksasin ultra saf su da 0.2 mg/ml ve marbofloksasin 1 mg/ml konsantrasyonda
hazirlandi. Tiim soliisyonlar -80°C'de saklandi. Stok soliisyonlar dilue edilerek ¢alisma
standartlar1 hazirlandi. Enrofloksasin, siprofloksasin ve marbofloksasin (0, 0,04, 0,1, 0,2,
0,4, 1,2, 4 ve 10 ng/mL) ve danofloksasinin kalibrasyon standartlar1 (0, 0,02, 0,04, 0,1, 0,2,
0,4, 1, 2, 4 ve 10 pg/mL) kontrol siitlerine ¢aligma standartlar1 eklenerek hazirlandi. Geri
kazanim, kesinlik ve dogrusalligin saptanmasi igin diisiik (0,1pg/mL, sadece danofloksasin
icin 0.04pg/mL), orta (1 pg/mL) ve yiiksek (10 pg/mL) konsantrasyonlardaki kalite kontrol
ornekleri kullanildi. Kalite kontrol 6rnekleri giinde alt1 kez ve alt1 ayr giinde tekrar edildi.
Ozgiinliik, kesinlik, dogrusallik, duyarlilk ve geri kazanim metot validasyonunun

belirlenmesinde performans ol¢iitleri olarak alindi.

Dedektér [~

h |r
=\
[

izelti

Kaydedici
Sekil 5. HPLC Cihazinin sematik gosterimi (Yildiz ve ark, 1997)

3.4.4. Metod Validasyon Parametreleri

3.4.4.1. Ozgiinliik (Specificity)

Ozgiinliik tespit edilecek olan maddeyi ortamda bulunmasi muhtemel baska
bilesenlerin varligindan ayirarak net bir sekilde gozlemleyebilmesidir. Etken madde ve
metabolitlerini igermeyen siitii (negatif kontrol siitii) kullanilarak Danofloksasin,
marbofloksasin ve enrofloksasin ve aktif metaboliti siprofloksasinin alikonma zamanlarinda

siit ve diger kaynakli piklerin olup olmadigi incelendi.
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3.4.4.2. Dogrusallik (Linearity)

Belirli sinirlar igerisinde Slgiilen analitin konsantrasyonu ile dedektor cevabinin ne
derece dogru orantili oldugu ile belirlenir. Calisma ve kalibrasyon konsantrasyonlari, bu
konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan degerleri kullanilarak korelasyon katsayilari

hesaplanir ve kalibrasyon egrileri ¢izilir.

3.4.4.3. Kesinlik (Precision)

Homojen bir biyolojik matris hacmine sahip g¢esitli drneklerin ayni prosediir
cercevesinde tekrar tekrar yapildiginda elde edilen sonuglarin benzerlik derecesinin
ifadesidir (CDER 2015). Kesinlik i¢in giin i¢i ve gilinler arasi tekrar edilebilirlik 6l¢iit olarak
kullanildi. Kesinlik parametresi standart sapma ve/veya varyasyon katsayisiyla ifade edilir.
Ayn1 konsantrasyona sahip Ornekler kullanilarak ortalama, standart sapma ve varyasyon
katsayilarinin tayini analitik yontemin kesinliginin belirlenmesi i¢in kullanilir. Giin i¢i ve
glinler aras1 farkliligin tespiti i¢in diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyondaki kalite kontrol
orneklerinin her diizeyi icin 6 tekrarli analiz yapildi ve 6 giin tekrarlandi. Tekrarlanabilirlik
ve tekrar tretilebilirlik, pik alanlara karsilik gelen konsantrasyonlarin % varyasyon

katsayilarinin 15°den kii¢iik olmasina gore degerlendirildi.

3.4.4.4. Duyarhlik (Sensitivity)

Bir analitik yontemde saptanabilen en kiigiik analit miktar1 tespit edilebilir limit
(LOD) olarak, olctilebilirlik sinir1 ise (LOQ) olarak ifade edilir. LOD olarak kromotogramin
temel ¢izgisi tizerinde maddelerin olusturduklart sinyallerin arka plan giiriiltiiye oraninin
(S/G) 3 oldugu konsantrasyon, LOQ olarak ise S/G oraninin 6 oldugu konsantrasyon diizeyi
baz alindi. Tespit limiti (LOD) ve hesaplanabilir limiti (LOQ) belirlemek i¢in enrofloksasin,
siprofloksasin marbofloksasin ve danofloksasin i¢in en diisiik standart soliisyonlar1 blank siit

numunelerine yiiklendi.

3.4.45. Geri Kazamim (Recovery)

Bir ol¢timiin gercek degeri metoda bagimli olarak degiskenlik gostermektedir.
Olgiim sirasinda bazi kayiplar meydana gelmektedir. Bu kayiplarin hesaplanmasi ve

belirsizligin giderilmesi gerekmektedir. Meydana gelen bu kayip miktarlar1 geri kazanim
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olarak ifade edilir (Kafali, 2008). Geri kazanim, siit 6rneklerinde tayin edilecek maddenin
(kalite kontrol 6rneklerinin) pik alanlarinin standartlarin pik alanlari ile karsilagtirilmasiyla

hesaplanda.
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4. BULGULAR

4.1. Metot Validasyon Bulgular:

4.1.1. Ozgiinliik (Specificity)

Etken maddeleri igermeyen siit numunelerinin HPLC sistemine uygulanmasi
sonrasinda kromatogram {izerinde enrrofloksasin, siprofloksasin. marbofloksasin ve

danofloksasinin alikonma zamanlarinda siitten kaynaklanan piklere rastlanmadi.

4.1.2.Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik i¢in kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayisi bulundu. Siit analizinde
kalibrasyon egrileri katsayis1 R?= 0,999 {izerinde bulundu. Elde edilen korelasyon
katsayilarinin dogrusal oldugu degerlendirildi. Kalibrasyon egrileri Grafik 4, 5, 6 ve 7’de

verilmistir:
Grafik 4. Siprofloksasin Kalibrasyon Egrisi

12

y =2E-07x+ 0,0009

10 R*=0,9999 ..

0 10000000 20000000 30000000 40000000 50000000 60000000
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Grafik 5. Enrofloksasin Kalibrasyon Egrisi

12

y =0,0000001x + 0,0373155
R*=0,9995562
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Grafik 6. Danofloksasin Kalibrasyon Egrisi
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Grafik 7. Marbofloksasin Kalibrasyon Egrisi

12

y=0,0000006x + 0,1451366
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4.1.3. Kesinlik (Precision)

Kesinligin degerlendirilebilmesi i¢in giin ici ve giinler arasi tekrar edilebilirlik 6lgtit
olarak kullanildi. Kalite kontrol 6rneklerinin her diizeyi alt1 ayr1 giinde alt1 tekrar halinde
analiz edildi. Enrofloksasin, siprofloksasin, marbofloksisin ve danofloksasinin siitteki giin
ici ve giinler arasi varyasyon katsayilari sirasiyla % 6.2 ve %4.9 bulundu. Giin i¢i ve giinler

arasi varyasyon katsayis1%20°den diisiik hesaplandi.

4.1.4.Duyarhlik (Sensitivity)

Enrofloksasin, siprofloksasin ve marbofloksisin i¢in en diisiik hesaplanabilir limit
(LOQ) ve en diisiik tespit edilebilir limit (LOD) sirasiyla 40 pg/kg ve 20 pg/kg iken
danofloksasin igin bu degerler sirasiyla 5 pg/kg ve 2 ug/kg olarak tespit edildi.

4.1.5.Geri kazanim (Recovery)

Metot validasyonu i¢in hazirlanan siit 6rneklerinde tayin edilecek maddenin pik
alanlariin standart ¢ozeltilerin Olgiilen pik alanlari ile karsilastirilmasiyla hesaplanmistir.
Enrofloksasin, siprofloksasin, marbofloksasin ve danofloksasin igin sirasiyla geri
kazanimlar %97, %96, %95 ve %99 olarak tespit edildi.
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4.2. Siit Orneklerinde Sonuglar

70 adet siit 6rneginin 7 tanesinde enrofloksasin ve 2 tanesinde marbofloksasin tespit

edildi. Ancak siit 6rneklerinin hicbirinde siprofloksasin ve danofloksasin tespit edilemedi.

Siit 6rneklerindeki enrofloksasin diizeyi 40-89 ug/kg arasinda (40, 44, 47, 55, 62, 65,
89ug/kg) iken marbofloksasin diizeyi ise 48-64 ng/kg arasinda idi. Bu degerlerin {ilkemizde
sigir siitiinde bu ilaglar igin belirtilen maksimum kalinti limitlerinin (Enrofloksasin: 100
pg/kg, marbofloksasin: 75 pg/kg, TGK, 2007) altinda oldugu bulundu.
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5. TARTISMA

Artan diinya niifusu, bir¢ok temel ihtiya¢ gibi ciddi oranda bir artis ile gida ihtiyaci
dogurmustur. Insanlar kisith kaynaklar1 kullanarak daha fazla gidaya erisebilmek icin
hayvansal ve bitkisel gidalarin tiretimi igin verimliligi artirmak ¢6ziimiine gitmistir.
Ozellikle gida kaynag: olarak kullanilan hayvanlarin hastalanmas1 veya bu hayvandan elde
edilen etin, siitiin miktarinin azalmasi hayvan yetistiricileri tarafindan istenmeyen durumdur.
Hayvansal kaynaklarin {iretimi siirecinde verimi artirmak amaciyla birgok ilag grubu gibi
antibiyotikler de yogun olarak kullanilmaktadir. Bilingli kullanildiginda son derece fayda
saglayan bu ilaglar, kontrol dis1 kullanildiklarinda faydadan ¢ok zarar saglar. Kontrolsiiz
kullanilan antibiyotikler halk sagligin1 da tehdit edici boyutlara ulasabilir.

Bu ¢alismada Hatay ilinde ciftliklerde tiretilen 70 adet ¢ig siitte florokinolon grubu
antibiyotiklerden enrofloksasin, marbofloksasin ve danofloksasin antibiyotiklerinin varligi
aragtirtlmistir. Antibiyotik kalinti miktarlarin1 incelemek tizere HPLC cihazi ile kantitatif
analiz gergeklestirilmistir. Yapilan 6lgimler sonucunda 61 numunede antibiyotik varligina
rastlanmamustir. Antibiyotik kalintis1 bulunan 9 adet numunenin de hepsi maksimum kalinti
limiti altinda oldugu tespit edilmistir. Hatay ilinde yaptigimiz bu ¢alismada siit {iretimi
yapilan isletmelerde antibiyotik kullanildigi, ancak ciftciler tarafindan antibiyotiklerin
stitlerden arinma stiresine dikkat edildigi tespit edilmistir.

Nizamlioglu ve Aydin tarafindan 2012 yilinda Konya ilinde yapilan arastirmada
kinolon antibiyotik kalintilariin  (enrofloksasin,  siprofloksasin, danofloksasin,
marbofloksasin, sarafloksasin, difloksasin, flumequin ve oksolinik asit) varligi, toplanan 50
adet ¢ig stitte ELISA teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonunda siit 6rneklerinin
hicbirinde ise tespit edilebilir diizeyde kinolon kalintilarina rastlanilmamistir (Nizamlioglu,
2012).

Temamogullar1 ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan caligmada, 120 adet ¢ig ve
pastdrize siitten olusan toplam 240 adet numunede danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin,
florfenikol, ampisilin, amoksisilin ve kloksasilin antibiyotiklerinin kalinti miktar
incelenmistir. Analizleri gergeklestirmek i¢in ITK ve mikrobiyolojik disk difiizyon teknigine
dayali biyootografi yontemlerini kullanilmiglardir. 239 O6rnekte herhangi bir kalinti

saptanmamustir. 1 tane pastorize siitte ampisilin kalintisina rastlanmistir. Bu 1 6rnek de Tiirk
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Gida Kodeksinin kabul ettigi MKL’nin degerin iizerinde antibiyotik kalintis1 igermektedir
(Temamogullari ve ark, 2010).

Cancilar ve ark. tarafindan 2017 yilinda Afyon ilinden toplanan 80 adet ¢ig siit
orneklerinde kinolon grubu antibiyotiklerin kalintisin1t ELISA yontemiyle arastirilmistir. 70
numunenin kalinti icermedigi, 10 drnekte ise maksimum kalintt limitlerinin altinda kalinti
varligi tespit edilmistir (Cancilar ve ark, 2017). Bu arastirmanin sonuglari, mevcut
calismamizin sonuglariyla benzerdir.

Tas¢1 ve ark. tarafindan Burdur’da 2021 yilinda yayinlanan baska bir ¢alismada 130
stit orneginden, 3 UHT siitte ortalama 0.016 pg/mL, 1 inek siitlinde 0.012 pg/mL ve 3 kegi
sitinde ortalama 0.016 pg/mL siprofloksasin bulunurken numunelerin higbirinde
enrofloksasin tespit edilememistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde siitte izin verilen maksimum
enrofloksasin ve metaboliti konsantrasyonundan az oldugu kaydedilmistir. Sonuglar mevcut
calismamizla uyumlu ¢ikmistir.

Ardig ve Durmaz’in tarafindan 2006 yilinda yapilan ¢alismada ise Sanliurfa’da yarisi
yaz, yarist kis aylarinda alinan 300 ¢ig siit 6rneginin, kalitatif analizinde disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. 96’sinda antimikrobiyal kalint1 oldugu, bunlarin 64’iiniin beta laktam
grubu antibiyotikler oldugu, 32’sinin de diger antibiyotik gruplarina ait kalintilar oldugu
kaydedilmistir. Antibiyotik kalintilarinin kis aylarinda alinan siitlerde daha fazla olmasi,
ozellikle bu aylarda insidans1 artan mastisit enfeksiyonlar1 sonrasi sagaltim siirelerine
yeterince uyulmadigini ortaya koymustur.

2018 yilinda Afyonkarahisar’da ELISA yontemi kullanilarak 80 numuneyle yapilan
baska bir ¢alisma, 38 numunenin antibiyotik kalintis1 olmadigini, 35’inin maksimum kalinti
limitinin altinda kalint1 icerirken, 7 tanesinin bu degerlerin lizerinde oldugu kaydedilmistir
(Aycan, 2018). Bu calismadan elde edilen sonuglar, mevcut ¢alismamizdan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 7 ayr1 siit numunesinin halk sagligi icin risk tasimaktadir.

Dokuzlu ve ark, 2001°de Bursa’da yapilan bir kalitatif analizde 150 ¢ig siit 6rneginin
40’inda antibiyotik kontaminasyonuna rastlanmistir. Disk difiizyon yontemiyle incelenen
numunelerden 2 tanesinde kullanilmasi yasak olan kloramfenikol bulunmustur. Diger kalinti
iceren numunelerde penisilin, tetrasiklin ve diger antibiyotikler bulunmustur.

Temamogullar1 ve arkadaglarinn 2010 yilinda yayinladig: bir calismada Ankara’dan
toplanan yarisi ¢ig ve yarist UHT olmak tizere toplam 240 siit, ince tabaka kromatografisi

ve disk diflizyon yontemi ile incelenmistir. Danofloksasin ve enrofloksasinin de dahil oldugu
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7 antibiyotik agisindan analiz edilmis ve sadece 1 UHT siitte 300 pg/L ampisilin kalintisina
rastlanmistir. Mortas ve arkadaglarinin, bu ¢alismadan yaklasik 10 yil sonra 2022 ‘de
Ankara’da yaptiklar1 bagka bir gcalismada sokakta satilan 60 siit 6rnegi, antibiyotik test Kitiyle
17 tanesinde beta laktam, 1 tanesinde de tetrasiklin grubu antibiyotik varligi gosterilmistir.
60 numunenin 18’inde antibiyotik kalintist ldexx Snap ST Plus DUO test kiti tespit
edilmistir. Mevcut caligmamizda ise tespit ettigimiz antibiyotik kalintilar1 maksimum kalint1
limitinin altindadir.

Tuncay ve arkadaslarinin 2022 yilinda Van’da yaptigi bir Kkalitatif calisma,
antibiyotik test stripleri ile 60 adet ¢ig siit 6rneginde 8’inde beta laktam grubu, 6’sinda ise
tetrasiklin grubu antibiyotik varligi ortaya konulmustur.

Akhan ve arkadaslarmnin 2023 te Istanbul’da 100 UHT siit numunesinde antibiyotik
test kitiyle incelenen siitlerin higbirinde antibiyotik kalintisina rastlanmamistir. Kinolon
antibiyotikler yoniinden siitlerde bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 limitlerinin
altinda oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca gore antibiyotik uygulanmig olan hayvanlardan
gerekli arinma siiresine tamamen uyularak siitlerin tiiketime sunuldugu sonucuna varilabilir.

Bilandzi¢ ve arkadaglarnin 2011 yilinda Hirvatistan’da yayinladigi bir calismada
mikrobiyoloji ve immunoassay yontemi kullanilarak kinolon, sefalosporin, penisilin,
tetrasiklin, kloramfenikol, siilfonamid, beta laktam grubu antibiyotik varlig1 arastirilmistir.
Bu c¢aligmada 1259 adet ¢ig siit numunesinde 37 adet numunede MKL’yi ge¢meyen
konsantrasyonlarda antibiyotik kalintis1 tespit edilmistir. Bu sonuglarin mevcut
calismamizla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Ibarra ve arkadagslar tarafindan 2012°de Meksika’da rastgele secilen 20 siit 6rnegi
kapiler elektroforez yontemiyle incelenmistir ve tiim Ornekler MKL altinda degisen
konsantrasyonlarda antibiyotik igermektedir. 20 numuneden 15'i danofloksasin, 17'si
marbofloksasin, 13'ii siprofloksasin ve 18'i oksolinik asit igerdigi kaydedilmistir.
Meksika’da ve mevcut ¢alismamizda siit inekg¢iliginde antibiyotik kullanildigi ve arinma
stirelerine dikkat edildigi goriilmiistiir.

Zheng ve arkadaslarnin 2013’te Cin’ de 10 farkli ilde toplanan 199 ¢ig siitteki
kinolon, beta-laktam, tetrasiklin, siilfonamid grubu antibiyotiklerden bazilarinin miktarlar
ELISA yéntemiyle arastirilmistir, 3.55 ile 13.31 pg/kg arasinda farkli konsantrasyonlarda
numuneler kaydedilmistir. Toplam numunelerin hig¢birinde tetrasiklin bulunmazken, sirayla

kinolon, siilfonamid ve beta laktam grubu antibiyotik bulunma yiizdeleri: %47,2, %20,1,
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%0,5'l olarak kaydedilmistir. Sadece 1 numunede beta laktam MKL {izerinde tespit
edilmistir. Ayni iilkede Zhang ve arkadaslari tarafindan 2020 yilinda yapilan bir ¢aligmada
pastorize siit iiretimi yapan 10 merkezden toplanan toplam 182 siit 6rneginin 15’inde
antibiyotik tespit edilmistir. HPLC ve ardisik kiitle spektrofotometresi ile tespit edilen
veteriner ilaglar penisilin G, tetrasiklin, tilosin, amoksisilin, oksitetrasiklin ve gentamisin
olarak belirlenmistir. Bu numunelerde kalint1 seviyeleri; sirasiyla 3,4; 11,9; 28,2; 3,0; 26,9
ve 63,5 ug/kg seklinde olup tiim kalint1 igeren numuneler MKL’nin altinda kalint1 olarak
kaydedilmistir. Mevcut ¢calismamizla sonuglarin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Rahman ve ark. tarafindan 2021 yilinda Banglades'te yapilan bir ¢alismada ince
tabaka kromatografisiyle ve HPLC kullanilarak amoksisilin, streptomisin, oksitetrasiklin,
gentamisin ve seftriakson antibiyotiklerinin varligi tespit edilmesi hedeflenmistir. Toplam
100 adet ¢ig siit ve marketten alinan UHT siit numunesi toplanmigtir. Marketten alinan
stitlerin daha az antibiyotik kalintisi igerdigi ortaya konulmustur. 5 oksitetrasiklin ve 3
amoksisilin olmak {izere, toplam 8 numunede MKL iizerinde antibiyotik varligi
kaydedilmistir. Sonuglar, mevcut calismamizdaki antibiyotik kalinti miktarlarindan

yiiksektir.

Navratilova ve ark Cek Cumhuriyeti’nde 150 inek siitiiyle yapilan bir arastirmada
siprofloksasin, enrofloksasin, danofloksasin ve marbofloksasin varlig: ters faz HPLC ile
arastirilmigtir. Numunelerden 131 tanesinin florokinolon kalintisi igerdigi, hepsinin MKL

altinda degerde kaydedildigi gosterilmistir. Sonuglar mevcut ¢calismamizla uyumludur.

Aalipour ve arkadaslar1 tarafindan 2015’te Iran’da yapilan bir calismada ise
oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin kalintilarinin varligi, 24 iran
ambalajli ticari siit, 33 sterilize ve 154 pastorize, toplam 187 siitte arastirilmis ve 4’ii MKL

tizerinde olan 37 siit 6reginde antibiyotik kalintisina rastlanmistir.

Elde edilen sonuclar, Tiirkiye’deki diger siitte antibiyotik kalint1 aragtirmalar ile
benzerdir. Tiirkiye’deki iiretici ve tiiketici farkindaligr artmistir. Siit inekgiliginde antibiyotik

kullanilsa bile kalint1 arinma siirelerine dikkat edildigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Hatay il merkezi ve ilgelerinden toplanan sigir siitlerinde
enrofloksasin, marbofloksasin ve danoofloksasinin kalintistnin  olup olmadiginin
aragtirtlmas1 amaglanmistir. Tiiketilen siitlerde halk sagligini tehdit edebilecek diizeyde
kalinti olup olmadiginin tespit edilmesi c¢aligmanin Onemini olusturmaktadir. Proje
kapsaminda Hatay ve il¢elerinden toplanan 70 sigirin siitleri enrofloksasin, siprofloksasin
(enrofloksasinin aktif metaboliti), marbofloksasin ve danofloksasin kalintilar1 yoniinden
analiz edildi. Sitlerdeki kinolon antibiyotiklerin bulunma diizeyinin izin verilen maksimum
kalinti limitlerinin altinda oldugu tespit edilmistir. Yapilan aragtirmada, antibiyotik
uygulanmis hayvanlarda gerekli arinma siiresine uyularak siitlerin tiikketime sunuldugu
sonucuna ulasilmigtir. Bu alanda ¢alisma yapacak arastirmacilara onerilerimiz sunlardir:

e Gida giivenligi, saglik otoriteleri tarafindan takip edilmesi gereken Onemli bir
konudur. Bu konuda hayvansal {iriin satis1 yapilan isletmeler icin Tiirkiye’de
“Hastaliktan Ari Isletmeler” projesi hayata gecirilmistir. Bunun gibi “lag
Kalmtilarindan Ari Isletme” projesi gibi proje ve finansal desteklerle siit ve siit iiriinleri
isletmeleri, kaliteli tiretime tesvik edilebilir.

e Hayvan yetistiricilerinin ila¢ ve antibiyotik kullanimi1 konusunda periyodik olarak
egitim diizenlenmeli ve belli araliklarla denetlenmelidir. Kamu ve 6zel sektordeki
kurum ve kuruluslar siitiin antibiyotik varligi agisindan analizlerini ve kontrollerini
diizenli bir sekilde siirdiirmelidir.

e Cig siitlerde, antibiyotik direnci ve kalintis1 yoniinden izlenerek gerekli dnlemler
alinmalidir. Son tiiketiciye sunulan siit ve siit iirtinlerinin ¢oklu antibiyotik kalintisi
yoniinden analiz edilmesine olanak saglayan analiz yontemleri ile yapilarak

onlemlerin alinmasi halk sagliginin korunmasina katki saglayacaktir.
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