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DETERMINATION OF TETRACYCLINE ANTIBIOTICS RESIDUES IN BEEF AND
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OZET

Bu cal smada, 6zel istek numunesi olarak gelen 250 s g r eti ve 25 koyun eti numunesinden olusan toplam 275 6érnekte
tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin kal nt analizi ger¢eklestirilmistir. Kal nt analizlerinde tarama igin
Charm II teknigi ve miktar tayini analizi igin yikksek bas n¢l s v kromatografi (HPL.C-UV) teknigi kullan Im st r. Sonuglara gére
13 s g r eti 6rnegi stipheli pozitif bulunmus ve miktar tayini analizinde 11 6rnekte maksimum kal nt limiti Gstinde ortalama
906.6 ng/kg (275-2540 pg/kg) oksitetrasiklin, 1 6rnekte maksimum kal nt limiti alt nda (32.4 pg/kg) oksitetrasiklin kal nt s
tespit edilmigtir. Diger herhangi bir 6mekte karar limitleri ve istinde kal ntya rastlanmam str. Orneklerin timiinde
oksitetrasiklin ile kirlenme s kl § % 4.36 olarak hesaplanm st r.

Anahtar Kelimeler: CHARM II teknik, HPL.C-UV teknik, kal nt , koyun eti, s § r eti, tetrasiklin.

SUMMARY

In this study, tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline and doxycycline residue analyses have been carried out in 275
private samples, 250 of which were beef and 25 were mutton. Residue analyses were carried out as screening tests with CHARM
IT technique and high performance liquid chromatography (HPLC-UV) technique used in the detection of the amount of residues.
As a result, 13 beef samples were found to be false positive and 11 samples were found to contain oxytetracycline at the average
level of 906.6 ng/kg (275-2540 pg/kg) and above the maximum residue limit value, one sample did not contain residues at or above
the decision limits (32.4 ug/kg). In all of samples, contamination with oxytetracycline was calculated to be at a level of 4.36 %.

Key Words: Beef, CHARM II technique, HPL.C-UV technique, mutton, residue, tetracycline.

GIRIS koruyucu ve verim artrc¢ amagla kullanld g
) ) . . dustnalmektedir (9).
H zla artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli

bir sekilde beslenebilmesi igin gerekli hayvansal
besin maddelerinin ucuz ve bolca iretilebilmesi
biitiin iilkelerin giindeminde olan énemli konular-
dan biridir (9). Hayvanlarda hastal klar n sagalt m
ve 6nlenmesi, gelismenin h zland r Imas ve yem-
den yararlanman n artt r Imas , paraziter hastal k-
lar n kontrolii ve beslenmenin desteklenmesi ama-
¢ yla ¢ok say da ilag, hormon, vitamin ve mineral
madde kullan Imaktad r (4). Ulkelere gére az gok
ayr m gostermekle beraber, biitiin diinyada hayvan-
¢ | k sektoriinde kullan lan her gesitten ilag ve yem
katk maddesinin ortalama % 30 unu antibakteriyel
ilaglar n olusturdugu ve bunlar n da en az % 40’ nn

Besin degeri olan hayvanlarda, yasaklanm s
veya tiketimine yasal olarak misaade edilmis
antibakteriyel ilaglar n, bilingsizce ve suistimal
derecesinde kullan m sonucunda halk sagl § ag -
sndan ciddi sak ncalar olusturabilecegi anlas I-
m st r. Ozellikle g da degeri olan hayvanlarda ilag
kullan m s6z konusu oldugu siirece et, sit, yumurta,
bal gibi g dalarda ilag kal nt lar n n bulunmas n n
onemi giincelligini koruyacakt r (5).

Tirk G da Kodeksi’nde tim hayvansal doku-
larda oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve
doksisiklin i¢in maksimum kal nt limiti 100 pg/kg
olarak belirtilmistir (1).
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Bu ¢al smada veteriner hekimlikte yayg n ola-
rak kullan lan tetrasiklin grubu antibiyotiklerden
tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve doksi-
siklinin s g r ve koyun etlerindeki kal nt durumu
incelenerek, ectlerde gda giivenligi ve toplum
sagl & yoniinden yap lan ¢al smalara katk sagla-
mak amaglanm st r.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Cal smada 2008 ylnda Bornova Veteriner
Kontrol ve Arast rma Enstitisi'ne o6zel istek
amagl olarak gelen 250 s r eti ve 25 koyun eti
numunesi materyal olarak kullan Im st r.

Metot

Kal nt analizlerinde tarama i¢in Charm II
teknigi (Charm II Test For Tetracyclines in Tissue,
Serum and Urne, Charm Sciences, Inc.
Massachusetts / U.S.A.), miktar tayini analizinde
Yiksek Basngl Sv Kromatografi (HPLC-UV)
teknigi kullan Im st r.

Charm II Tetrasiklin Testi

Kas dokuda tetrasiklin grubu antibiyotiklerin,
test metodunda belirtildigi gibi haz rlanarak
Charm-II cihaz ile tan mlanmas na yarayan h zl
bir immunoassay metodudur. Charm 11 tetrasiklin
testinde, tizerinde tetrasiklin grubu ilaglar n bagla-
nabildigi spesifik reseptér alanlar olan antikorlar
kullan 1 r. Antikor, érege ilave edilir. Omek iceri-
sinde bulunan tetrasiklinler reseptore baglan r. Da-
ha sonra [H] ile isaretlenmis antibiyotik eklenir.
Antikora baglanan [’H] tetrasiklin miktar 6lgiliir
ve kontrol noktas ile kars last r1r. Yiksek mik-
tarda [*H] tetrasiklin 6l¢iilmesi, orekteki tetrasik-
lin miktar n n disiik oldugunu géstermektedir.

Tespit Limitleri: Charm II testinin kas doku-
daki tespit limiti tetrasiklin igin 20 pg/kg, oksite-
trasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin igin 100
ugkgdr.

Test Kitinin Icerigi

MSU Multi Antibakteriyel Konsantre Stan-
dart: 10 ml saf su ile ¢ézindiaginde 4000 ugkg
klortetrasiklin igeren bir standart elde edilir. Bu

standart o6mnek yilkklemelerinde ve seyreltilmis
pozitif kontrol elde etmek i¢in kullan | r.

Negatif Kontrol Standart: Antibakteriyel madde
icermeyen doku tozu. 10 ml saf su ile ¢ozilerek
kullan 1 r.

MSU Numune Haz rlama Tamponu
M2 Tampon

Tracer (Tasy c): Kit tableti. Uzerinde isa-
retle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [’H] ile
1saretlenmis olan klortetrasiklin standard igerir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi ag ga ¢ karan s v .
Tas y ¢ molekille baglanm s olan isaretlenmis
antibiyotik 6megindeki [*H]| molekiillerinden elde
edilecek s malar ag Sa ¢ kartarak radyoaktivitenin
Olgiilmesini saglar.

Kontrol Noktas n n Olusturulmas

Kontrol noktas negatif ve siipheli pozitif
sonuclar n aras ndaki kesisme noktasn gosteren
say d r. Test sonuglar n n kontrol noktas ndan bii-
yiikk olmas 6megin negatif oldugunu, kontrol nok-
tas ndan kiigiik olmas veya esit olmas ise siipheli
pozitif oldugunu gosterir. Her yeni reaktif i¢in yeni
bir kontrol noktas olusturulur ve bu kontrol nok-
tas kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

Numunenin Haz rlanmas

Numuneden 50 ml’lik santrifiyj tipine 10 g
tart Id . Uzerine 30 ml MSU tampon ilave edildi ve
coklu kar st r ¢ da 10 dakika kar st r 1d . 45 dakika
80 + 2 °C’de s cak su banyosunda bekletildi. Daha
sonra buradan alnp buz banyosuna konularak
sogutuldu. 4000 rpm’de ve 0-1°C’de 10 dakika
santrifij edildi. Santrifiijden al narak hemen st
s v fazdan 10 ml al n p M2 tampon ile pH’s 7.5%¢
ayarland .

Testin Yap 1§

Bos test tiipiine beyaz tablet konuldu. Uzerine
0.3 £0.1 ml saf su ilave edildi. Tablet pargalanana
kadar yaklas k 10 saniye kar st r 1d . Test tiipiiniin
igine 4.0 £ 0.25 ml 6mek ya da standart eklendi.
Turuncu tablet test tipiine ilave edildi. Test tipi
mikserde 15 saniye alt st edilerek kar st rId . 35 +
1°C’de 5 dakika bekletildi. 3300 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Ustteki s v dokiildii. Test tiipiiniin
kenarlar emici bir kagt havlu ile silindi. Yag
tabakas olusmus ise ucu pamuklu ¢ubuk vyard -
m yla uzaklast r 1d . Bu islem vap 1 tken ¢okeltinin
dag Imamas na dikkat edildi. 0.3 + 0.1 ml saf su
cklendi. Tablet pargalanana kadar yaklask 10
sanive karstrld . 3.0 + 0.5 ml optiflour eklendi,
kapag kapatld , bulutumsu goriintii uniform bir
sekilde dag | ncaya kadar kar st rld . Analizériin
iginde 60 saniye sayd r1d . [’H] kanal ndaki CPM
(dakika sayac nn k saltmasdr) degeri okundu.
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Pozitif ya da negatif belirlemeye gore kontrol
noktas ile kars last r 1d .

Charm 1II testi yap Id ktan sonra sonucu sip-
heli pozitif olan numunelerin miktar tayini HPLC-
UV teknigi ile vap 1d .

HPLC-UYV Teknigi

Cal smada oksitetrasiklin hidrokloriir (Riedel
De Haen, 46598, % 96.2 safl kta), tetrasiklin hid-
rokloriir (Riedel De Haen, 46935, % 97.3 safl kta),
klortetrasiklin hidrokloriir (Riedel De Haen, 46133,
% 85.7 safl kta) ve doksisiklin hiklat (Fluka, 44577,
% 98 safl kta) sertifikal standartlar kullan 1d .
Kat faz ckstraksiyonu (SPE) amac yla Strata X, 3
ml/60 mg kartusu kullan Id . Analizde kullan lan
HPLC, HP Agilent 1100 serisi, HPLC kapiller
kolonu ise Agilent Hypersil BDS C18 (4.0 X 250
mm) ve dedektor tipi UV dir.

S & r ve koyun etlerinde bulunan antibiyotik
kal ntlarnn HPLC-UV teknigi ile tespit ve
miktar n n tayini i¢in numunelerin haz rlanmas nda
Samanidou ve ark. (8)’n n kulland § metot, baz
degisiklikler yap larak kullan Im st r.

Standartlar n Haz rlanmas
Standart Stok Cozeltiler

Oksitetrasiklin Hidrokloriir Ana Stok Stan-
dard : Oksitetrasiklin hidrokloriir standard ndan
10 ml hacimli balon jojeye 11.22 + 0.01 mg tart m
vap Id , ¢izgisine kadar metanol ile tamamland ve
1000 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .

Tetrasiklin Hidrokloriir Ana Stok Standar-
d : Tetrasiklin hidrokloriir standard ndan 10 ml
hacimli balon jojeye 11.12 + 0.01 mg tartm
vap ld , ¢izgisine kadar metanol ile tamamland ve
1000 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .

Klortetrasiklin Hidrokloriir Ana Stok Stan-
dard : Klortetrasiklin hidrokloriir standard ndan
10 ml hacimli balon jojeye 12.56 + 0.01 mg tart m
vap ld , ¢izgisine kadar metanol ile tamamland ve
1000 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .

Doksisiklin Hiklat Ana Stok Standard :
Doksisiklin hiklat standard ndan 10 ml hacimli
balon jojeye 11.79 £ 0.01 mg tart m yap 1d , ¢izgi-
sine kadar metanol ile tamamland ve 1000 pg/
ml’lik standart soliissyon haz rland .

Tetrasiklin Kar s m Ara Stok Standard :
Vida kapakl cam tiipe 600 pl metanol al nd ve
tetrasiklin ana stok soliisyonlarn n her birinden

100°er ul ilave edilerek 1 ml’ye tamamland . Boy-
lece 100 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .

Tetrasiklin Kar s m Ara Stok Standard :
Vida kapakl cam tipe 900 pl metanol al nd ve
100 pg/ml’lik tetrasiklin ara stok soliisyonundan
100 ul ilave edilerek 1 ml’ye tamamland . Boylece
10 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .

Tetrasiklin Kar s m Cal sma Standard :
Vida kapakl cam tiipe % 75 su, % 20 asetonitril ve
% 5 metanol ile haz rlanan kar § mdan 900 pl al n-
d ve 10 pg/ml’lik tetrasiklin ara stok soliisyonun-
dan 100 pl ilave edilerek 1 ml’ye tamamland .
Boylece 1 pg/ml’lik standart soliisyon haz rland .
Haz rlanan 1 pg/ml’lik standart soliisyondan 400,
200, 100 ve 50 ng/ml’lik kar s m ¢al sma standart
soliisyonlar haz rland .

Geri Kazan m Cal smalar

Igerisinde tetrasiklin grubu antibiyotik olmad g
bilinen kas doku ¢reklerinden 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine 1 + 0.01 g tart m yap Id . Uzerine 1 pg/
ml’lik tetrasiklin kar s m ¢al sma standart soliis-
yvonundan 100 pl ilave edildi. Numune haz rlama
islemleri ayn s ra ile tekrar edildi.

Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmas

Cal smada oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortet-
rasiklin ve doksisiklinin 50, 100, 200 ve 400 ug/kg
derisim aral § nda standart ¢6zeltileri haz rland ve
HPLC-UV ile analiz edildi. Analizler sonucunda
bu standartlar n her bir derisimine kars gelen
alanlar grafik edilerek dogrusal bir kalibrasyon
egrisi olusturuldu.

Kal nt Miktar n n Hesaplanmas

Kal nt miktar belirlenecek kas doku numune-
lerinden elde edilen o6zitler, HPLC-UV ile analiz
edilerek, bu numunelere ait kromatogramlar n pik
alan degerleri, kalibrasyon egrisi igin daha énceden
belirlenen standart ¢al sma soliisyonlar na ait kro-
matogramlar n pik alan degerleri ile kars last r Id
ve ug/kg diizeyinde sonuglar al nd .

Daha 6nceden analizi yap Im s ve igerisinde
tetrasiklin tiirevi antibiyotik bulunmayan s g r veya
koyun kas doku numunesi, kontrol kas doku numu-
nesi olarak kullan 1d . Elde edilen 6ziit, HPLC-UV
ile analiz edilerck kromatogram al nd . Daha sonra
kontrol kas doku numunesi tizerine her bir tetra-
siklin standard ndan 100 pg/kg ilave edilerek kro-
matogramlar al nd . Standart ilave edilen kromato-
gramlara gore hesaplanan tetrasiklin miktar ndan,
kontrol kas doku numunesinde bulunan tetrasiklin
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miktar ¢ kart 1d . Bulunan deger kontrol kas doku
numunesine ilave edilen tetrasiklin derisim mikta-
rna bolinip, 100 ile carp larak % geri kazan m
oran hesapland .

HPLC-UV’de hesaplanabilir en alt dizeyleri
(LOQ) oksitetrasiklin ve tetrasiklin i¢in 15 pg/kg,
klortetrasiklin ve doksisiklin i¢in 30 pg/kg olarak
belirlenmistir.

BULGULAR

Cal smada 250 sgr eti ve 25 koyun eti,
tetrasiklin tiirevi antibiyotikler yoniinden analiz
edilmistir. Cal sma sonunda toplam 13 6mek
supheli pozitif bulunmus ve HPLC-UV ile miktar
tayini ve dogrulama analizi yap Im st r. Sonugta,
11 6rnekte maksimum kal nt limiti Gstiinde orta-
lama 906.6 ug/kg (275-2540 pg/kg) oksitetrasiklin,
1 o6mekte maksimum kal nt limiti alt nda (32.4
ug/kg) oksitetrasiklin bulunmus ve 1 6mekte de
karar limitleri {izerinde kal nt ya rastlanmam st r.

TARTISMA VE SONUC

Besinlerdeki ilag kal nt lar na kars tiketici
sagl g nn etkin bicimde korunabilmesi i¢in her
¢esit hayvansal besinde bulunacak ilag kal nt s
cesitleriyle kirlenme diizeylerinin s n rland r Imas
son derece 6nem tas r (4). Bu nedenle, hayvansal
dokularda ve biyolojik s v larda antibiyotik analiz-
lerinin yap lmas giderek 6nem kazanm str (9).
Hayvansal besinlerin antibiyotik kal nt lar ndan
ar nd r labilmesi i¢in uygulanmas gereken yasal
bekletme siiresi, ilagla tedavinin durdurulmas ve
besinlerde bulunmas na izin verilen kal nt miktar-
larnn snrlar nn belirlenmesi amac yla yap lan
analizler, g da giuvenligi ve toplum sagl § yoniin-
den yap lan ¢al smalara katk saglar (2).

Cal sma sonucunda 11 s g r eti 6rneginde Tirk
G da Kodeksi'nde belirtilen 100 pg/kg maksimum
kal nt limiti iizerinde ortalama 906.6 pg/kg ( 275-
2540 pg/kg), 1 s g1 eti Omeginde de maksimum
kal nt limiti altnda (32.4 ng/kg) oksitetrasiklin
kal nt s na rastlanm st r. Tetrasiklin, klortetrasiklin
ve doksisiklin  kal nt s na rastlanmam str. 25
koyun eti numunesinde ise herhangi bir kal nt ya
rastlanmam st r.

Benzer sckilde Et Balk Kurumu Ankara
kombinas nda kesilen 85 s § ra ait kas dokusunun
ince tabaka kromatografik/biyo-otografik yontemle
oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve tetrasiklin yoniin-
den vap lan analizleri sonucunda da 6 hayvana ait
kas doku 6reginde ortalama 1.56 pg/kg (0.05-6.0

ug/kg) dizeyinde oksitetrasiklin kal nt s bulun-
dugu belirlenmistir. Tetrasiklin ve klortetrasiklin
kal nt s na rastlanmam st r (3).

Nairobi’de bulunan 5 kesimhaneden toplanan
250 sgr eti 6megi HPLC yontemi ile analiz
edilmis; bu omeklerden 110 sgr cti 6rmeginde
oksitetrasiklin, 4 s g r eti 6rneginde klortetrasiklin
200 pg/kg olan maksimum kal nt limiti {izerinde
bulunmustur. Yap lan bu ¢al sma (6), 250 s g r kas
dokusu 6meginin % 44’iniin oksitetrasiklin ve %
1.6’snn klortetrasiklin ile kirlendigini ortaya
koymustur. Bu durum, Kenya’da titketime sunulan
ctlerin yaklas k varsnn tetrasiklinler yoniinden
kirli oldugunu, bunun da toplum sagl § n &nemli
Olgiide tehdit ettigini gostermektedir.

Hayvanlara gereginden fazla ya da yem ve
suyla birlikte ayn anda ilag verilmesi, kesim 6n-
cesi yasal bekletme siiresine uyulmaks z n hayvan-
lar n kesilmesi, hatal ilag, miistahzar veya formii-
lasyonlar n segilmesi veya ilagl yemlerin iyi
kar st r Imamas , hayvansal kaynakl besinlerdeki
ilag kal nt lar n n en 6nemli sebepleri aras ndad r.
Bunlar i¢inde hayvansal besinlerde ilag kal n-
t lar na sebep olmas yoniinden en énemlisi, kesim
oncesi bekletme stresine uyulmamas d r. ABD’de
Besin ve Ilag Dairesi taraf ndan etlerde kal nt lar n
boyutu ve sebeplerine yonelik vap lan incele-
melerin  degerlendirilmesi  sonucunda; olaylar n
% 76’snn kesim oOncesi bekletme siiresine uyul-
mamas , % 12’sinin yem fabrikalar nda beyana
esas yemlerdeki kar st rma ve ambalajlama hata-
lar , % 6’s n n farkl yemlerin konuldugu depolar n
iyl temizlenmemesi ve % 6’s n n da ilaglar n hatal
kullan Imas ndan ileri geldigi ortaya konulmustur

(3).

Kal nt ya yol agma tehlikesi bak m ndan kas
igi veya deri alt verilen uzun etkili-yavas sal veri-
len oksitetrasiklinin uzun etkili mistahzarlar n n
kullan Imas halinde; ilac n plazma, doku ve organ-
lardaki seviyesi, bulunmas na izin verilen diizeyin
alt na indiginde bile kas i¢i uygulama yerinde uzun
sureli kal nt bulunma tehlikesi vard r (5). Petzer
ve ark. (7), uzun etkili bir oksitetrasiklin miistah-
zarn n boyun ve kalgadan kas i¢i uygulanmas n
takiben uygulama yerinde srasyla 5 ve 7 hafta
sireyle maksimum kal nt limiti iizerinde ilag
kal nts bulundugu, ilac ureten firma taraf ndan
onerilen 28 giinlikk kesim 6ncesi bekletme siire-
sinin yetersiz kald § ve bu durumun et hijyeni ve
toplum sagl § bak m ndan 6nemli sak ncalar olus-
turabilecegi sonucuna varm slard r.
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Hayvansal dokulardaki tetrasiklin tirevi ilag
kal ntlarnn tiiketici yoninden herhangi bir
sak nca tag mayacak diizeye inmesi igin gerekli
olan kesim oOncesi bekletme siiresi, s § rlarda
parenteral yolla verilme durumunda tetrasiklinler
igin genel olarak 15 giin, oksitetrasiklin igin 22
giin, uzun etkili oksitetrasiklin i¢in 28-35 giin;
ag zdan verilme durumunda klortetrasiklin igin 10
giin, oksitetrasiklin i¢in 18 giin, tetrasiklin toz igin
5 giin, tetrasiklin tablet i¢in 12 giindiir. Koyunlar
igin kesim oncesi bekletme siiresi parenteral yolla
verilme durumunda tetrasiklinler igin genel olarak
15 giin, oksitetrasiklin i¢in 22 giin; ag zdan verilme
durumunda klortetrasiklin icin 2 giin, tetrasiklin
igin 15 giin olarak belirlenmistir (4).

Cal smada clde edilen sonuglar n degerlendi-
rilmesi neticesinde; 25 koyuna ait 6rneklerde tetra-
siklin tiarevi bilesiklerin kal nt s n n bulunmad § ,
koyun etlerinin tetrasiklin tirevi antibiyotikler
yoniinden toplum sagl § ag s ndan higbir sak ncas
olmad § gorilmistir. 250 s § ra ait 6rneklerde ise
oksitetrasiklin kal nt skl gnn yiksek oldugu
saptanm st r. Bu durum, kasapl k hayvanlarda
oksitetrasiklin kullan m n n yayg n oldugunu, hay-
vanlar n kesim 6ncesi bekletme siiresine uyulmak-
s z n kesildiklerini ve dolay s yla tiiketicilerin ilag
kal nt s igeren besinler vas tas vla bircok tehli-
keyle kars kars ya olduklar n gostermektedir.

Bu ¢al sma, s g r etlerinin tetrasiklinler ve
diger antibiyotik kal nt lar yoéniinden ulusal kal nt
izleme plan g¢er¢evesinde diizenli olarak denetlen-
mesinin halk sagl § ve iilke ekonomisi ag¢ s ndan
onemli oldugunu ortaya koymustur.
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