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OZET

Ankara bdlgesinde iiretim yapan ii¢ ve Izmir bdlgesinde iiretim yapan ii¢ farkl alabalik
ciftliginden 20’ser adet olmak {iizere toplam 120 adet Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) U¢ farkli donemde alinarak, oksitetrasiklin kalintilart Charm II Test ve enrofloksasin
kalintilar1 Ridascreen Elisa Test ile kalitatif olarak analiz edilmistir. Analizler sonucunda
oksitetrasiklin kalintisina rastlanmamustir.

Enrofloksasin kalint1 analizleri sonucunda; 120 numuneden, sadece ayni donemde
ayni ¢iftlikten aliman 2 numunede test sonucu pozitif bulunmustur. Enrofloksasin kalintisi
tespit edilen bu 2 numune kalinti varligin1 dogrulamak ve miktar tayini icin HPLC (Yiiksek
performanslt sivi kromatografisi) ile tekrar analiz edilmistir. HPLC sonucunda 6rneklerde
saptanan enrofloksasin miktarinin maksimum kalinti limitlerini astigr tespit edilmistir.
Bulunan sonuglarin “Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner Ilaglari Maksimum Kalint1
Limitleri Tebligi’’nde bildirilen degerlere uygun oldugu goriilmiistiir. Ulusal kalint1 izleme
programlarinin daha da etkinlesmesi ve antimikrobiyellerin satis ve kullanimimin uzmanlar
tarafindan denetiminin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi Alabaligi, Oksitetrasiklin, Enrofloksasin, Charm II Test,
Ridascreen Elisa Test, HPLC

ABSTRACT

In this study, a total of 120 pieces of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss — Walbaum
1792), that 20 samples apiece taken in three different periods from the 3 different trout
farms, production in Ankara region and 3 different farms in Izmir region, were analyzed for
oxytetracyclin residues by Charm II Test and enrofloxacin residues by Ridascreen ELISA Test
as qualitative. As a result of analysis, oxytetracyclin residue was not determined.

In consequence of enrofloxacin residue analysis, the test result was positive only in 2
samples taken from the same farm in the same period out of 120 samples. Enrofloxacin remains
of this 2 sample were analyzed by HPLC (High Performance Liquid Chromatography) to verify
the existence and amount for determination. HPLC detected in samples as a result the amount
of enrofloxacin were exceeded the maximum residue limits. Which results is deemed to be
suitable for reported values of “Maximum Residue Limits of Veterinary Drugs in Foods of
Animal Origin Communique”. It was concluded that, national residue monitoring programs
furtherr effect and the sales and use of antimicrobials were controlled sustainability by the
experts.

Keywords: Rainbow Trout, Oxytetracyclin, Enrofloxacin, Charm II Test, Ridascreen ELISA
Test, HPLC
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GIRIS

Insan gidas1 olarak degerli bir protein
kaynagiolan balik eti ve diger suiriinleri, tiim
esansiyel amino asitleri icermesi ve yliksek
biyolojik degere sahip olmalarindan dolay1
insan beslenmesinde son derece onemlidir
(Huss, 1995). Diinya besin gereksiniminin
onemli bir kismim karsilayan ve temel bir
endistri niteligine sahip olan su iirlinleri
yetistiriciligi, 1970’11 yillardan itibaren tiim
diinyada hizli bir gelisim gostererek, Food
and Agriculture Organization-Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) tarafindan diinyada en hizli
biiyiiyen gida sektorii olarak belirlenmistir
(FAO, 20006).

Balik eti esansiyel yag asitlerini
yiiksek oranda igerirken, yagda eriyen
vitaminlerden A ve D vitaminlerini gerek
etlerinde  gerekse yaglarinda  yiiksek
miktarda bulundurur. Ayrica baliklar B
grubu vitaminlerinden, B, (Tiamin), B,
(Riboflavin) ve B, vitamini (Piridoksin)
icerigi yoniinden zengin bir besin kaynagidir.
Baliklarda az miktarda da olsa E ve K
vitaminine de rastlanir (Huss, 1988). Balik
eti, yliksek miktarda kalsiyum, iyot ve fosfor
gibi mineralleri de icermektedir. Ayrica bag
doku miktar1 az oldugundan (%2) sindirilme
orani yiiksektir. Belirtilen bu yap1 ve besin
elementleri kompozisyonu nedeniyle balik
eti beslenme fizyolojisinde biiyiik 6nem tagir
(Huss, 1995; Belitz, Grosch ve Schieberle,
2009).

Veteriner ilaglarinin  su  drtinleri
yetistiriciliginde profilaktik ve tedavi amagl
yaygin kullanimi ve antibiyotik kalintilarinin
su Uriinleri tiiketimi yoluyla insanlar
tarafindan alinmas1 saglik yoniinden global
endiselere yol agmaktadir (World Health
Organization [WHO], 1999; Inglis, 2000).

Su iirlinlerinin insan gidas1 olarak
tiketilen dokularinda antimikrobiyal ilag¢
kalintilarinin bulunmasi ile ilgili potansiyel
tehlikeler alerjik ve toksik etkiler ile insan
bagirsak  florasinin ~ kolonizasyonunda
degisimler ve insan patojenlerinin bu etken
maddelere sahip antibiyotiklere kars1 direng
kazanmasidir. Su {irlinleri yetistiriciliginde
yogun antibiyotik kullanim1 sonucu ¢evresel

akvatik ortamda ilag ve metabolitlerinin
birikimi, akvatik sisteme dagilmasit ve
ortamdaki canli popiilasyonu {izerindeki
olumsuz etkileri olarak degerlendirilebilen
cevresel sorunlar bulunmaktadir (WHO,
1999).

Su {riinleri yetistiriciliginde antibi-
yotik kullanimina, alabaliklarda frunkulozis
tedavisinde siilfonamidlerin kullanimi ve
bazi Gram negatif patojenlere kars1 tetrasik-
linlerin kullanimindan bu yana 50 yil1 askin
siiredir basvurulmaktadir. Bununla birlikte,
bu yaklagim 1970’lerde trimetoprim ile et-
kinligi artirilan siilfonamidlerin kullanimina
kadar smirli kalmistir. Bu tarihten giiniimii-
ze, su Urlinleri yetistiriciliginde bakteriyel
hastalik problemlerindeki artisa paralel ola-
rak antibakteriyel kullanim1 da hizla artmis-
tir. Veteriner antibakteriyellerin tamamina
yakini su triinleri yetistiriciliginde kullanim
potansiyeli bulmakta ve farkli cografya ve
iilkelerde onemli farkliliklar gostermektedir
(Inglis, 2000).

Su friinleri yetistiriciliginde antibi-
yotik kullanimi baglica 3 metotla uygulan-
maktadir;

1. Agiz yoluyla uygulama (yemler ile)
2. Immersiyon terapisi (banyo, daldirma)
3. Enjeksiyon

KULLANILAN ANTIBIYOTIKLER

B-Laktamlar: Su frtinleri yetistirici-
liginde baslica; benzil penisilin ve amoksi-
silin, Ingiltere’de 1990°dan beri, Japonya’da
uzun yulardir kullanim alani bulmustur. An-
cak - laktamlarin bu alanda genis kullanim
alant olmadigi bildirilmektedir (Food and
Agriculture Organization [FAO], 1997).

Nitrofuranlar: Furazolidon ve nifur-
pirinolil igeren sentetik antibiyotiklerdir. Av-
rupa Birligi’nde hayvansal iiriinlerde kulla-
nim1 yasaklanmistir (Samuelsen vd., 1991).

Makrolidler: Balik yetistiriciliginde
kullanilan tek makrolid eritromisindir (FAO,
1997).

Fenikoller: Kloramfenikol, tiamfeni-
kol ve florfenikolii i¢ceren genis spektrumlu
antibiyotik grubudur. Avrupa ve ABD’de
bunlara iliskin kalinti bulunmamalidir, bu
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bolgelere ihrag edilecek tirtinlerinde fenikol
grubu antibiyotikler yoniinden ari olmasi zo-
runludur (FAO, 1997).

Kinolonlar: Sentetik antibakteriyel-
lerdir. Birinci jenerasyon kinolonlar nalidik-
sik asit, oksolinik asit ve flumekuin; ikinci
jenerasyon kinolonlar ise florlu tiirevleri olan
enrofloksasin ve sarafloksasini igermektedir.
Bunlardan ilk jenerasyon Gram negatif bak-
terilere etkili iken florokinolonlarin daha ge-
nis spektruma sahip oldugu bildirilmektedir.
Kinolonlar mikrobiyel par¢alanmaya direnc-
lidirler. Sedimentlerdeki kalintilar haricinde,
151k etkisi ile par¢alanma olabilecegi belirtil-
mektedir (Bjorklund vd., 1991; Hansen vd.,
1992; Samuelsen vd., 1992). Siilfonamid ve
beta laktam grubu antibiyotiklere direng-
li gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 etkilidir. Bu sebeple su iirlinleri yetis-
tiriciliginde siklikla tercih edilen antibiyotik
grubudur (Ramos vd., 2003).

Rifamisin: Bazi Giineydogu / Asya
tilkelerinde karides yetistiriciliginde Lumi-
ndz Vibriosis’in tedavisinde az da olsa kul-
lanildig1 bildirilmektedir (Primavera, 1993).

Siilfonamidler: Tek baglarina kullani-
labilmesinin yaninda daha ¢ok trimetoprim
veya ormetoprim ile beraber kullanildiklar
bildirilmektedir. Frunkulozis, Enterik kizil
agiz hastalig1 (Enteric red mouth disease) ve
vibriosis gibi hastaliklarin kontroliinde ge-
nellikle yemlere katilarak kullanilmaktadir
(Samuelsen vd., 1994; Capone vd., 1996).

Tetrasiklinler: Bu gurupta en ¢ok
kullanilan  antibiyotigin  oksitetrasiklin
oldugu, baz1 bolgelerde klortetrasiklin ve
doksisiklin kullanildig1 belirtilmektedir. Su
tirtinleri yetistiriciliginde en genis kullanim
alan1 bulan antibiyotik oksitetrasiklindir
(OTC). Ucuz olmasi bir avantajdir. Oral
ya da banyo tarzinda uygulanabilmektedir.
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin
¢oguna, 6zellikle baliklarda ve kabuklularda
goriilen Aeromonas ve Vibrio gibi bakterilere
etkilidir. Ancak son zamanlarda artan direng
gelisimi  nedeniyle tedavi edici etkinin
azaldig1 belirtilmektedir (Capone vd., 1996;
Smith, 1996).
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Diger antimikrobiyaller arasinda ok-
sitetrasiklin, diistik toksisitesi ve ¢ok farkli
Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye kar-
st olan genis spektrumu sayesinde en ¢ok
tercih edilen ajandir. OTC’nin Vibrio’lara
kars1 profilaktik olarak basarili oldugu ka-
nitlanmistir (Bermudez-Almada vd., 1999).

Tetrasiklinlerin yogun kullanimi ak-
vatik ¢evrede bu bilesiklerin kalintilarina yol
acmaktadir. Bu antibiyotiklerin balik ¢iftlik-
lerinde kullanilmasi yiizey sularina karigma-
larinin degisik bir yoludur. Balik ¢iftlikle-
rinde kullanilan yeme katilan tetrasiklinler
ylizey sularinda tetrasiklin kalintilarinin
nedenlerinden biridir. Son yillarda akvakiil-
tirlerde oksitetrasiklinler tercih edilen tet-
rasiklin grubu antibiyotiklerdir. Bu nedenle
akvatik cevrede bu bilesigin kalintisinin iz-
lenmesinde giivenilir analitik metotlara ge-
reksinim duyulmaktadir (Himmelsbach ve
Buchberger, 2005).

Tetrasiklinlerin Asya iilkelerinin en
¢ok su triinleri tireten tilkelerinde kullanilan
ilk 3 antibiyotik grubundan biri oldugu belir-
tilmektedir. Kiiresel olgekte baslica su {iriin-
leri iireticisi tilkelerin yaklasik %55’inin en-
rofloksasin uyguladig: bildirilmektedir (Lu-
lijwa vd., 2020).

Su tirtinleri yetistiriciliginde kullani-
lan baslica antibiyotikler Tablo 1’de belirtil-
mistir (Subasinghe vd., 2000).

Balik eti hem insan beslenmesinde
hem de hayvansal protein ihtiyacinin karsi-
lanmasinda ¢ok biiyiik neme sahiptir. Ozel-
likle Tiirkiye’de son yillarda biiyiik bir gelis-
me gosteren gerek deniz gerekse i¢ sulardaki
su {lrlinleri tiretim potansiyeli goz Oniine
alindiginda, halk saglig1 acisindan risk yara-
tabilecek kalint1 problemi ve 6zellikle anti-
biyotik kalintilar1 ile ilgili olarak arastirma-
larin ¢ogaltilmast ve risk degerlendirmesi-
nin yapilmasi gerekmektedir. Bu baglamda,
calismada iki farkl ilde yetistirilen 6 farkl
alabalik c¢iftliginden alinan gokkusagi ala-
baliklarinda oksitetrasiklin ve enrofloksasin
antibiyotik kalintilarinin arastirilmasi amacg-
lanmustir.
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Tablo 1. Su iriinleri yetistiriciliginde kullanilan baslica antibiyotikler

flag grubu flag ismi Uygulama yolu ‘ Doz (kg CA) ‘ Not
Antibiyotikler
Ampisilin N .. | Somonlarda furunkulosis,
[B-laktamlar Amoksisilin agiz yolu 50-80 mg/kg 10 giin tedavisinde
. o Neomisin N 50-80 mg/kg 10 giin
Aminoglikozidler Kanamisin ag1z yolu/banyo 20 mg/l
Tetrasiklin .. | Somon ve alabalik
Tetrasiklinler Oksitetrasiklin | agiz yolu/banyo 50-80 mg/kg 10 glin yetistiriciliginde genis
N 20 mg/1
Doksisiklin spektrumlu
. . . - 50 mg/kg 10 giin
Makrolidler Eritromisin ag1z yolu/banyo 2 mg/l 1 saat
.. | Gidalardaki kalintilari
Fenikoller Kloramfenikol | agiz yolu/banyo 50-80 mg/kg 10 giin insanlarda aplastik anemiye
20 mg/l 1 saat
sebep olur.
Sentetik Bakteriyel ilaglar
Sljlfon?erazme. 200 mg/ke 10 giin Alabalik ve somonlarda
.. . Siilfodimetoksin | furunkulosise karsi
Siilfonamidler . . agiz yolu .
Trimethoprim+ 50 me/ke 10 eiin kullanilan genis spektrumlu
Stlfodiazin gke 1V e bakteriyostatik maddeler
Furazolidon 50-80 mg/kg 10 giin | Genis spektrumlu
Nitrofuranlar Furaltadon agiz yolu antimikrobiyel madde.
Nifurpirinol 10-50 mg/kg 10 giin | Kanserojen
. Oksolinik asit y . . oy
Kinolonlar Flumekuin agiz yolu 12 mg/kg 10 glin | Asyada karides giftliklerinde

Calismada hazir test kitleri ile kalint1
varhiginin hizli ve giivenilir bir sekilde
belirlenmesinden sonra HPLC yontemi
kullanilarak kalint1 miktar1 saptanmistir.

MATERYAL VE METOTLAR
MATERYAL

Bu ¢alisma, Ankara’da iiretim yapan
Cubuk ve Nallithan bdlgesinde ve izmir’de
iiretim yapan Bergama, Kemalpasa ve Tire
bolgesindeki alabalik ciftliklerinden alinan
orneklerle gergeklestirildi.

Bu ¢alismada, 6rnekler Aralik 2007-
Mart 2008, Nisan-Haziran 2008, Eyliil-
Aralik 2008 olmak tizere li¢ farkli donemde
alinarak, her ciftlikten 20’ser adet olacak
sekilde toplam 120 6rnek kullanildi.

Ornekler soguk muhafaza altinda,
oksitetrasiklin ve enrofloksasin analizleri
i¢in Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii’ne gotiiriilerek, Enstitii Toksikolo-
ji Laboratuvarinda gerekli analizler gercek-
lestirildi.

Laboratuvarda kullanilan
cihazlar

Oksitetrasiklin analizi i¢in Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
toksikoloji laboratuvarinda mevcut olan
Charm II 7600 Analyzer (Charm Sciences
Inc., USA) cihazi, enrofloksasin analizi
icin Ridascreen Elisa test cihazi (ELISA

EL, 808) ve HPLC cihaz1 (Schimadzu RF

araclar,

IOAXL, SCL IOVP, LC IOATVP, CTO 10ASVP)
kullanildi.
METOTLAR

Balik orneklerinin nakli ve

laboratuvarda muhafazasi

Ciftliklerden alman balik 6rnekleri
torbalanip etiketlenerek buzlu termos
icerisinde yaklasik 0-2 °C’de muhafazaya
alindi. Ankara bolgesinden toplanan 6rnekler
ertesi giin laboratuvara getirildi ve soguk
muhafaza altinda analize kadar saklandi.
[zmir bolgesinden toplanan &rnekler ise
ayn1 giin igerisinde soguk muhafaza altinda
laboratuvara getirilip analize kadar sakland.
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Charm II Testi

Tetrasiklin yarigmaci testi olarak
tanimlanan bu test, reseptor olarak gorevli
mikrobiyal hiicreye bagli bir antijenden
olusmaktadir. Etiketlenmis tetrasiklin ve
ornekten alinan tetrasiklin bu reseptore
baglanmak i¢in yarigirlar. Tetrasiklinlerin
tespit edilmesi i¢in iki reajan kullanilmistir:
etiketli bir tetrasiklin [*H] ve baglayici
reajan (mikrobiyal hiicreye baglanan belirli
bir antikor). Baglayic1 reajan, tetrasiklinli
ornekleme eklendiginde, hiicreye yapisik
antikorabaglanir. Budurum, [*H] tetrasiklinin
bu alanlara baglanmasini engeller. Rakam
ne kadar kiigiik olursa (cpm) orneklemdeki
kontaminasyon oran1 da o kadar fazla
olur. [°H] etiketli tetrasiklin ne kadar c¢ok
baglanirsa, oOrneklemdeki tetrasiklin ilag
orani o kadar az olur (Anonim, 2002b).

Testin  uygulanmasinda  Kontrol
Noktast olarak tanimlanan, negatif ve
pozitif icin tekrarlanan veriler arasindaki
kesme deger dikkate alinmaktadir. Kontrol
noktasindan biiylik olan test sonugclar
negatif Orneklemi gosterirken, kontrol
noktasindan diisiik ya da ona esit ¢ikan
sonuclar Orneklemin muhtemelen pozitif
oldugunu ve yeniden test edilmesi gerektigini
gostermektedir (Anonim, 2002b).

Charm II Testi icin oOrneklerin
hazirlanmasi ve analizi

Balik 6rneklerinde kaslar kilgiklardan
ve deriden ayrildiktan sonra Charm II
Test yontemine gore isleme alinarak Once
supernatant elde edildi ve pH 7.5’e ayarlandi.
Santrifiij ve inkubasyon igslemlerinden sonra
makineye okutulup sonuclarin pozitif veya
negatif oldugunu belirlemek i¢in kontrol
noktasi ile karsilastirildi (Anonim, 2002b).

Ridascreen Elisa Test

Testin temel noktas1 antijen—antikor
reaksiyonudur. Mikrotiter kuyucuklar, anti—
siprofloksasin antikorlarina kars1 yonlenen
yakalama antikorlari ile kaplidir. Siproflok-
sasin standartlar1 veya oOrneklem soliisyo-
nu, siprofloksasin enzim konjugati ve anti
— siprofloksasin antikorlar1 eklenir. Serbest
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siprofloksasin ve siprofloksasin enzim kon-
jugati, siprofloksasin antikor baglayan alan-
lar (kompetitif enzim immunoassay) i¢in ya-
risir. Baglanan enzim konjugati, kromojeni
maviye dontstiiriir. Stop sollisyonunun ek-
lenmesi, rengin maviden sartya donmesine
yol acar. Olgiimler, fotometrik olarak 450
nm’de yapilir; absorbsiyon, drneklem igin-
deki siprofloksasin konsantrasyonu ile ters
orantilidir (Anonim, 2007).

Elisa testi icin  orneklerin
hazirlanmasi ve analizi
Numune homojenize edildi. 1g

homojenize edilmis numuneye 4 ml %70’lik
metanol ilave edip 10 dakika vorteks veya
shaker ile karigtirip, santrifiij edildi (10
dakika, 3000 g, 20-25 °C). Santrifiij sonunda
ist fazi distile su ile 1:2 (1+1) oraninda
seyreltilip, 50ul’yi  ELISA analizinde
kullanild1 (Anonim, 2007).

HPLC

ELISA ile pozitif bulunan numune
HPLC ile dogrulandi. Metot, floresanla
calisan HPLC’de tespit edilen kinolon i¢in
bir ekstraksiyon ve temizleme agamasini
icermektedir. Onerilen analitik metot, doku
ornekleminin pH 7.4 olan 0.05 M fosfat
tamponu ile homojenize edilmesini ve
Discovery DS-18kartuslariletemizlenmesini
icerir. Kromatografik separasyon igin
Symmetry C  kolonu kullamldi: mobil faz
olarak asetonitril — 0.02 M fosfat tamponu pH
3.0 (18:82) ile siprofloksasin, enrofloksasin
ve sarafloksasin, ve eksitasyon dalga boyu:
280 nm ve emisyon dalga boyu 450 nm olan
dedektor kullanilarak yapildi (Ramos vd.,
2003).

Siprofloksasin, Enrofloksasin
ve Sarafloksasin ile ilgili HPLC tipik
kromatogramlar1 Sekil 1°de; enrofloksasin ve
siprofloksasin pik olusturma zamani iizerine
asetonitrilin etkisi Sekil 2’de verilmistir.

HPLCi¢in 6rneklerin hazirlanmasi
ve analizi

2 g numune tartilip 10 ml 0.05 M
fosfat tamponu (pH 7.4) ile 10 dk vorteksde
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karigtirildiktan sonra 15 dk 4000 rpm’de
20 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
istte kalan kisim (slipernatant) alinarak
islem tekrarlandi. Siipernatantlar birlestirildi
ve kaba partikiillerden arindirmak amact
ile filtreden gecirildi. 15 ml Onceden
aktive edilen 3 ml etanol, 3 ml distile su
ve numunenin tamami karistirilip, kuruma
onlenerek 3 ml hekzan (yaglar i¢in) eklendi.
Tiipler kartustan gegcirilerek, 3 ml %l
Trifluorasetik asit (1 ml) / Acetonitril (99 ml)

BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, tiiketime
sunulan alabaliklarda iki farkli antibiyotik
grubuna ait kalint1 seviyelerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Izmir ilinden 3 adet, Ankara
ilinden 3 adet alabalik ¢iftligi secilmis
ve buralardan belli periyotlarda toplam
120 adet alabalik numunesi toplanmis ve
analizler Bornova Veteriner Arastirma
Enstitiisi =~ Toksikoloji  laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Calismada;

ile eliie edildi. 40-45 °C’de nitrojen buhar1 a) Farkli ciftliklerden alinan alabaliklarda
altinda buharlastirildi. Dipte kalan tortu oksitetrasiklin kalintisinin Charm II test
iizerine 2 ml fosfat tampon ile ¢oziiliip, 0.45 ile tespiti,
ul’lik filtreden gegirildi. 100 pl enjektor ile b) Farkli ¢iftliklerden alinan alabaliklarda
cihaza yiiklendi. enrofloksasin kalintisinin  Ridascreen
ELISA test ile saptanmasi,
o
N -1
w 5]
60.00- 8
I
e §E
g £
b3 B
20.00+ w
0.00 = = ﬁA
000 200 400 600 800  10.0
Mnutes

Sekil 1. Kinolonun kromatografik sistemin tipik kromatogramlari. (a) Siprofloksasin enrofloksasin ve sarafloksasin:
Mobil fazi: acetonitril — 0.02 M fosfat buffer pH 3.0 (18.82). Akis hizi: 1 ml min. Floresan dedektorii: Eksitasyon
dalga boyu: 280 nm, Emisyon dalga boyu: 450 nm. (Ramos vd., 2003).

40

(b)

L]
30
25

) 2!
20 2.2

Retention Time

15

10

laad,

=1 s = = X L R

12
Acetonitrile %

18 18 20 2

Sekil 2. 278 nm ve 1 ml/dk akis hizinda Symmetry C18 (150x46 pum) kolonu ile siprofloksasin ve enrofloksasin
retensiyon zamani iizerinde mobil fazda (0,02 M fosfat tampon pH 3) asetonitrilin etkisi (Ramos vd., 2003).
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¢) Oksitetrasiklin ve enrofloksasin kalinti-
larinin varlig1 tespit edilen numunelerde
HPLC ile miktar tayini yapilmistir.

Bu kapsamda; Aralik 2007-Mart
2008 tarihleri arasinda toplam 40 adet,
Nisan Haziran 2008 tarihlerinde toplam
40 adet, Temmuz-Eylil 2008 tarihleri
arasinda toplam 40 adet alabalik numunesi
farkli ciftliklerden toplanmis ve analizleri
yapilmistir.

Farkli ¢iftliklerden, farkli havuzlar-
dan alinan alabalik 6rnekleri oksitetrasiklin
kalintisinin tespiti i¢gin Charm II test ile ana-
liz edilmistir. Oksitetrasiklin kalint1 analiz-
leri sonucunda kalint1 varlig1 tespit edileme-
migstir. Enrofloksasin kalintis1 i¢in RidaScre-
en Enro/Cipro Test ile numunelerin analizi
yapilmistir. Sadece iki adet numunede en-
rofloksasin kalintisi tespit edilmis ve HPLC
yontemi ile miktar tayini yapilmistir.

Analiz donemlerine ait Charm II
ve ELISA test sonuglar1 Tablo 2, 3 ve 4’te
verilmigtir.

Tablo 2. Aralik 2007-Mart 2008 donemi bulgulari

Oksitetrasiklin | Enrofloksasin

Adedi

] ]
= [5)
==
O {®)

6
6
i-3 7 - -
7
7
7

= |53
3 :g § Oksitetrasiklin | Enrofloksasin
i-1 7 - -
i-2 7 - -
I-3 7 - -
A-1 7 - -
A-2 6 - -
A-3 6 - -

g
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Tablo 4. Eyliil 2008-Aralik 2008 donemi bulgular1

= | 33

= £ 9 | Oksitetrasiklin | Enrofloksasin

O O«

I-1 7 - -

i-2 7 - )

i-3 6 - -

A-1 6 - (2 numunede) +

A-2 7 - -

A-3 7 - -
Analizler sonucunda Charm II

test ile yapilan 3 periyotluk donemlerde
alman 120 adet numunenin oksitetrasiklin
kalint1 analizleri sonucunda oksitetrasiklin
kalintisina  rastlanilmamistir.  Analizlerin
sonucunda 120 numuneden 120’sinde kontrol
noktasindan biiylik degerler okunmus ve
sonuglarin negatif oldugu goriilmiistiir.

Aynit  numunelerin  enrofloksasin
kalintis1 tespiti amaci ile Ridascreen Elisa
Test ile analizleri yapilmistir. Analizlerin
sonucunda 120 numuneden sadece 2
numunede test sonucun pozitif oldugu
saptanmustir.

Pozitif ¢ikan numuneler enrofloksasin
kalint1 varligim1 dogrulamak ve miktar
tayini i¢in HPLC ile tekrar test edilmistir.
Kalibrasyon i¢in 0 ppb, 50 ppb, 100 ppb
konsantrasyonlarda standartlar kullanilarak
3 noktali kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
100 ppb standart numune igin geri kazang
orani ortalamasi 76.30 ppb olarak belirledik
(Sekil 3).

26630 enro 26,944

= oxo 30,945
= nal 33552

~%= flu 35,038

dano-23,802"

. cipro 22,144

Detector A

(Ex:280nm,

Em:445nm)

Retention Time Name Area ESTD  Units
concentration

22,14 cipro 1546331 68,12 ppb
23,80 dano 16501725 69,99 ppb
26,94 enro 3585880 76,30 ppb
30,94 oxo 206737 81,23 ppb
33,55 nal 216573 84,88 ppb
3504 flu 442311 77,61 ppb

| Totals I
22499555 458,14 | |

Sekil 3. Geri kazanim sonucu (100 ppb standart)
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on0-26,966 ———
(o0)
(nal)
(flu)

Retention Time Name Area ESTD  Units
ion

oncent
cipro 0,00 BDL ppb
dano

26,97 enro 3797561 80,81 ppb
oxo

nal 0,00 BDL  ppb
flu 0,00 BDL ppb

| we I I 3797561 I 20,81 I

G L

Sekil 5. 101 no’lu numune HPLC sonucu

HPLC sonucunda enrofloksasin
miktar1 100 no’lu numunede 80,81 ppb
(Sekil 4), 101 no’lu numunede 96,81 ppb
(Sekil 5) olarak bulunmustur. Saptanan
enrofloksasin diizeyleri, geri kazanim orani
g0z Oniline aliarak yapilan degerlendirme
sonucu, numulerdeki kalinti miktarlar
100 no’lu numunede 105.91 ppb olarak;
101 no’lu numunede ise 126.88 ppb olarak
saptanmistir (Tablo 5).

Ulusal kalint1 programi kapsaminda
yetistirilen su {irtinlerinde olmasi gereken
maksimum kalint1 limitleri enrofloksasin ve
oksitetrasiklin i¢in <100 ppb olarak veril-
mistir. Saptadigimiz miktarlarin maksimum
kalint1 limitlerinden yiiksek oldugu goriil-
mustir.

TARTISMA

Baliklar, metabolizma hizlar1 6nem-
li olgiide cevredeki su sicakligi tarafindan
kontrol edilen poikiloterm hayvanlardir. Su

sicakliginda 1 °C’lik artis metabolizma hizi-
n1 yaklasik %10 oraninda artirabildiginden,
ilaglarin alinimi, emilimi, dagilimi ve elimi-
nasyonu gibi farmakokinetik parametrelerin
su sicakligi ile 6onemli Sl¢giide degismesi s6z
konusudur. Farmakokinetik c¢alismalar so-
guk sulardaki balik tiirlerinde ilag¢ kalintisi
probleminin daha biiyiik boyutta oldugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica baliklarda anti-
biyotik kalintt miktarinin, uygulama yolu ya
da ilag formiilasyonundaki kii¢iik degisiklik-
lerden nasil etkilendigi tam olarak bilinme-
mektedir (Somjetlertcharoen, 2001).

Su {riinleri yetistiriciliginde kulla-
nimina izin verilmis antibiyotiklerin varligi
ve giivenlik seviyelerinin arastirildigi bir ¢a-
lismada toplam 77 tath su balik ¢iftliginden
alman 194 o6rnek farkli antibiyotikler (tetra-
siklin, penisilin, tilasin, eritromisin, strepto-
misin ve neomisin), 97 6rnek kloramfenikol
ve 176 ornek siilfonamid kalintilar1 yoniin-
den analiz edilmistir. Tetrasiklin, penisilin,
tilasin, eritromisin, streptomisin ve neomi-
sin i¢in tim Ornekler negatif bulunmustur.
Bunun sebebinin bu antibiyotiklerin viicut-
tan atilma siirelerinin kisa olmasina baglh
olabilecegi diisiiniilmektedir. Hi¢bir 6rnek-
te kloramfenikol kalintisina rastlanilmamis
ve kullanimi yasak olan bu antibiyotik i¢in
miimkiin olan en diisiik belirleme limitleri
kullanilarak etkin bir tarama yapilmasi ge-
rektigine deginilmistir. Calismada 194 6rne-
gin 5’inde siilfonamid varligi saptanmis ve
nedeninin balik yemlerine katilan siilfome-
razin oldugu belirlenmistir (Sinigoj-Ga&nik
vd., 2005). Calisma bulgular1 degerlendiril-
diginde benzer sonuglar elde edilmistir.

Ingiltere’de 2000 y1linda gergeklesti-
rilen ulusal kalint1 izleme programinda 1250
adet alabalik ve somonda antibiyotik kalinti-
lar1 arastirilmis ve higbirinde antibiyotik ka-
lintisina rastlanmamistir (Anonim, 2002a).
Benzer sekilde Avustralya’da marketlerden

Tablo 5. Enrofloksasin kalintisi tespit edilen numunelere ait degerlendirme

Numune Pozitif numune Pozitif numune MR Ornek Pozitif orneklerde kalint
saylis1 saylis1 orani (%) (ppb) No diizeyi (ppb)
100 105,91
120 2 1,6 <100
101 126,88
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toplanan 60 balik 6rneginin incelendigi ulu-
sal kalint1 izleme programinda toplam 54
antimikrobiyel madde arastirilmis yalnizca
10 ornekte diisiik seviyelerde malasit yesi-
li saptanmistir (Anonim, 2005). Irlanda’da
ayni ¢ergevede 2003 yilinda gergeklestirilen
kalint1 izleme programinda 6rneklerin kulla-
nim1 yasak olan antibiyotikler bakimindan
negatif oldugu, maksimum kalinti limitleri
belli olan antibiyotikler i¢in ise analiz edilen
163 6rnegin 5 tanesinde oksitetrasiklin kon-
santrasyonlarinin MRL seviyesinden yiiksek
oldugu bildirilmistir (Anonim, 2003). Calis-
mada incelenen 120 O6rnekte tetrasiklin ka-
lintisina rastlanmamis olmasi, inceleme yeri
ve zamanin farkliligindan kaynaklanmis ola-
bilecegi sonucuna varilmistir.

Marketlerde satisa sunulmus balik-
larda antibiyotik kalintilarinin aragtirildig
bir baska ¢alismada ise toplam 12 tiir balik,
oksitetrasiklin, oksolinik asit, miloksasin,
ve siilfomonomethoksin varligi bakimindan
incelenmis ancak kalinti belirlenememistir
(Ueno vd., 1999).

Murray vd. (1988), marketlerden
aldiklar1 54 balik 6rneginin 7’sinde miktar1
8-37 ng/g arasinda degisen tetrasiklin kalin-
tis1 saptamiglar ancak bu degerlerin tetrasik-
linler i¢in belirtilmis 100 ng/g’lik maksimum
kalint1 limitlerinin altinda oldugunu bildir-
mislerdir. Calisma sonuclar1 benzer bulun-
mustur. Balik ¢iftliklerinde antimikrobiyel-
lerin hastaliklarin tedavisinde kullanildigi su
ve sediment Orneklerinin kalint1 analizinde
HPLC ve ELISA metotlar1 karsilastirilmis-
tir. Gidalarda antibiyotiklerin saptanmasi
i¢in ticari ELISA kitleri kullanilabilmektedir
(Himmelsbach ve Buchberger, 2005).

Piyasada bulunan en son gelismeler
yuksek hassasiyetle taranan 6rnek sayisini
artirarak  rutin  olarak  uygulanmasin
saglamaktadir (Toldra ve Reig, 2006).

Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii
tarafindan hazirlanan ve canli hayvan ve
hayvansal {iriinlerde uygulanmakta olan
ulusal kalinti kontrol programi; Avrupa
Birliginin 96/23/EC sayili direktifi ile
uyumlagtirilmasi tamamlanmis olan “Canl:
Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli
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Maddeler Ile  Bunlarin  Kalintilarinin
Izlenmesi I¢cin Alinacak Onlemlere Dair
Yonetmelik” esaslarina gore yluriitiiliir.
Programin amaci; hayvansal orijinli gidalarin
izin verilmeyen uygulama, yasakli madde
ve izinli veteriner ilaglar1 yoniinden giivenli
oldugunu saglamaktir (Anonim, 2006).

2006 yili kalint1 izleme sonuglari,
analiz edilen su {riinleri dahil cesitli
hayvansal gidalar1 igeren numunelerde
hormon ve diger yasakli madde
bulunmadigini ve numunelerin %96,5’inin
Olgiilebilir diizeyde veteriner ilag kalintisi
icermedigini  gostermektedir.  Cevresel
bulagsanlar  agisindan  analiz  edilen
numunelerin sonuglar1 kalint1 seviyelerinin
diistik oldugunu ve tiiketici saglig1 i¢in riskli
bir durumun olmadigin1 gostermektedir
(Anonim, 2006).

Kalinti Kontrol Planinda yer alan
her grup iiriin i¢in numune sayilar1 “Canlt
Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli
Maddeler Ile  Bunlarin  Kalintilarinin
Izlenmesi I¢in Alinacak Onlemlere Dair
Yonetmelik”, Ek IV’te verilen metot
kullanilarak ve 6nceki yila ait hayvan kesimi/
birincil {iriin iiretim miktar1 esas alinarak
belirlenmistir (Anonim, 2006).

2006 su iirlinleri programinda mar-
kete sunum i¢in hazir olan baliklardan ve
ciftliklerden iiretim zinciri boyunca numu-
ne alimi gergeklestirilmistir. Bu program-
da; toplam 848 numune alimi yapilmis, 952
analiz gerceklestirilmistir. izleme basama-
ginda 1 balik numunesinde arsenik, 5 balik
numunesinde malasit yesili tespit edilmistir.
Malasit yesili ile ilgili pozitif bulgularla il-
gili olarak, sorumlu ciftliklerde geri izleme
baslatilmis ve detayli aragtirmalar yiiriitiil-
miistiir. Bu kapsamda; 2006/05 sayil1 Genel-
ge geregi, her bir isletmeden en az 6 parti
olacak sekilde ayirim yapilarak geri izleme
numuneleri alinarak analiz i¢in laboratuva-
ra gonderilmistir. Ciftlik sahibine “Uyari
Mektubu” verilerek geri izleme sonuglarin
pozitif bulguyu teyit etmesi durumunda y6-
netmelik geregi {irtinlerin imhasini da igeren
tedbirlerin aliacagi bildirilmistir. Siipheli
ciftliklerde yerinde yapilan incelemelerde
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malasit yesilin kullanimina dair bir delil tes-
pit edilememistir (Anonim, 2006). Calisma
sonugclari tetrasiklinler agisindan benzer bu-
lunmustur. Ancak enrofloksasin kalintisi agi-
sindan iki numunede MRL’yi astig1 saptan-
mustir. 2006 kalint1 izleme sonuglari incelen-
diginde enrofloksasin yoniinden bir tarama
yapilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, yeni
kalint1 izleme programlarinda enrofloksasin
yoniinden inceleme yapilmasi gereklidir. Ni-
tekim, 2008 ulusal kalint1 izleme programin-
da enrofloksasin kalint1 limitleri verilerek
izleme programina dahil edilmistir. 2008 ka-
lint1 izleme sonuglari elde edilemedigi igin
bir degerlendirme bu asamada yapilamamis-
tir.

Diinyadaki su firiinleri liretimine en
biiytik katkiy1 saglayan Cin’de su firtinleri
yetistiriciliginde, hastaliga neden olan mik-
roorganizmalar1 kontrol etmek i¢in toplam
20 ¢esit antibiyotik kullanildigi bildirilmis-
tir. Bu antibiyotikler arasinda kinolonlar, su
iriinlerinde en sik saptanan gruptur, bunu
stlfonamidler ve makrolidler takip etmek-
tedir (Liu vd., 2017). Su {riinlerindeki orta-
lama antibiyotik konsantrasyonlari, maksi-
mum kalint1 limitlerinden daha diisiik olma-
sina ragmen, insan sagligi i¢in risk olustu-
rabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir ve
bu risklerin olugsmasini engellemek i¢in daha
fazla arastirma yapilmalidir.

Guidi vd. (2018) 29 adet nil tilapia ve
gokkusagi alabaliginda yaptiklart ¢alismada
kinolon ve tetrasiklin grubu 14 antibiyotigin
varligini LC-MS/MS yontemi ile aragtirmis-
lar ve 29 6rnegin 25’inde maksimum kalinti
limitlerini agsmayacak miktarda enrofloksa-
sin tespit etmislerdir. Calismada kinolon ve
tetrasiklinlerin es zamanli tespiti i¢in basit,
hizli ve kantitatif bir yontem gelistirmeyi
amaglamislardir. Bir¢ok antibiyotigi tespit
etmek amacli hizli ve giivenilir bir yontem
olan LC-MS/MS yontemi son yillarda tercih
edilen yontemdir.

Deniz pisi balig1 yetistiriciliginde
baliklarin yemlerine katilan organik asitlerin
bagirsak florast ve bagisiklik fonksiyonlari
iizerine olumlu etkileri oldugu, organik
asit karigimlarmin balik yetistiriciliginde

hastaliklar1 onleyici yada iyilestirici olarak
diyetlerine katilmasinin  antibiyotiklerin
alternatifi olabilecegi bildirilmistir (Katya
vd., 2018). Antibiyotiklerin alternatifi
olabilecek proflaktik amagli yem katkilari
iizerinde daha fazla calisilmalidir. Han vd.
(2020)’nin yaptiklar1 g¢alisma, siitten yeni
kesilmis domuz yavrularinda organik asitler
ve orta zincirli yag asidi kombinasyonlarinin
bagisiklik ve bagirsak florasi lizerinde etkili
olabilecegi ve antibiyotiklerin alternatifi
olabilecegi yoniinden umut vadetmektedir.

Thiang vd. (2021), yilinda yaptikla-
r1 ¢aligmada Malezya’da bulunan 29 akva-
kiiltiir ¢iftliginden aldiklar1 yiizey sularinda
antibiyotik kalint1 varligin1 arastirmiglar, 23
antibiyotik tespit etmislerdir. En fazla tes-
pit edilen antibiyotik gurubunun tetrasiklin
grubu antibiyotikler oldugunu, tetrasiklinler
icinde ise en fazla oksitetrasiklin tespit edil-
digini bildirmislerdir. Tetrasiklinleri takiben
en fazla rastlanilan antibiyotik grubu siil-
fanamidler ve sonrasinda kinolonlar tespit
edilmistir. Kinolonlar arasinda ise en siklik-
la rastlanilan antibiyotigin enrofloksasin ol-
dugunu bildirmislerdir. Kinolonlar Asya’da
bulunan akvakiiltiir ¢iftliklerinde genis kul-
lanim alan1 bulmakta ve son yillarda oksi-
tetrasiklinlerden daha popiiler hale geldigi
belirtilmektedir. Bu antibiyotikler sular ve
sedimetlerde stabil olarak kaldigindan yapi-
lan calismada ornek olarak yiizey sular kul-
lanilmasi siklikla tespit edilmesinin nedeni
olarak agiklanabilir.

SONUC
Direncli bakterilerin gelisimi, orijini
bilinmeyen  hastaliklarin ~ sagaltilmaya

calisilmasi ya da asirt doz uygulamasinda
oldugu gibi yanlis antibiyotik kullaniminin
bir sonucudur. Bakteriyel hastaliklarin
kontroliinde ayni ilacin siklikla uzun siire
ve tedavi edici dozun altinda kullanimi
genellikle bakteriyel balik patojenlerinde
diren¢ gelisimi ile sonug¢lanmaktadir.
Diren¢ gelisimi, yetistiricilikte infeksiyoz
hastaliklarin artigina ve balik patojenlerinin
kontroliinde etkili ilag sayisinin azligindan
kaynaklanmaktadir.
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Su dirtinleri yetistiriciliginde hasta-
liklarla miicadelede antibiyotik kullanimi ilk
secenek olarak diistiniilmemeli; bakim, bes-
leme ve hijyen kosullart ile ¢evresel kosulla-
rin iyilestirilmesi amaglanmalidir. Antibiyo-
tik secimi yalmizca antibiyotiklerin etkinli-
gine bakilarak yapilmamali, ¢cevresel kalinti
riski hedef dis1 organizmalar {izerine potan-
siyel etkiler, mikrobiyel direnci uyarmaya
yatkinlik g6z ontinde bulundurulmalidir.

Calismada elde edilen veriler deger-
lendirildiginde oksitetrasiklin kalintilar1 agi-
sindan olumlu sonuglar elde edilmistir. An-
cak, enrofloksasin yoniinden incelenen iki
numunede maksimum kalint1 limitleri tlize-
rinde degerlerin saptanmas1 onem tasimak-
tadir. Bununla beraber, incelenen 6rnek say1-
s1 dikkate alindiginda oldukea diisiik oranda
saptanmast, halk saglig1 acisindan risk olus-
turmayacagi seklinde degerlendirilmistir. Bu
durum, iki bolgede ti¢ farkh ¢iftlikten alinan
ornekleri ifade etmesi nedeni ile diger liretim
yerlerini de kapsayan ulusal kalint1 izleme
programlarinin  etkinlestirilmesini  gerekli
kilmaktadir. Bu programlar antimikrobiyel-
lerin satis ve kullanimini da denetlemelidir.
Bu programlarin yiiriitiilmesinde ve denet-
lenmesinde konuyla ilgili uzman veteriner
hekimlerin gorev almasi saglanmalidir.

Sonug¢ olarak, yapilan c¢alismada
elde edilen bulgular halk sagligi acisindan
risk olusturmayacak gibi goriinse de, anti-
biyotiklerin satis ve kullanimimin kontrolii
ve diizenlenmesi, antimikrobiyal ajanlarin
su lrtinleri yetistiriciliginde yetersiz hijyen
sartlarinin alternatifi durumundan c¢ikaril-
masi, toplumun su tirlinleri yetistiriciliginde
antibiyotik kullaniminin potansiyel riskleri
yoniinden bilinglendirilmesi gerekmektedir.
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