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ICME SUTUNDE CHLORAMPHENICOL KALINTILARININ ENZIM
IMMUNOLOJIK TEST CUBUKLARI METODU ILE ARASTIRILMASI
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OZET

Istanbul piyasasindan toplanan 75 adet pastorize
siit numunesi Enzim Immunolojik Test Cubuklari
metodu ile Chloramphenicol kalintilari yoniinden in-
celenmiy ve sonucta bir numunede Chloramphenicol
teshit edilmigtir. Calismada uygulanan bu metod 1
ppb-ml siit hassasiyetinde olup siiresi yaklagik sa-
dece 30 dk. dir. :

Anahtar Kelimeler: Siit, chloramphenicol enzim
immunoljik test cubuklar:

SUMMARY

Investigation of Chloramphenicol Remainder
by Enzyme Immunological Test Stick in Milk

Seventy-five pasteurized milk samples collected
in Istanbul market and chloramphenicol residues
were investigated by Enzyme Immunological deep
stick tests. Chloramphenicol residue was detected in
one of the samples. This method has the accuracy of
I ppb/ml milk and test time is nearly 30 minutes.

Key Words: Milk, chloramphenicol, enzyme im-
munological test stick

GIRIS

Haysanlarm  tedavisinde kullamilan ilaglanin
wsan gidalaninda biraktuiklan zararh sayilabilecek
substanslanna veya metabolitlerine "Kalintt" ads
verilir. "

Chloramphenicol (CAP) antibiyotikler ige-
risinde gidalardakt kalintilan ile insanlarda mey-
dana getirdiBi sckonder tesirler yoniinden en teh-
likeli olamdir. Oyleki, CAP gidalarda en diisiik
kalintt konsantrasyonlarinda bile insanlarda ap-
lastik anemiye neden olabilmektedir (1,2).

CAP siya ¢ok dayamikh oldufundan gi-
dalardaki kalintilarinin 1s1 iglemi ile inaktive edil-
meleri de miimkiin degildir. Petz (3)'e gore 10 da-
kika kaynamig yumurtadaki CAP miktan kaynama
oncesinden farkh olmamaktadir. Bu nedenle gesitli
iilkeler g¢ikardiklan yonetmeliklerle, CAP'in siit
hayvanlarinda ve yumurta tavuklaninda kul-
lanilmasini yasaklamiglardir (1). Ayrica siit ve siit
iiriileri ile yumurta ve yumurtal iiriinlerde 0.001 ng
CAP/kg gibi maksimum sinir degerler tespit edil-
migtir. Ancak bu siir deger et ve et iiriinleri igin

_]0 j,}ykg olarak bildirilmektedir (1).

CAP'in gidalardaki olast kalintilarini tespitte
gok gesitli metodlar uygulanagelmigtir. Bunlar ara-
“sinda mikrobiyolojik testler (4.5), ince tabaka kro-
matografisi (6), gaz kromatografisi (7), yiiksek ba-
singh likit kromatografisi( 8), Radio immuno assay
(9) ve enzim immunolojik (10) metodlar oncelikle
sayilabilir,

MATERYAL METOD

Materyal: CAP kalintilan1 yoniinden incelenmek
iizere 75 pastorize siit drnegi Istanbul piyasasindan
orijinal ambalajlan igerisinde toplandi.

Arag ve Malzemeler: Antiserum, fetal dana se-
rumu, konjugat, 3-3-5-5'- Tetramethylbenzidin,
Fosfat Buffer, Sitrat Buffer, substrat ¢ozeltisi, yi-
kama c¢ozeltisi (0.15 mol/NaCl + % 0.25 Tween
20), test ¢ubuklan (pall immunodyne immuno af-
finity membran), santrifiij, spektrofotometre (MR
580 Microelisa Auto Reader) ayarlanabilir mik-
ropipet ve uglari.

Numunenin hazirlanmasi: Siit numuneleri, 3000
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devirde 15 dk. siire ile yaglan alindiktan sonra di-
rekt uygulamaya koyuldu.

Metod: Toplanan siit numunelerinde, CAP ka-
Iintilant Schneider, Martlbauer ve Terplan (11) ile
Schneider (12)'in geligtirdikleri enzim immunolojik
test gubuklan metodu ile aranmagtir.

Testin uygulamgi: Elisa-Test ¢ubuklan ile ya-
pilan bu testin uygulanig1 agagidaki gibidir.

Kaplama:

1- Onceki test cubuklari 6zel antikorlar ile kap-
lanarak 37° C lik etiivde 1 saat kurutulur.

Doyurma:
2- Daha sonra gubuklar %10Tuk FCS/PBS

(fotal dana serumu/fosfat buffer) ¢ozeltisi icinde 15
dk. tutulduktan sonra 30 dk. kurutulur.

Saklama:

3- Bu test ¢ubuklan oda 1sisinda, 11k siz-
dirmayan aluminyum folyo igerisinde en azindan 5
ay saklanabilir.

Inkiibasyon:

4- Test gubuklar 1 ml siit 6rnegi/Enzim Kon-
jugat ¢ozeltisi icerisinde 20-30 dk. inkiibe edilirler
(1 tup icinde negatif kontrol i¢in % 10 methanol/
PBS koyulur).

Yikama:

5- Test gubuklan once NaCl-Tween 20 ¢o-
zeltisi igerisinde 5-10 dk. yikandiktan sonra 5 dk.
PBS ¢ozeltisi i¢inde tutularak yikanr.

Substrat: ¢

6- Test cubukcuklann substrat eriyii ice-
risinde 5 dk. inkiibe edilir. :

Okuma:

7- 5 dk. sonra test cubuklarinda renk olu-
sumuna gore deZerlendirme yapilir. Negatif kontrol
oregi koyu mavi renk verirken pozitif numuneler
acitk maviden-beyaza kadar azalan tonlarda bu-
lunurlar. Negatif kontrol test gubugu ile ayn1 renk
tonunda olanlar negatif olarak degerlendirilirler.

-366-

O Ergiin, A. Bilgic

BULGULAR

75 adet pastorize igme siitii numunesinin in-
celenmesi neticesinde sadece 1 6mekie CAP ka-
Lintis1 oldugu tespit edilmigtir.

TARTISMA

Mastitis ve difer hayvan hastaliklaninin te-
davisinde antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kul-
lanllmasindan sonra siitlerde antibiyotik ka-
lintilaninin vanhi@ cesitli aragtirmacilar tarafindan
bildirimigtir (13,14). Antibiyotikler arasinda pe-
nicillin, penicillin-streptomicin kombinasyonlar: ve
tetrasiklinler en ¢ok kullanilanlar olup CAP, te-
rapide en son gare olarak kullanilagelmigtir. Ciinkii
CAP kahntilan sekunder tesireler yoniinden diger
antibiyotiklerin kalintilarina gore en tehlikeli ola-
mdir (2). Bu olumsuz 6zelliginden dolayr tedbir
olarak CAP'in siit hayvanlarinda ve yumurta ta-
vuklarinda kullamlmas: gesitli  iilkelerce ya-
saklanmigtir. Siit ve siit iiriinlerindeki maksimum
sinir degerinin de 0.001 mg/kg (1 ppb) olabilecegi
bildirilmigtir (1).

Ayrica dier korunma tedbirleri olarak sunlar s1-
ralanabilir:

a) CAP ve bunun gibi antibiyotiklerle tedavi
edilmig hayvanlann siitleri tedaviden 5 giin son-
rasina kadar satisa ¢ikarilmamali, genig spektrumlu
antibiyotiklerde bu siire 13 gine kadar uza-
tilmalidir. Ancak CAP'in yiikksek dozda tek-
rarlanarak uygulanmasi1 halinde kahntilarin siite
gecme siireleri oldukg¢a uzamaktadir. Amold ve So-
mogyi (15) yaptiklan calismada 30 mg CAP/kg
miktarin1 subkutan olarak uygulamiglar ve bunu 12
sonra tekrar bulmuglardir. Neticede maksimum ka-
hinti degerlerinin 6-30 ppm oldufunu gozlemigler
ve bu miktarin 40 giin siire ile 1 ppb'nin iizerinde
seyrettigini tesbit etmiglerdir.

b) Siit fabrikalarina gelen siitlerde antibiyotik
aranmal ve kalint1 tagiyan siitler geri ¢evrilmelidir.

c) Siitte antibiyotik kontrolleri igin giivenilir ve
¢abuk sonu¢ verebilecck metodlar gelistirilip uy-
gulamaya konulmahidur.

Bu hususlar CAP igin kullanma yasaf ve ka-
lintilaninda maksimum smir degerler getirmemis
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olan iilkelerin iiriinlerinin kontroliinde bilhassa
Onem tagimaktadir.

Maksimum smir deger 0.001 mg CAP/kg'n
emin bir gekide tesbitinde immunolojik ve ra-
diommunolojik metodlar en uygun olanlaridir
(7.9,10).

Kimyasal ve mikrobiyolojik metodlar, HPLC
ve gaz kromatografisinin CAP tespitinde arzu edi-
len hassasiyette olmadigi bildirilmigtir (1). Gaz
kromatografisinde extraksiyon ve oOmek ha-
zirlanmasinin da zaman alict ve zahmetli olmasi
ayrica dezavantajdir.

Elisa testinde olgiim hatalan olmamakla be-
raber, biitiin immunolojik metodlarda oldugu gibi
¢esitli nedenlerden kaynaklanan teste dzel hatalar
meydana gelebilmektedir. Ancak gerek Elisa ve ge-
rekse RIA metodlan ile biitiin gida maddelerinde
0.2+0.50/ug CAP/kg miktan tespit edi-

I¢me Siitiinde Chloramphenicol Kalintilarinin Enzim
mmunolojik Test Cubuklart Metodu ile Aragtiriimas:

Iebilmektedir (1). Boylece her iki metod da siitte
Onerilen 1 ppb ve ette 6nerilen 10 ppb maksimum
sinir  degerlerini yeterli bir giivenirlikle ver-
mektedir.

Schneider ile Terplan (12)'in geligtirdikleri ve
bu ¢ahgmada kullamilan metod, (modifiye edilmig
ve ftest cubuklart ile uygulanan) enzim im-
munolojik bir metoddur. Aymi aragtirmacilar bu
metod ile gida ve yem maddelerinde Aflatoksin By
Aflatoksin M1, Diacetoxyscirpenol T-2 toksin,
Ochratoksin A ve Zearalonun'da tesbit ettiklerini
bildirmislerdir.

Test gubuklan ile siitte chloramphenicol tes-
bitinde siit Omekleri hi¢ bir ekstraksiyon ig-
leminden gegirilmeksizin sadece yagi alindiktan
sonra, seyretilmeden direkt olarak test edil-
miglerdir. Uygulanan bu metodun hassasiyeti 1 ng
CAP/ml siittiir.
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