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ONSOZ/PREFACE

Degerli Bilim insanlari;

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve
Teknolojisi Bolimii olarak 24-27 Ekim 2019 tarihleri arasinda Antalya/Kemer’de
gerceklestirdigimiz 8. Ulusal / 2. Uluslararas1 Veteriner Gida Hijyeni Kongresi’nde sizleri
aramizda gormekten biiylikk onur ve mutluluk duyduk. Kongremizde, gida hijyeni ve
teknolojisine yonelik konularda faaliyet gosteren basta liniversitelerimizin ilgili bolimleri,
kamu ve 0zel sektdr calisanlarini bir araya getirebilmeyi, bilimsel ve teknolojik yenilikleri
paylagsmay1 ve sektore ait problemler i¢in ¢6ziim Onerilerini ortaya koymay1 amacglamistik. Bu
kapsamda, 5 farkli iilkeden 6 konusmacmin katildig1 uluslararasi nitelikteki kongremizde; 45

s0zlIi, 34 poster olmak tizere toplam 79 bildiri sunulmustur.

8. Ulusal/ 2. Uluslararasi Veteriner Gida Hijyeni Kongresi’nin diizenlenmesinde 6nemli
katkilar1 bulunan; MAKU Veteriner Fakiiltesi Dekani Prof. Dr. Hakan ONER’e, TSE Akdeniz
Bolge Koordinatérii Hasan DEMIRTAS’a, GLADER e, Burdur Veteriner Hekimler Odasi’na
ve Burdur Belediye Baskanligi’na tesekkiir ederiz.

Gida sektdriinde yasanan degisim ve gelisimleri takip etme ve teknolojiyle daha
stirdiiriilebilir bir gida gelecegi yaratma amaciyla sektoriin 6nemli mensuplarinin bulusturan
kongremize ait bildirileri iceren tam metin bildiri kitabinin iilkemiz bilim varligina nemli

katkilar1 olacagini diistinmekteyiz.

Kongre Diizenleme Kurulu adina
Prof. Dr. Ozen YURDAKUL



VETERINER GIDA HiJYENi KONGRELERI
VETERINARY FOOD HYGIENE CONGRESS

KONGRE ADI

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida

Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida

Hijyeni Kongresi,

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

. Ulusal Veteriner Gida
Hijyeni Kongresi

TARIHLER

24-27 Ekim 2019, Antalya

04-08 Ekim 2017, Aydin

07-11 Ekim 2015, Van

03-07 Nisan 2013, Antalya

13-16 Ekim 2011, Antalya

14-16 Mayis 2009, Bursa

18-20 Eyliil 2006, Istanbul

29 Eyliil-1 Ekim 2004
Ankara

DUZENLEYEN UNIVERSITE

Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Adnan Menderes Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Selcuk Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Firat Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Boliimii

Uludag Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Istanbul Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii

Ankara Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve

Teknolojisi Bolimii



Bilim Kurulu / Scientific Committee

Prof.Dr. Afrim HAMIDI/University of Prishtina, Faculty of Agriculture and Veterinary, Republic of
Kosovo

Prof. Dr. Ahmet GUNER/Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ahmet KOLUMAN/Pamukkale Universitesi Teknoloji Fakiiltesi

Prof. Dr. Ali ARSLAN/Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ali AYDIN/istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Aydin VURAL/Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Aylin KASIMOGLU/Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Aysegiil EYIGOR/Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Bahri PATIR/Bingd] Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Belgin SARIMEHMETOGLU/Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Biilent NAZLI/istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi

Prof. Dr. Canan HECER/Yakim Dogu Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof.Dr. Carmen ESPINOSA-GONGORA/University of Copenhagen, Department of Veterinary
and Animal Science

Prof. Dr. Emrullah SAGUN/Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ergiin Omer GOKSOY/Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Fatma Seda BILIR ORMANCI/Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Figen CETINKAY A/Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Filiz KOK/Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Géknur TERZI GULEL/On Dokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Giil Ece SOYUTEMIZ/Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Giilsiim OKSUZTEPE/Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Giirhan Raif CIFTCIOGLUY/istanbul Kiiltiir Universitesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii
Prof. Dr. Giirkan UCAR/Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Harun AKSU/istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Haydar OZDEMIR/Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Hilal COLAK/istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof.Dr. Hilmi YAMAN/Adnan Menderes Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Prof. Dr. Hisamettin DURMAZ/Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi



Prof.Dr. Iva STEINHAUSEROV A/University of Veterinary and Pharmacetutical Sciences Brno,
Faculty of Veterinary Medicine, Czech Republic

Dog. Dr. Jani Mavromati/Agricultural University of Tirana, Albenia
Prof. Dr. Kemal Kaan TEKINSEN/Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Kamil BOSTAN/istanbul Aydin Universitesi Giizel Sanatlar Fakiiltesi, Gastronomi ve
Mutfak Sanatlar1 Bolimii

Prof. Dr. Kamil EKICI/Yiiziincii Y11 Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Leyla VATANSEVER/Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Mehmet CALICIOGLU/Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Mehmet CELIK/Cukurova Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Mehmet ELMALI/Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Mehmet Emin ERKAN/Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Mehmet Kurtulus Cem SEN/Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Micheal DOY LE/University of Georgia Center for Food Safety, USA
Prof. Dr. Muammer GONCUOGLU/Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Mustafa ALISARLI/Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Rektorii
Prof. Dr. Mustafa ARDIC/Aksaray Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Prof. Dr. Mustafa ATASEVER/Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Mustafa TAY AR/Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Naim Deniz AY AZ/Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof.Dr. Nebahat BILGE/Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Omer CETIN /istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ozen KURSUN YURDAKUL /Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner
Fakiiltesi

Prof. Dr. Ozer ERGUN /istanbul Esenyurt Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Prof. Dr. Ozge OZGEN ARUN /istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ozgiir ISLEYICI/Van Yiiziinciiy1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Ozlem KUPLULU /Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Recep CIBIK /Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dr. Roxana STOIKA /National Institute for Chemical Pharmaceutical Research and Development,
Romania

Prof. Dr. Sema AGAOGLU /Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Semra KAY AARDI/Celal Bayar Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi
Prof. Dr. Seran TEMELLI /Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Suzan YALCIN /Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof Dr. Siilleyman ALEMDAR /Sivas Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Vi



Prof. Dr. Sahsene ANAR /Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Tarik Haluk CELIK /Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Tolga KAHRAMAN /istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Ufuk KAMBER /Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Ufuk Tansel SIRELI /Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Ugur GUNSEN /Balikesir Universitesi Bandirma MYO

Prof. Dr. Umit GURBUZ /Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dog. Dr. Walid ALALI /Epidemiology Hamad Bin Khalifa University, College of Healthand Life
Sciences, Kuwait

Prof. Dr. Yakup Can SANCAK /Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Prof. Dr. Yeliz YILDIRIM /Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Yusuf DOGRUER /Sel¢uk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Yusuf YILMAZ /Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Prof. Dr. Zafer GONULALAN /Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Prof. Dr. Zehra HAJRULAI-MUSLIU /Ss. Cyril and Methodius University Faculty of Veterinary
Medicine Department of Food Chemistry, Macedonia

Prof. Dr. Ziya Gokalp CEYLAN /Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

* Alfabetik olarak siralama yapilmistir.

Vi



ONUR KURULU

Prof. Dr. Burhan DINCER
Prof. Dr. Bilent MUTLUER
Prof. Dr. Ergiin OZALP
Prof. Dr. M. Aziz DEMIRER
Prof, Dr. Muammer UGUR
Prof. Dr. O. Cenap TEKINSEN
Prof. Dr. Sadi AKGUN
Prof. Dr. Serif KAYMAZ
SOZLU BILDiRi DEGERLENDIRME KURULU

Prof. Dr. Giirhan Raif CIFTCIOGLU
Prof. Dr. Mehmet CALICIOGLU
Prof. Dr. Zafer GONULALAN
Prof. Dr. Ahmet KOLUMAN
Prof. Dr. Ozgiir ISLEYICI
Dog. Dr. Sebnem PAMUK
Dog. Dr. Recep KARA
POSTER BILDiRi DEGERLENDIiRME KURULU

Prof. Dr. Yakup Can SANCAK
Prof. Dr. Mustafa TAYAR

Prof. Dr. Muammer GONCUOGLU
Prof. Dr. Mehmet ELMALI

Prof. Dr. Filiz KOK

Dog. Dr. Abdullah DIKICI

Dog. Dr. Ali GUCUKOGLU

viii



ICINDEKILER

Onsoz i
Veteriner Gida Hijyeni Kongreleri v
Bilim Kurulu v
Program X
Tam Metin Bildiriler 1-136




PROGRAM / PROGRAM SCHEDULE

Sozlii Bildiriler 25/26 Ekim 2019 / Oral Presentations 25-26™ October 2019

VIIL. ULUSAL / II. ULUSLARARASI VETERINER GIDA HiJYENi KONGRESI

24.10.2019

09:00-17:00
14:30-17:00

25.10.2019

09:00-09:15

09:15-09:30

09:30-09:45

09:45-10:00

10:00-10:15

10:15-10:25

10:25-11:35

10:25-10:35

10:35-10:45

10:45-10:55

10:55-11:05

11:05-11:15

11:15-11:25

11:25-11:40

11:40-12:40

11:40-11:50

1.Giin

Kongre Kayit
Agcilis Konusmalari

2.Giin

Dr.Can DEMIR
Dr.Nedim UZEY

Panel:"Gida Giivenliginde
Bilgi Kirliligi"

Prof. Dr. Mustafa
TAYAR

Prof. Dr. Unmit
GURBUZ

Prof. Dr. Mehmet
CALICIOGLU

Soru cevap

International Session

Prof.Dr.Carmen ESPINOSA-
GONGORA

Prof. Dr. Zehra HAJRULA-
MUSLIU

Dr. Roxana MADALINA-
STOICA

Prof.Dr.Jani MAVROMATI

Prof.Dr.Velimir STOJKOVSKI

Soru-cevap

Kahve Arasi

1.OTURUM

Korhan
ATASEVER

OZTURAN, Mustafa

OTURUM BASKANLARI/MODERATORS
GLADER Tanitim1

"Gida Giivenligi ve Tek Saglik"

Uludag Universite§i Veteriner Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve
Teknolojisi AbD. Ogr.Uyesi/GLADER Kurucu Uyesi/ TOB.
III.Tarim Suras1 Bilgi Kirliligi Grup Baskan

Kirgizistan Manas Universitesi Veteriner  Fakiiltesi

Dekan1/GLADER Kurucu Uyesi

Firat Universitesj Veteriner Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve
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Prof. Dr. Yakup Can SANCAK / Prof. Dr. Mehmet
ELMALI

Kitosan ve Pediococcus acidilactici’nin Koftelerde E. coli
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OZET

Tip tarihindeki 6nemli gelismelerden biri sliphesiz antibiyotiklerin kesfidir. Antibiyotikler,
insan ve veteriner hekimliginde hastaliklar1 tedavi etmek, onlemek ve gida amacli bakilan
hayvanlarinda biiyiimeyi artirmak i¢in oral, parenteral, topikal olarak kullanilan antimikrobiyal
aktivite gosteren dogal, yar1 sentetik ve sentetik bilesiklerdir. Hayvancilikta ve veteriner tipta
antibiyotiklerin kullanilmasiyla, hem hayvan hem de insan saghigmi ve refahini arttirmak
suretiyle daha saglikli ve daha verimli ¢iftlik hayvanlar1 elde edilmesini saglamaktadir. Ne
yazik ki, hayvanlarda antibiyotik kullanimi siit, yumurta ve et gibi gida maddelerinde
antibiyotik kalintilarma neden olabilir. Bu kalintilar, antibiyotige direngli bakterilerin insanlara
transferi, normal bagirsak florasinin bozulmasi, immiinopatolojik etkiler, alerji, mutajenlik,
nefropati, hepatotoksisite, iireme bozukluklari, kemik iligi toksisitesi ve kanserojenite gibi
cesitli yan etkilere neden olmaktadir. Ayrica antibiyotik kalintilari, et ve siit tiriinlerinde faydali
mikroorganizmalarin gelismesini Onleyerek teknolojik sorunlara da sebep olmaktadir.
Istenmeyen bu etkilerden dolay1, hayvanlarinda antibiyotik kullanimmi diizenlemek énemlidir.
Bu derlemenin amaci, hayvancilikta antibiyotik kullanimi1 ve bunun insan, hayvan ve ¢evre
saglig1 tizerinde etkileri hakkinda bilgi vermektir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik kalintilari, hayvansal gidalar, halk sagligi
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ABSTRACT

One of the major breakthroughs in the history of medicine is undoubtedly the discovery of
antibiotics. Antibiotics-naturally-occurring, semi-synthetic and synthetic compounds with
antimicrobial activity that can be administered orally, parenterally or topically-are used in
human and veterinary medicine to treat and prevent disease, and for other purposes including
growth promotion in food animals. Their use in animal husbandry and veterinary medicine has
resulted in healthier and more productive farm animals, ensuring the welfare and health of both
animals and humans. Unfortunately, antibiotic usage in animals may result antibiotic residues
in foodstuffs such as milk, egg and meat. These residues are caused various side effects such as
transfer of antibiotic resistant bacteria to humans, deterioration of normal intestinal flora,
immunopathological effects, allergy, mutagenicity, nephropathy, hepatotoxicity, reproductive
disorders, bone marrow toxicity, and carcinogenicity. Also, antibiotic residues are caused
technological problems by preventing the development of beneficial microorganisms in meat
and dairy products. Because of these undesirable effects, it is important to regulate the use of
antibiotics in food animals. The aim of this review, antibiotic use in the animal husbandry and
their effects on the human, animal and environmental health is to inform.

Keywords: Antibiotic residues, foods of animal origin, public health
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GIRIiS

Bir¢ok tehlike gida giivenligini tehdit etmekte ve gidalarm sagligimizi bozmasina Sebep
olmaktadir. Ham maddeden sofraya kadar ki tiim asamalarda gidalar farkli kaynaklardan gesitli
zararl unsurlarla kontamine olmaktadir. Gida giivenligini tehdit eden baslica unsurlar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik tehlikelerdir. Gida firiinleri, gida iiretimi ve islenmesinin herhangi bir
asamasinda kimyasal tehlikelerle kontamine olabilmektedir. Bunlardan antimikrobiyel
maddeler Ozellikle antibiyotikler 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir (FDA, 2016).
Antibiyotikler ciftlik hayvanlarinda; (i) mevcut hastalik kosullarmi tedavi etmek i¢in terapotik
olarak, (i1) yiiksek stres durumlarina maruz kalan canli hayvanlarin bakteriyel patojenleri
tarafindan enfeksiyonu azaltmak ic¢in subterapdtik dozlarda profilaktik olarak ve (iii) biiylimeyi
arttirmak amagiyla kullanilir (Chee-Sanford ve ark., 2009). Ancak, antibiyotiklerin kontrolsiiz,
bilingsiz kullanilmasi, yasal atilma siirelerine uyulmamasi, kontrol mekanizmasinin yetersizligi
sonucu antibiyotik kalmtis1 iceren hayvansal liriinler vasitasiyla bir¢ok tehlike ile kars1 karsiya
kalinmaktadir. Basta hayvanlardan elde edilen gidalar olmak iizere, insan ve hayvan sagligi ile
cevreye verdigi zararlar yani sira iilke ekonomisine ek ylik getirmektedir (WHO, 2011). Bu
seminer; hayvanlarda antibiyotik kullanimi, hayvansal gidalarda antibiyotiklerin varlig1 ve bu
gidalarin tiiketilmesi suretiyle antibiyotiklerin insan, hayvan ve g¢evre saghgi iizerindeki

etkilerini degerlendirilmek amaciyla hazirlanmistir.

Antibiyotiklerin Kaynaklar: ve Cevreye Etkileri

Antibiyotikler ¢esitli yollarla ¢evreye bulasabilmektedir (Kemper, 2008; Topal ve ark., 2012).
Antibiyotiklerin ¢cevreye bulasmasi; ilag liretim siireci, liretim tesisleri, proses atik maddeleri,
kullanilmayan veya siiresi dolmus bilesiklerin bertaraf edilmesi veya giibre ve atiklar gibi ¢esitli
sekillerde olabilir (Chee-Sanford ve ark., 2009; Jayalakshmi ve ark., 2017; Sarmah ve ark.,
2006). Uygulanan antibiyotiklerin ¢ogu bagirsaklardan tamamen emilmediginden, hayvanlar
tarafindan dnemli miktarda antibiyotik (%17-90) dogrudan ana bilesik veya toksik metabolitleri
olarak idrar ve diski ile ¢evreye yayilmaktadir (Chee-Sanford ve ark., 2009; Jayalakshmi ve
ark., 2017). Cevreye birakildiktan sonra, antibiyotikler ¢oziinmiis bir fazda kolloidler veya
toprak partikiilleri tarafindan emilerek, yiizey ve yeralt1 sularina karisarak tasmabilirler (Chee-
Sanford ve ark., 2009). idrar ve diskiy1 iceren atiklar, organik madde takviyesi veya giibre

olarak sahaya uygulandiklarinda degistirilmemis antibiyotikleri ve metabolitlerini igerebilir ve



sonugta bir atik goliine doniisiirler. Boylece, antibiyotikler ve yan iirlinleri dogrudan gevreye
maruz kalir ve yagis sirasinda topraktan asagiya dogru siiziilebilir veya yakindaki derelere,
gollere veya diger su kaynaklarina tagmabilir (Jayalakshmi ve ark., 2017). Antibiyotiklerin,
toprak gibi dogal ortamlarda hem antimikrobiyal diren¢ gelisimine neden olurlar ve hem de
topragin dogal ekolojik islevlerini degistirirler (Radu ve ark., 2017). Hayvansal iiretimde
antibiyotik kullanmasiyla, direngli bakterilerin se¢imi ve ¢iftlik hayvanlarinda direng
rezervuarlarinin gelistirilmesi, antibiyotik kalintilarmin, direngli bakterilerin ve direngli
genlerin tiiketiciler tarafindan hayvansal kaynakli tirtinler yoluyla iletilmesi ve antibiyotik
kalintilarinin, direngli genlerin veya direngli mikroorganizmalarin su ve karasal ortamlara
tasinmasina neden olmaktadir (Pikkemaat ve ark., 2016). Antibiyotik kalintilarm ¢evre icinde
kaliciligi, ilag kalintistnin fiziko-kimyasal oOzelliklerine, topragin Ozellikleri ve iklim
faktorlerine, sicaklik, yagis ve neme baghdir (Kemper, 2008). Antibiyotiklerin topraklarda
kaliciliginin adsorpsiyon, su igerigi, sicaklik ve toprak kompozisyonundan etkilendigi

bildirilmistir (Bansal, 2012).

Giibrede antibiyotik kalint1 konsantrasyonu ile ilgili raporlar biiyiik farkliliklar géstermektedir.
Giibrede en yiiksek ve en sik bildirilen antibiyotik kalint1 tetrasiklin grubuna aittir. Giibre
icindeki ikinci antibiyotik kalint1 siprofloksasin, enrofloksasin, norfloksasidin ve
florokinolon'dur. Penisilinler giibrede zayif bir kararlilik gosterirler ve ayrica toprak
mikroorganizmalar1 tarafindan bozulmaya ugrarlar. Siilfonamidler nispeten kararhidir ve
biyolojik olarak temin edilebilir formdaki ortamda ortaya ¢ikar (Jayalakshmi ve ark., 2017).
Tetrasiklinler (6zellikle tetrasiklin ve klortetrasiklin) topraklarda giibreden daha kalici
bulmaktadir (Bansal, 2012). Florokinolonlar ve siilfonamidler, organik maddeler agisindan
zengin olan diskilara adsorpsiyon kuvvetlidir (Kemper, 2008). Sulfadimetoksin gibi bazi
sulfonamidler yavas yavas sigir tarafindan absorbe edilir ve emilmeyen kisim (%90'a kadar)
digkilarinda degismeden elimine edilir (Sarmah ve ark., 2006). Siilfadimetoksin
konsantrasyonlari tedavi edilen buzagilarin taze digkilarinda 300 ila 900 mg/kg aralifinda tespit

edilmistir (Migliore ve ark., 1997).
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Sekil 1. Antibiyotik kalintilarinin yayilmasina ve canli hayvan iiretimi ile iliskili direnci
bakterilere iligkin olas1 yollar1 (Pikkemaat ve ark., 2016).

Diinya’da ve Tiirkiye’de Antibiyotik Kullanimi

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) her yil 700.000 insan &liimiiniin,
antimikrobiyal direngli enfeksiyonlarla iliskili oldugunu bildirmektedir (O’Neill, 2016).
Onleyici tedbirler alinmadig: taktirde insanlarda antibiyotik kullaniminm bu yiizyilda %36
oraninda; hayvancilikta kullanilan antibiyotigin ise 2030'a kadar %67 oraninda artacagi
ongoriilmektedir (Van Boeckel ve ark., 2015; UN, 2017). Su friinleri yetistiriciliginde
kullanilan antibiyotiklerin %75'e kadar1 ¢evreye zarar vermektedir (UN, 2017). Direncli
bakterilerin ortaya c¢ikmasi antibiyotigin etkinligini azaltmakta ve ila¢ kullanimida

arttirmaktadir (Can ve Celik, 2008; Gustafson ve Bowen, 1997).

Giliniimiizde bircok iilkede toplam antibiyotik tiiketiminin %70-80'i hayvan sektoriinde oldugu
goriilmektedir (Ingiltere'de kabaca %50'dir). Avrupa diginda hayvancilik sektdriinde kullanilan
antibiyotiklerin miktar1 hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir. Cin'deki hayvanlarda tahmini
antibiyotik kullaniminin ortalama 318 mg/kg oldugunu ve iilkeyi diinyadaki en yiiksek tiiketici
yaptig1 ifade edilmektedir. Hindistan'daki durum belirsizdir. Ancak, 6nemli antibiyotiklerin

kombinasyonlarmin  kullanilmast Hint tavuk endiistrisi hakkinda ciddi endiseler



olusturmaktadir. Ulkedeki hastanelerde artan bir kolistin direnci sorunu oldugu rapor
edilmektedir (Burki, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan hazirlanan raporda, 65
iilkede antimikrobiyal tiikketim oraninin %0 ile %85 arasinda degistigini bildirilmektedir. Bu 65
iilkede toplam genel antibiyotik tiiketimi giinde 1000 kisi basma 4,4 ila 64,4 tanimlanmis
giinliik doz arasinda degigsmektedir. Cogu iilkede amoksisilin ve amoksisilin/klavulanik asit en
stk tliketilen antibiyotiklerdir. Toplam mutlak agirhik (niifus biiyiikligline gore
ayarlanmamustir) yilda 1 tondan 2.225 tona kadar degismektedir. Ugiincii kusak sefalosporinler,
kinolonlar ve karbapenemler gibi genis spektrumlu antibiyotikler, izleme antibiyotikleri olarak
kategorize edilir ve antimikrobiyal direncin gelismesine ve bunlarin yan etkilerine neden olma
potansiyeli yliksek oldugundan dikkatli kullanilmalidir (WHO, 2018). Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) kullanilan tiim antibiyotiklerin yaklasik %80'1 esas olarak biiylime tesviki
icin gida amagh yetistirilen hayvanlara verilmektedir. Hayvanlarda antibiyotik kullanim,
insanlarda kullanilandan yaklasik ii¢ kat daha fazladir. Gida amaglh hayvan yetistiriciliginde
antibiyotik kullanimi 2013-2030 yillar1 arasinda kiiresel olarak %53 artacagi ongdriilmektedir.
Bilim insanlari, diinya genelinde 2013 yilinda hayvanlarda 131.000 tondan fazla antibiyotigin
kullanmildigmi, 2030'a kadar, Ongoriilen tiiketim 200.000 tonun iizerine ¢ikacagini
bildirmektedirler (CDDEP, 2017). Gida iiretiminde, antibiyotiklerin mevcut ilk bes kullanicisi
iilkeye gore:

e (Cin- 2013 yilinda 78.200 ton (2030 yilina kadar %59 artis)

e Amerika Birlesik Devletleri — 9.476 ton (2030 yilina kadar %22 artis)

e Brezilya — 6.448 ton (2030 yilina kadar %41 artig)

e Hindistan — 2.633 ton (2030 yilina kadar %82 artis)

e lispanya — 2.202 ton (2030 yilma kadar %6 artis) olarak bildirilmektedir (CDDEP,

2017).

Tiirkiye beseri hekimlikte Diinya'da en yliksek oranda (1000 kisi basina giinliik doz 47,86)
antibiyotik kullanimma sahip olan {ilkedir (Klein ve ark., 2018). Veteriner Hekimliginde ise
veteriner ilaclarinin kullanim miktarina iligkin saglikli veriler bulunmamaktadir. Yarsan (2013)
tarafindan bu durumun 6zellikle ilaglarda karekod uygulamasi ve izlenebilirlik planlarmin

olusturulmasi ile diizeltilebilecegi bildirilmektedir.

Tiim hayvan tiirlerinin biiylimesini ve performansmni artrmak igin antibiyotik kullanimi

2006'dan itibaren Avrupa Birligi'nde (AB) resmen yasaklanmistir (EC, 2005). Bununla birlikte,



hala Kuzey ve Giliney Amerika ve Asya'da antibiyotiklerin kullanimma izin verilmektedir
(Chardon ve Brugere, 2014). Tiirkiye’de de biiyiimeyi hizlandirmak amaciyla kullanilan ilaglar
AB iilkelerinde oldugu gibi 21 Ocak 2006 tarih ve 26056 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan
teblig ile yasaklanmistir (Resmi Gazete, 2006). Ancak ilgili mevzuat incelendiginde
kullanilmasina izin verilen pek ¢ok ilacin biiyiimeyi hizlandiric1 bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Ornegin antikoksidiyal olarak kullamilan iyonofor grubu antibiyotik sinifina ait
ilaglar endiistriyel tavukguluk iiretiminde kullanilan yemlere bir katki maddesi olarak
katilmasina, yani biiylimey1 hizlandirici olarak kullanilmasina izin verilmistir (Resmi Gazete,
2006). Hayvanlarda kullanimi1 izinli ilaglarin, hayvansal {iriinlerde bulunmasina izin verilen
miktarma Maksimum Kalt1 Limiti (MKL) ad1 verilir. MRL; kabul edilebilir giinliik alim
miktarmda da belirtildigi gibi insanda herhangi bir saglik problemine neden olmayan ilag ve
metabolitinin miktarini tanimlar. Hayvanlara uygulanan ilaglar hayvanim yenilebilir iirlinlerinde
MKL diizeylerine inene kadar beklendikten sonra bu iiriinlerin tiilketime sunulmasina izin
verilmektedir (Ozdemir ve Tras, 2018). Hangi seviyede olursa olsun insan saghgi agisindan
tehlikeli olmasi nedeniyle gida elde edilen hayvanlarda kullanimi yasaklanan ve gidalarda
hicbir seviyede bulunmamasi gereken antibiyotikler dimetridazol, kloramfenikol,

metronidazol, nitrofuranlar (furazolidone dahil), ronidazoldiir (Resmi Gazete, 2017).



Antibiyotiklerin Siniflandirilmast ve Etki Mekanizmasi

Tablo 1. Baslica veteriner antibiyotiklerinin smiflandirilmasi (Chardon ve Brugere, 2014).

Veteriner Veteriner
Hekimliginde o . Hekimliginde
Antibiyotiklerin
Kullanilan . . Etki Sekilleri Kullamlan Aktif
o Alt Aileleri )
Antibiyotik Maddelerin
Aileleri Ornekleri
Hiicre duvarmin sentezini, Ozellikle
yapmnin sertligini ve bakteri seklini o
) ) ) __ Penisilinler G, M
etkileyen  peptidoglikan  sentezini
- . - . Ve A
Penisillinler inhibe eder. Bu dis zar1 6nemli Sl¢iide

Beta-Laktamlar

Polimiksinler

Aminoglikozitler

Makrolidler
ve

Benzerleri

Siklinler

Fenikoller

Sefalosporinler

Makrolidler
Linkozamidler

Ploromutilinler

zayiflatir. Bakteriler, hiicrenin lize
olmasina sebep dis streslere (ozmotik
basig, sicaklik, mekanik stres) karsi
¢ok duyarl hale gelir.

Plazma zarmin yapisini, biitiinligiini
zayiflatan dis fosfolipitlere girerek
bozar. Gegirgenlik artik saglanmaz.
Metabolitler ve iyonlar hiicreden ¢ikar

ve bakterileri 6ldurir.

Protein sentezini bloke ederek ve
ribozomlar tizerinde hareket ederek
protein sentezini inhibe eder. Bu, yeni
proteinlerin  olusumunu  Onler ve
boylece bakterilerin iiremesi ve hatta,
aminoglikozidler durumunda, anormal
neden

proteinlerin  sentezlenmesine

olarak yikimlanmalarini tetikler.

Sefalosporinler
1., 2., 3. ve 4.

nesil*)

Kolistin

Polimiksin B

Gentamisin

Apramisin

Eritromisin
Spiramisin
Klindamisin

Tiamulin

Klortetrasiklin
Doksisiklin
Florfenikol

Tiyamfenikol




) Ana diizenleyici enzimlere Flumekin
) Kinolonlar ) . .
Kinolonlar ] (opoizomeraz ve DNA giraz) eklenerek Enrofloksasin
Florokinolonlar .
DNA yapisim bozar. Marbofloksaksin

DNA baz giftlerinin sentezini rekabetgi o
o Sulfadiazin
olarak inhibe eder. i .
Sulfadimethoksin
. Siilfonamidler sentezinde bir ara madde
Sulfonamidler . . . Siilfametoksazol
olan folik asitin yapisal benzeridir.
+
/ Bunu engelleyerek, bakteriyel ) .
. Trimetoprim
biiyiimeyi durdurur.

*Bazi antibiyotikler i¢in farkli nesiller, 6zelliklerine, etkinlik spektrumlarina ve ilk pazarlandiklari tarihe
goére tanimlanmaktadir. Nesil ne kadar yeni olursa, antibiyotik o kadar etkili olur.

ANTIBiYOTIiK KULLANIMINDAN KAYNAKLANAN HALK SAGLIGI
SORUNLARI

Antimikrobiyallerin kontrolsiiz kullanimi, insanlarda alerjiden siddetli zehirlenmelere,
iiremenin bozulmasina, gidalarda antbiyotik kalntilarma ve direncli suslarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bakterilerde hiicre duvarinin sentezini engelleyerek, stoplazmik zarin
gecirgenligini degistirerek, niikleik asit sentezini Onleyerek ve ara metabolizmay1 bozarak
etkilerini olustururlar. Memeli lenfositlerinde protein sentezini engelleyerek bagisiklik
sistemini baskilanmasina, uzun siire antibiyotik kalmtis1 iceren gidalarin tiiketimine bagl
olarak insanlarda siiper infeksiyon tehlikesine, ince ve kalin bagirsak bakteri florasinin
degismesine, teratojenik, karsinojenik ve mutajenik etkilere sebep olmaktadir (Beyene, 2016;

Klimek ve ark., 2017; Schenck ve Callery, 1998; Tadesse ve Tadesse, 2017).

Aswrt Duyarlilik Reaksiyonu

Antibiyotikler, bireylerin bildirdigi alerji olaylarindan en yaygin kullanilan ilag smifidir.
Antibiyotik alerji insidans oranlar1 kadinlarda erkeklere gore daha yiiksektir. Antibiyotik
alerjisi prevalansi yas ilerledik¢e artmaktadir. Hastaneye yatirilan ve daha fazla antibiyotik
kullanan popiilasyonlarda daha yaygindir. ABD’de spesifik antibiyotiklere karsi alerji
prevalanslari penisilin %7,9; sulfonamid %4,3; makrolidler %1,2; sefalosporin %1,1; tetrasiklin
%0,70; kinolonlar %0,46; nitrofurantoin %0,24; klindamisin %0,20; metronidazol %0,15
olarak rapor edilmistir (Macy ve ark., 2017).



Ette bulunan veteriner ilag kalintilarinin, insanlarda toksik veya alerjik reaksiyonlara neden
oldugu nadiren de olsa rapor edilmistir. En dikkate deger olay, yasadis1 biiyiime hizlandiricisi,
klenbuterol kalintilar1 iceren sigir etinin tilketilmesidir. Aralik 2005'te, Meksika'da en az 225
kisi, bu ilacin kalintilarini iceren sigir eti veya sigir karacigeri tiikettikten sonra titreme, bas
agrist ve halsizlik belirtileri gozlenmistir. Hassas bireylerin etteki antibiyotik kalintilarina,
ozellikle de penisilin kalintilarina alerjik reaksiyonlar gosterdikleri bildirilmektedir (Doyle,
2006). Anafilaktik reaksiyonlarin, sigir veya domuz eti igceren penisilin tiiketiminden
kaynaklandig1 bildirilmistir. Ilag duyarliigi prevalans1 degisir, ancak genel popiilasyonda
yaklasik %7 oldugu tahmin edilmektedir (Doyle, 2006).

Hastanede yatan hastalarda ilag alerjisi insidansi lizerine yapilan ¢alismalar da vakalarin
%30-50'sinde antibiyotikler olasi neden olarak bildirilmistir (Gamboa, 2009; Park ve ark.,
2008). Penisilinler ile birinci ve ikinici nesil sefalosporinler; nadiren sulfametoksazol ve
makrolidler alerjik semptomlara neden olan en yaygin antibiyotiklerdir (Demoly ve ark., 2000).
Genel niifusun %10'una kadar penisiline alerjisi olduguna inanilmaktadir. Alerjik tanilarda,
hastalarin %80'inden fazlasmna bagisiklik testleri dahil alerjisi olmadigini, penisilinlere ve

sefalosporinlere tolerans gostermedigini belirlenmistir (Solensky ve ark., 2002).

Kanserojen Etki

Kanserojen etki, kanser iireten aktiviteye sahip bir ilacin sebep oldugu etkiye denir. Giiniimiizde
bircok tllkede kullanilmakta olan kanserojen veteriner ilaglar1 arasinda nitrofuranlar,
nitromidazoller ve kinoksalin bulunmaktadir. Bu ilaglar, antimikrobiyal kalint1 olarak
hayvansal gidalardan elde edilmektedir. Kanserojen kalintinin potansiyel tehlikeleri, proteinler,
riboniikleik asit, glikojen, fosfolipitler ve glutation gibi ¢esitli hiicre i¢i bilesiklerle etkilesimleri
veya kovalent baglanmalariyla ilgilidir. Bu, DNA gibi hiicresel bilesenlerde degisiklige yol
acmaktadir (Beyene, 2016).

Boursi ve ark. (2015), akciger, meme, cilt, gastrointestinal ve genitoiiriner sistem dahil
bircok organda antibiyotik maruziyeti ile kanser riski arasindaki iligkisini arastirmislardir.
Belirli antibiyotiklere tekrarlayan maruz kalmalarin, belirli organ bolgelerinde kanser riski ile
iliskili olabildigi bildirilmektedir. Penisilin, kinolonlar, siilfonamidler ve tetrasiklinlerin

kullanimiyla prostat kanseri riski miitevazi bir sekilde artmistir. Meme kanseri riski,
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stilfonamidlere maruz kalma ile miitevazi bir sekilde iliskili bulunmusken; Antiviral ve

antifungal kullanimi ile kanser riski arasinda iligski olmadig1 belirlenmistir.

Teratojenik Etki

Teratojen terimi, kritik bir gebelik sathasinda embriyo veya fetiis lizerinde toksik etki gosteren
bir ila¢ veya kimyasal maddeye verilen isimdir. Organizmanin yapisal ve islevsel biitiinliigiinii
etkileyerek dogustan bir malformasyona neden olur (Beyene, 2016). Antibiyotik tiirii olan
tetrasiklin, plasental zar1 gegebilir ve embriyoda kemikler ve disler i¢inde birikir. Tetrasikline
maruz kalma birincil veya siit dislerinin sar1 renklenmesine ve uzun kemiklerin biiylimesinde
azalmaya neden olabilir (Tadesse ve Tadesse, 2017). Eri¢ ve Sabo (2008), tarafindan gebelikte
antibakteriyel ila¢ kullanimi ile konjenital malformasyonlarin ortaya cikisi arasindaki olasi
iliskiyi incelemek amaciyla 6.099 gebe arasinda 392'si (%6,43) antibakteriyel ilag
kullanmiglardir. En sik kullanilan antibiyotikler sefaleksin (%22,19), amoksisilin (%20,66) ve
ampisilindir (%14,29). Uterusta beta-laktamlarin etkilerine maruz kalan 14 embriyoda
malformasyonlar tespit edilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda, gilivenli oldugu diisiiniilen
antibakteriyellerin (amoksillin) bile teratojenik potansiyellere sahip oldugu, ancak bunlarin

kii¢iik malformasyonlar oldugundan genellikle tespit edilmedikleri belirlenmistir.

Normal Bagwsak Florasinin Bozulmasi

Bagirsak mikrobiyotasi, bagirsaklarda kolonize olan tiim mikroorganizma populasyonunu ifade
eder. Cok ¢esitli bakteri, mantar, arkea, viriis ve protozoa icermektedir (Dudek-Wicher ve ark.,
2018). Gastrointestinal kanalda yaklasik 800-1.000 farkl: bakteri tiirii ve 7.000’den fazla farkli
sus bulunmaktadir (Jernberg ve ark., 2010). Saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi, agirlikli olarak,
Firmicutes ve Bacteroidetes ve bunu takiben Actinobacteria ve Verrucomicrobia'dan olusur.
Bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen tiirler: Gemella spp., Megasphaera spp.,
Pseudomonas spp., Prevotella spp., Streptococcus spp., Rothia spp., Veillonella spp.,
Clostridium spp., Porphyromonas spp., Eubacterium spp., Ruminococcus spp., Enterobacter
spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Peptostreptococcus spp., Fusobacteria spp.,
Lachnospira spp., Roseburia spp., Butyrivibrio spp., Faecalibacterium spp., Proteobacteria
spp.’dir  (Dudek-Wicher ve ark., 2018). Bu mikroorganizmalar kommensial veya

mutualistdirler, agwhkli olarak  karbonhidratlarin  fermantasyonu yoluyla besin

11



metabolizmasina yardimc1 olmaktadirlar. Bunun sonucunda kolonositler i¢in 6nemli bir enerji
kaynagi olan butirat (kisa zincirli bir yag asidi) sentez edilmektedir. Antiinflamatuar ve
antikanser 0zellikleriyle bilinmektedir. Ayn1 zamanda lipid metabolizmas1 lizerinde de olumlu
bir etkisi bulunmaktadir. Mikrobiyal proteinazlar ve peptidazlar sayesinde proteinlerin
metabolizmasinda rol alirlar. Ayrica K, B12 vitamini, biotin ve konjuge linoleik asitlerin (CLA)
sentezi i¢in ¢ok Onemlidirler. Safra asitlerini doniistiiriirler ve g¢esitli polifenollerin
par¢alanmasina katilirlar (Dudek-Wicher ve ark., 2018; Klaassen ve Yue Cui, 2015; Ozdal ve
ark., 2016). Genellikle bagirsakta yasayan bakteriler, patojenlerin hastaliklara neden olmasini
engelleyen bir bariyer gorevi gormektedir. Ancak, antibiyotikler toplam bakteri sayisini
azaltabilir veya segici olarak bazi dnemli tiirleri 6ldiirebilir (Doyle, 2006; Jakobsson ve ark.,
2010). Genis spektrumlu antimikrobiyaller, ¢ok cesitli bagirsak florasin1 olumsuz yonde
etkilemekte ve gastrointestinal problemlere neden olmaktadir. Ornegin, hayvanlarda fluniksin,
streptomisin ve tylosin gibi ilaglarin, insanlarda ise vankomisin, nitroimidazol ve metronidazol
kullanim1 bu etkiye neden olmaktadir (Cotter ve ark., 2012). Baz1 antibiyotikler anaerobik
bakterilere kars1 insan intestinal mikrobiyatasinda onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin;
klindamisin anaerobik bakterileri hedef alan nispeten genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Klindamisin, patojenlerin kolonizasyona kars1 direncinin azalmas1 gibi bagirsak mikrobiyotasi
tizerinde biiyiik bir olumsuz etki gostererek, Clostridium difficilenin asir1 artisindan dolayi
yilksek psddomembrandz kolit riskine yol agmaktadir. Ayrica, normal bagirsak
fonksiyonlarindaki bozukluklar siskinlik ve bagirsak agris1 gibi semptomlara yol agabilmekte,

bagirsak florasi lizerinde gastrit ve ishale neden olmaktaktadir (Jernberg ve ark., 2010).
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Sekil 2. Bagirsak mikrobiyotasinda antibiyotik etkileri ve buna bagli saglik sorunlar1 (Francino,
2016).

Antimikrobiyal Diren¢ Gelisimi

Antimikrobiyal direng (AMR), bir mikroorganizmanin, duyarli oldugu bir antimikrobiyal ilaca
kars1 olan direncidir. Dayanikli organizmalar (bakteri, mantar, viriis ve bazi parazitler)
antibiyotikler, antifungaller, antiviraller ve antimalaryaller gibi antimikrobiyal ilaclarin etkileri
tarafindan yapilan saldiriya direnebilir. Bu nedenle, standart tedaviler etkisiz hale gelir,
enfeksiyonlar digerlerine yayilma riskini artrmaya devam eder. Diren¢li suslarin evrimi,
mikroorganizmalarm antimikrobiyal ilaglara maruz kalmasi ve bazi bakteri tiirleri arasinda
direncli 6zelliklerin degismesiyle ortaya ¢ikan dogal bir olgudur. Antimikrobiyal ilaglarin asir1
kullanim1 ve yanlis kullanim1 bu dogal olguyu hizlandirmaktadir. Yetersiz enfeksiyon kontrol
uygulamalari AMR'nin yayilmasmi tesvik eder. Ilaca direngli organizmalarin biiyiik bir
cogunlugu, mikroorganizmalarin yasami boyunca mutasyon veya genetik materyalin
aktarilmasi yoluyla elde edilen genetik degisikliklerin ve sonraki se¢im islemlerinin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmistir. Mutasyonel direng, belirli bir antimikrobiyale kars1 duyarliligi kontrol
eden mikrobiyal kromozomdaki bir lokustaki spontan mutasyonun bir sonucu olarak gelisir.
Direng, genetik materyalin bakteriler arasinda aktarilmasi sonucu da gelisebilir. Direng transferi

yontemi, spesifik ilag/bakteri kombinasyonlarma goére degisir (Sahu ve Saxena, 2014).
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Hayvanlarda kullanilan antibiyotikler sonucunda, gida kaynakli mikroorganizmalar insan
hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilan antibiyotiklere direngli hale gelebilir. Bir hayvan
antimikrobiyal ilagla tedavi edildiginde, ilaca maruz kalan tiim bakterilere segici bir basing
uygulanir. Antimikrobiyallere duyarl bakteriler 6ldiiriiliir veya rekabet dezavantajina sokulur,
antimikrobiyallere kars1 direngli olan bakteriler bir avantaj saglar ve daha duyarli bakterilere
gore daha hizli tireyebilir. Ek olarak, diren¢ genleri direngli bir bakteriden duyarli olana
gectiginde bakteri direngli hale gelebilir. Bu nedenle, antimikrobiyal maddeler, hem hedef
patojenler hem de normal bakteriyel flora arasinda direngli bakteri prevalansini arttirabilir

(Sahu ve Saxena, 2014).

Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere adapte olabilecegi ve direng gosterebilecegi gesitli
mekanizmalar vardir; bunlar arasinda enzimlerin iiretimi, hedef alanlarin degistirilmesi,
metabolik yollarmm degistirilmesi, dis zar gecirgenliginin ve disar1 akis pompalarmin
degistirilmesi yer alir. Direngli bakteriler, bu mekanizmalarin bir veya daha fazlasina sahip

olabilir ve bu nedenle birden fazla antimikrobiyal sinifa direng gosterir (Allcock ve ark., 2017).
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Sekil 3. Bakterilerde yatay gen aktarma mekanizmalar1 (HGT) ve ¢esitli antibiyotik direng
stratejileri (Bbosa ve ark., 2014).

Gida amacglh yetistirilen hayvanlarda antibiyotik kullanimini kisitlayan miidahalelerin
yapilmasiyla, bu hayvanlarda antibiyotige direngli bakterilerin varliginda bir azalma oldugu
belirlenmistir. Genel olarak antibiyotik kullaniminin azaltilmasiyla, hayvanlarda antibiyotige

direngli bakterilerin prevalansi %15 ve coklu ilaca direngli bakterilerin %24-32 oraninda
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azaltmistir. Hayvanlarda antibiyotik kullanimini azaltan miidahaleler ile insanlarda antibiyotige
direngli bakterilerin prevalansinda %?24'lik mutlak bir azalma goriilmiistiir (Tang ve ark.,
2017).

Ciftlik hayvanlarinda antibiyotik direngli bakterilerin goériilme sikligi, kullanilan antibiyotik
miktarlari, antibiyotiklerin tiirii, uygulama yolu ve hayvan tiirleri gibi bir¢ok faktdre baghdir
(Pikkemaat ve ark., 2016). 1990'l yillarda fluorokinolon ile kiimes hayvanlarinin tedavisinden
hemen sonra, fluorokinolona direngli bakterilerin kiimes hayvanlarindan hizla arttig1
bildirilmistir (Jacobs-Reitsma ve ark., 1994). ABD'de insanlardaki fluorokinolona direngli
Campylobacter prevalansimin artmasi, 2005 yilinda ABD Gida ve ilag idaresi tarafindan kiimes
hayvanlarinda enroflokasin kullanimin1 yasaklanmistir (Pikkemaat ve ark., 2016).
Danimarka’da biiyiime arttiric1 olarak kullanilan tylosin’in yasaklanmasiyla domuzlarda
Campylobacter coli'de (domuzlarda en yaygin Campylobacter tiirii) makrolid (eritromisin)
direnci seviyesinde %66'dan %?20'ye disiiriilmesinde olaganiistii bir etkisi olmustur

(Hammerum ve ark., 2007).

ANTIBIiYOTIKLERIN GIDA TEKNOLOJISINDE YARATTIGI
SORUNLAR

Antibiyotik kalintilar1 et tiriinleri (fermente sucuk, pastirma, salamura et vb.) ve siit iirlinlerinde
(yogurt, peynir, tereyagi vb.) yararli mikroorganizmalarm gelismesini engelleyerek teknolojik
sorunlara neden olmaktadir (Arslan, 2013). Siitte az miktarda antibiyotik bulunmas1 dahi siit
endiistrisinde problemler yaratmaktadir. Siitiin yetersiz bigimde kesilmesi ve iiretimi sirasinda
peynirin olgunlagmasini engellemekte, kiiltiirlii tiriinlerinde lezzette azalma ve randimanda
diismekte, antibiyotiklerin starter kiiltlir ile etkilesimleri sonucu {iiretim kaybina neden
olmaktadir. Antibiyotik kalintilari, fermantasyonda kullanilan baglangi¢ kiiltiirlerinin kismen
veya tamamen inhibe edilmesiyle; yogurt ve peynir gibi fermente {irlinlerin iiretiminde
engellemeye sebep olmaktadir. Bazi kalite kontrol testlerinin onaylanmasindaki zorluklara
sebebiyet vermektedir (Singh ve ark., 2014). Kjeldgaard ve ark. (2012), tarafindan fermente
sucuklarda kalint1 veteriner antibiyotiklerinin fermentasyon siirecini bozabilecegi, patojen
bakterilere hayatta kalma ve cogalma sans1 verdigi belirlenmistir. Caligsmada ticari olarak temin
edilebilen alt1 starter kiiltiiriin, yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere (oksitetrasiklin, penisilin

ve eritromisine) karsi hassas olduklarmi belirlemislerdir. Ette, yasal olarak tolere edilebilir
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diizeyedeki oksitetrasiklin ve eritromisinin, starter kiiltiirleri ve fermentasyon performansini
inhibe ettigi saptanmistir. Bu c¢alismada et fermentasyonunun bozuldugu, basarili
fermentasyonlara kiyasla Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella enterica serovar
Typhimurium'un hayatta kalmasmi arttirdigi saptanmig ve ette veteriner ilaglarmin

bulunmasiyla ilgili géz ard1 edilmis bir risk ortaya ¢iktigi sonucuna varilmaistir.

GIDALARA UYGULANAN BAZI ISLEMLERIN ANTIBIYOTIK
KALINTILARI UZERINE ETKILERI

Gidalara uygulanan 1s1l islemler, fermentasyon, soguk hava deposunda muhafaza ve diger gida
isleme yontemleri gidanin antibiyotik kalint1 yiizdesini etkilemektedir. Alfredsson ve Ohlsson
(1998), siilfonamidli sigir ve domuz kas orneklerinin oda sicakliginda 24 saat ve -20°C'de 1
hafta siiresince ilag seviyelerinin degismedigi, ancak 1 ay dondurulmus muhafazadan sonra
sigir ve domuz kasinda seviyeleri 6nemli 6l¢iide azaldigi, {i¢ ay sonra ortalama azalmanin
sigirlarda %35, domuz kasinda ise %55 oldugu belirlenmistir. Nguyen ve ark. (2013),
oksitetrasiklin (OTC), tetrasiklin (TC), klortetrasiklin (CTC) ve doksisiklin (DC) kalntilarmi
iceren domuz kaslar1 kaynatma (100°C’de 3; 6 ve 9 dakika), kizartma (170°C’de 3; 6 ve 9
dakika) ve mikrodalga firmda (800 W; 2450 MHz 93,7°C’de 0,5; 0,75 ve 1 dakika) pisirme
uygulanmistir. Sonuglar, kaslardaki TC kalintilarinin 9 dakika kaynatildiktan sonra %45,35 ile
%67,05; 9 dakika boyunca kizartildiktan sonra %38,17 ila %65,74 ve 1 dakika mikrodalga
uygulandiktan sonra %38,17 ile %48,47 oraninda azaldigin1 gostermektedir. Bu calismanin
sonuglari, tetrasiklin kalinti1 miktarinin pisirmeyle onemli dl¢iide etkilendigini gostermistir, bu
sayede hem pisirme siiresi hem de yontemler 6nemli bulunmustur. Kaynatma ve kizartma
sirasinda TC konsantrasyonunun azalmasi, TC'nin etin pisirme ortamina (su ve yag) go¢
etmesinden; mikrodalga islemi sirasinda, domuz etlerinden sizan suyun azalmasindan dolay1
oldugu ve TC kalintilarindaki genel kaybim, protein-TC bilesiklerinin denatiirasyonuna bagl
oldugu belirtilmektedir. Yumurta ve siitlerde yapilan ¢aligmalarda sulfonamidlerin bozulma
yiizdeleri sifirdan %99 'a kadar degismekte oldugu belirlenmistir (Tian ve ark., 2017).
Kaynatma ve kavurma islemlerinde kas drnekleri, diger dokulardan 1s1ya kars1 daha fazla direng
gostermektedir (Javadi ve ark., 2011). Domuz etindeki penisilin, amoksisilin, ampisilin,
kloksasilin, oksitetrasiklin, doksisiklin, kolistin, dihidrostreptomisin ve siilfametoksazol
kalmtilarinin 134°C’de 3 atmosfer basing altinda 20 dakika siire ile sterilizasyon islemi

sonucunda tamamen yikimlanmadigim ve yaklasik %10’unun ette kaldigimi saptanmistir (Van
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Egmond ve ark., 2000). Franje ve ark. (2010), tarafindan florfenikol (FF), tiamfenikol (TAP)
ve kloramfenikol (CAP) su, tuzlu su, soya sosu ve tavuk etinde 100°C'de 2 saate kadar isitilmig
ve amfenikollerin matrisler i¢indeki 1s1 kararliligi, su > tuzlu su> soya fasulyesi sosu>et olarak
siralanmistir. Isinin soya fasulyesi sosunda amfenikollerin bozulmanin hizlandigini ve ette
korunmadigini géstermektedir. Etlerde yapilan ¢alismalarda amfenikollerin bozulma yiizdeleri
%0-100 arasinda oldugu belirlenmistir. Liman ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada
broyler gogiis eti ve karaciger dokularindaki siilfametazin diizeylerinin 1zgara ve haslama
islemleri ile degisik oranlarda azaldigi; dokulardaki kalintilar {izerinde derin dondurucuda
muhafaza igleminin 6nemli bir degisime yol agmadig1 belirlenmistir. Elbagory ve ark. (2017),
tarafindan yapilan ¢alismada sigir etigine kaynatma (100°C’de 30 dakika), 1zgara (200°C’de 15
dakika) ve mikrodalga firmda (180°C’de 10 dakika) pisirme yontemlerinin uygulanmasi ile
OTC ve penisilin kalintilarin1 olumlu bir sekilde azalttigini belirlemislerdir. Pisirme siiresi ve
sicaklig1 etteki antibiyotik kalintilarini etkileyen iki ana faktordiir; pisirme prosedurlerinde,
yeterli 1sitma sicaklig1 ve siiresi birkac antibakteriyel ilag kalintisin1 azaltabilir, ancak genel

olarak tiiketicilere ek bir giivenlik saglamamaktadir (Heshmati, 2015).

HAYVANSAL KAYNAKLI GIDALARDA ANTIBIYOTIK
KALINTISININ KANTITATIF VE KALITATIF TESPITI

Antibiyotik kalintilarinin saptanmasi i¢in analitik yontemler, tarama ve dogrulama olmak iizere
iki gruba ayrilir (Cha’fer-Perica’s ve ark., 2010; Ramatla ve ark., 2017). Hayvansal kokenli
gidalarda antibiyotiklerin saptanmasi icin ince tabaka kromatografisi (TLC), enzime bagli
immiinosorbent assay (ELISA), Nouws antibiyotik testi (NAT), Ticari ampiil testi, Premi
Testive digerleri (Dort Plaka Testi (EU4pt) gibi farkl tarama yontemleri vardir (Ramatla ve
ark., 2017). Bir tarama yonteminin ideal 6zellikleri 6rneklerde diisiik oranda yanls pozitiflik
sonug, yliksek verim, kullanim kolayligi, kisa analiz siiresi, iyi segicilik ve diigiilk maliyettir
(Cha’fer-Perica’s ve ark., 2010). Bununla birlikte, ¢cogunlukla gelismis iilkelerdeki birgok
arastirmaci, 6zgiillik ve sonuglarm dogrulanmasi i¢in dogrulayici yontemler kullanmaktadir.
Cogunlukla sivi kromatografisi (LC), analit konsantrasyonlarmi o6lgmek icin kiitle
spektrometresine (MS) baglanmistir. UV tespitli LC ve kapiller elektroforez (CE) temelli diger
yontemler antibiyotikleri tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tiim bunlar
zaman alicidir, pahalidir ve karmasik laboratuar ekipmani ve egitimli personel gerektirir.

Ayrica, kat1 faz ekstraksiyonuna (SPE) ve ¢ok asamali temizlemeye dayanan numune hazirlama
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prosediirleri gerektirirler (Cha’fer-Perica’s ve ark., 2010). LC-MS en ¢ok kullanilan analitik
yontemdir (%38), bunu LC-UV (%18) ve ELISA (%18) izlemektedir. Bununla birlikte, diger
tarama yontemlerinin (%12) ve biyosensorlerin (%8) kullanilmaktadir (Cha’fer-Perica’s ve

ark., 2010).

Ticari Mikrobiyolojik Testler

Son yillarda, farkl ticari testler, farkl ticari isimler altinda birkag sirket tarafindan iiretilerek
kullanilmaktadir (6rnegin, BR testi, Eclipse testi, Copan testi, Delvotest, Lumac ve Arla). Bu
tiir testler ile genellikle MRL'ye ¢ok yakin esiklerde ¢ok sayida antibiyotigi tespit edilebilir.
Bunlar kalite testleridir fakat bilinen bir esik degeri vardir. Mikrobiyolojik testler profesyonel
olmayanlar tarafindan yapilabilir. Ciftlikte veya laboratuarda smiflandirilabilirler, ikincisi 96
gozIlii mikrotiter plaka sistemine dayanir ve yiiksek oranda otomatiktir (Cha’fer-Perica’s ve

ark., 2010).

Mikrobiyal Inhibisyon Yontemi

Hayvansal kaynakli gida maddelerinde antibiyotik kalintilarmin saptanmasi i¢in en yaygin
kullanilan yontemdir. Uygun maliyetli ve ayn1 zamanda tek bir test ¢alismasinda ¢ok sayida
farkli antibiyotik analiz edilebilmektedir. Mikrobiyal inhibisyon testlerinin iki test formati tiip
ve plaka olup, burada bir pH veya redoks gostergesi ile birlikte gecerli bir bakteri kiiltiirii ile
tiip testi yaygin olarak siit numunelerindeki kalintilarin saptanmasi i¢cin kullanilir. Benzer
sekilde, plaka testi 6zellikle kesim hayvanlarinda antibiyotik kalintisinin taranmasi i¢in ana test

formati olmustur (Vishnuraj ve ark., 2016).

Enzim Baglantili Immiin Sorbent Testi (ELISA)

LISA tabanli teknikler, yiiksek hassasiyet, genis 6zgiillik ve kisa siirede ¢ok sayida kii¢lik
hacimli numuneleri analizinin yapilabilmesi avantajina sahiptir. Ancak, en biiyiik dezavantaj
tespitin gercek zamanli olmamasidir (Vishnuraj ve ark., 2016). Kalitatif metodlardan olan

ELISA testi, antijen-antikor reaksiyonunun sekillenmesi, olugan reaksiyonun enzim-substrat ile
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goriliniir hale getirilmesi ve spektrofotometre ile okunmasi esasina dayananmaktadir. Saglanan
absorbsiyon, 0rnek igindeki aranan madde orani ile ters orantili olarak gerceklesmektedir.
Kullanimmin kolay, sonuca ulagmak i¢in gegen zamanin kisa (2-2,5 saat) olmasi, duyarlilik ve
belirliliginin (6zgiilliigiiniin) yiiksek ve her kitte fazla sayida numune ile ¢alisma olanagi
saglamaktadir. Ancak, ELISA metoduyla elde edilen sonuglarin kiitle spektrofotometrisi ile
dogrulanmasi gerekmektedir (Tekgiil, 2012).

S Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

LC-MS antibiyotik kalintisinin saptanmasi igin baska etkili ve hassas bir sistemdir. Cesitli LC-
MS yontemleri arasinda elektro sprey iyonizasyon kaynagi, direkt enjeksiyon yontemleri ve
hareketli faz bulunur. Kiitle spektrometresi, kiitle-sarj orani prensibine gore calisir (Vishnuraj

ve ark., 2016).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Kromatografik yontemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kiitle aktarimin1 igeren ayirma
teknikleri olarak tanimlanabilir. HPLC, s1v1 fazda ¢oziinebilen kimyasal madde karisimin kolay
ve hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarli bir yontemdir. Baslica kullanim
amagclar1 kimyasal ayirma, saflastirma, tanimlama ve derisim tayinidir. Kimyasal ayirma islemi
her maddenin belli bir sabit faz ve mobil faz bilesiminde farkli ¢ikis siiresinin olmasindan
yararlanilarak yapilmaktadir. Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve
mobil faz se¢imine baglidir. Saflastirma ise saflagtirilmasi istenen bir maddenin diger
maddelerden ya da atiklardan ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar
altinda Kkarakteristik bir piki bulunur. Kromatografik saflastirma isleminde, istenen madde
kolon ¢ikisinda toplanarak diger bilesenlerinden izole edilir. Bu ise ancak dogru bir mobil faz
se¢imiyle miimkiindiir. Bir maddenin HPLC ile tanimlamasi islemi ise HPLC analizlerinin
onemli bir par¢asini olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma
siiresinin standarda ait alikonma siiresiyle ¢akistirilmas ile yapilabilir. Herhangi bir maddenin
HPLC ile tanimlanabilmesi ig¢in Oncelikle dedektoriin dogru segilmesi gerekir. Dedektor
secildikten ve optimum kosullarda ayarlandiktan sonra bir aywrma analizi yapilmalidir.
Tanimlanmaya ¢alisilan maddenin segilen dedektor ve analiz kosullarinda kabul edilebilir bir

cikis siiresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis siiresini kisaltmak i¢cin bazi ayarlamalar
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yapilabilir. Bunlardan ilki kolon se¢imi digeri mobil faz se¢imi ve son olarak da akis hizi
se¢imidir. Kesin bir tanimlama i¢in bilinen bir 6rnegin kullanilmasi1 gerekir. Giivenilir bir
tanimlama i¢in birden ¢ok yontem kullanilmalidir. Derigim tayini islemi, HPLC’de tanimli bir
maddenin, bir siv1 ¢ozeltisindeki derisiminin tayin edilmesidir. Bu islem istenilen maddenin
degisik derisimlerde HPLC’ye enjekte edilmesiyle yapilabilir. Bilinen derisimler bir seri pik
verir. Boylece kalibrasyon grafigi ¢izilerek piklerin altinda kalan alanlar hesaplanir.
Kalibrasyon grafigi araciligiyla once bilinmeyen derisime ait pik alani saptanarak daha sonra

bilinmeyen maddenin derisimi bulunur (Akman, 2005; Sen, 2013).

Biyosensorler

Biyosensor, biyolojik tanima elemani (enzimler, proteinler, niikleik asitler, hiicreler,
dokular,vb.) ve bu tanima elemanina bagl bir sinyal doniistiiriicii elemanindan olusmaktadir.
Biyosensorler, kullanilan biyolojik tanima elemaninin izin verdigi dlciide spesifiktirler. In-situ
calismalarda hizli, stirekli kontrol saglamaktadirlar. Bu avantajlarina ragmen biyosensor
dizaynmin iki limitasyonu bulunmaktadir. Bunlar; biyolojik tanima elemaninin kararsizligi ve
biyosensorlerde kullanilan fiziko-kimyasal sinyal doniistiiriiciilerin boyutlaridir. Biyolojik
tanima elemani bulundugu ¢evrenin pH’s1, sicaklig1 veya iyonik etkileri nedeniyle aktivitesini
zamanla kaybedebilmektedir. Sinyal doniistiiriictilerin boyutlari ise en kiigiikleri bile pm - mm
araliginda bulunmaktadir (Chafer-Pericas ve ark., 2010). Biyosensorlerin avantajlari
kullanimlarinin kolay olmasi, kisa siirede sonug alinabilmesi, birden fazla kalintiy1 tek seferde
analiz edebilmesi ve yiiksek verimlilik (saat ve dizi basma 120 numune) saglayan bir teknik
olmasidrr. Yiiksek maliyetli donanim/ekipman gerektirmesi ise dezavantajidir (Ozdemir ve

Tras, 2018; Toldra ve Reig, 2016).

ANTIBIYOTIiK KULLANIMININ OLUMSUZLUKLARINA KARSI
ALINACAK ONLEMLER

Hayvanlarda antibakteriyel ilaglarm bilingsizce ve suiistimal derecesinde kullanimi1 sonucunda
teknolojik, ekonomik ve halk sagligi agisindan ¢ok ciddi sorunlar olusmaktadir. Bu nedenle, bu
olumsuzluklarm oniine gegebilmek amaciyla gerekli dnlemler alinmalidir (O’Neill, 2016;

Official Journal of the European Union, 2015; WHO, 2011).
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11.

12.

13.

Antibiyotik tedavilerinde uygulamadan sonra gerekli atilma ve bekleme siiresine dikkat
edilmeli ve tiiketime hazir gidalarda, bulunabilecek en yiiksek kalinti miktarlarmm (MRL)
asilmasima izin verilmemesi gerekmektedir.

Hayvan yetistiricilerinin antibiyotik hakkinda bilin¢lendirilmelidir. Uygun bilgi paylasimini
gelistirerek bireyi ve organizasyonel farkindalik arttirilmalidir.

Hayvan yetistirme sirasinda en iyi hijyen uygulamalari, iyi yonetim uygulamalar1 ve HACCP
prensiplerinin ¢iftlikten sofraya etkin uygulanmasina dikkat edilmelidir.

Biyolojik kontrol onlemleri almmali, antibiyotik kullanimmna alternatifler ydntemler
gelistirilmelidir. Hayvanlarinin antibiyotik ihtiyacin1 azaltmasi asilama, prebiyotik ve
probiyotik uygulamalar1 dahil edilerek hayvanlarin korunmasi saglanmalidir.

Antibiyotik kalmtilarini inaktive etmek icin uygun islem tekniklerinin (sogutma, aktif komiir,
recineler ve UV 1smlarinin) kullanilmalidir.

Ulkede gida giivenligini saglamak igin siit, et ve yumurta gibi yenilebilir hayvansal iiriinlerde
rutin kalint1 gézetim ve izleme programlarina devam edilmelidir.

Antibiyotikler hayvanlara sadece veteriner hekim tarafindan regeteyle verildiginde
uygulanmalidir.

Tedavide antibiyotik kullanilmasi zorunlu oldugunda ilk tercih dar spektrumlu antibiyotikler
olmalidir.

Uygun olmayan antibiyotik yazilmis regetelerini ortadan kaldirmak i¢cin ekonomik tesvikler
verilmelidir.

Antibiyotik igeren atik sularin aritilmasi ve desarji ile ilgili yasal diizenlemelerin yapilmasi
gerekmektedir.

Ilag verilen hayvanlarda ilacin viicuttan arinma siiresine uyulmasi ve beraberinde bilimsel bir
kalint1 izleme planmin gelistirilerek, etkili bir bicimde uygulanmasi i¢in devletin sik1 kontrol
onlemleri almasi gerekmektedir. Bu amacgla hazirlanan kalint1 izleme programlar1 sadece
hayvansal gidalarda degil, kesime sevk edilmeden once hayvanlardan alinan kan ve idrar
orneklerinde de uygulanmalidir.

Antibiyotikler sadece terapotik amacgli olarak kullanmilmahidir. Kullanilmasi gereken
antibiyotikler, direng siirveyansinin (mikrobiyel kiiltiirler ve antibiyotik duyarlhlik testleri) yani
sira klinik deney sonuglarina dayandirilmalidir.

Miimkiin oldugunda, tiim siiriiye veya siiriiye ilag verilmesi 6nlenmelidir. Hasta hayvanlar ayr1

ayr1 izole edilmeli ve tedavi edilmelidir (6r., Enjektabllerin uygulanmasiyla).
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SONUC

Hayvansal gida kaynaklarinda; yasal olmayan veya yasal kullanim dozundan daha iist seviyede
antibiyotik bulunmasi gerek teknoloji gerekse halk saglig1 acisindan sorunlar olusturmaktadir.
Bununla birlikte antibiyotiklerin beseri hekimlikte, veteriner hekimlikte ve tarimda kullanimi1
sonucu direngli bakterilerin gelismesine neden olmaktadir. Hayvansal kaynakli gidalarda
antibiyotiklerin bulunmasi her zaman bir risk olusturmaktadir. Bundan dolay1 gereginden fazla
antibiyotik kullanimindan uzak durulmali, yasal yaptirimlar ve denetimler siklastirilmalidir.
Yasak olan antibiyotik kullanimindan kagimmmali ve atilma siiresine dikkat edilmelidir. Daha
modern ve temiz, hijyenik ve sanitasyona uygun kosullarda hayvan yetistiriciligi yapilmalidir.
Hayvanlarda toplu tedaviden kaginilmali ve antibiyogram testi sonucu duyarli bulunan

antibiyotikler kullanilmalidir.
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OZET

Bilimsel a¢idan hayvanlarin genetik yapmin iyilestirilmesi ile birlikte bakim ve beslenmenin
dogru bir sekilde yapilmasi hayvanlarin hizli gelisimini saglamaktadir. Fakat gelisimin istenilen
seviyelere ulagsmasi zaman almakta ve tiretici maliyetlerini arttirmaktadir. Bu da treticileri daha
hizl1 verim artis1 i¢in hormon ve hormon benzeri maddelerin kullanim1 ka¢iilmaz kilmaktadir.
Dogal ya da sentetik olarak kullanilan bu maddeler yemden yararlanmay1, yem alimini, karkas
agirhgmi ve yagsiz et oranmi artirmak i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hormon
ilaglarmin veya biyolojik olarak aktif metabolitlerinin, yenilebilir dokularda birikebilecegi ve
potansiyel olarak tiiketicilerin maruz kalma riskini artiracagi endisesi vardir. Bu derlemenin
amaci, hayvansal iiretimde kullanilan bazi1 hormonlar ve benzeri maddeler, 6zellikle et ve siit
kalitesi, halk saghig: iizerindeki etkileri, analiz yontemleri ve yasal diizenlemeler hakkinda
genel bilgi vermektir.

Anahtar kelimeler: Hayvansal gidalar, hormonlar, halk sagligi
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ABSTRACT

From the scientific point of view, the improvement of the genetic structure of the animals, as
well as the proper main5tenance and feeding, ensure rapid development of the animals.
However, it takes time for development to reach desired levels and increases producer costs.
This makes the use of hormones and hormone-like substances inevitable for manufacturers to
increase yield faster. These substances, which are used as natural or synthetic, are used to
increase feed utilization, feed intake, carcass weight and lean meat production. However, there
is concern that hormone drugs or their biologically active metabolites may accumulate in edible
tissues, potentially increasing the risk of exposure for consumers. The aim of this review is to
give general information about some hormones and similar substances used in animal
production, especially on meat and milk quality, effects on public health, analysis methods and
legal regulations.

Keywords: Foods of animal origin, hormones, public health
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GIRIiS

Hayvansal gida iiretiminde kullanilan hormonlar, azotun viicutta tutulmasini saglayarak protein
sentezini arttirirlar. Bununla birlikte azotun yaninda, sodyum, potasyum, kiikiirt, fosfor ve
klorun tutulmasima da saglarlar. Anabolizanlar hayvanlarda biiylimeyi hizlandirmakta ve et/yag
oranini arttirmaktadir. Bu pozitif etkileri ile canli agirhk kazancini %10-25 ve yemden
yararlanmay1 %5-10, yagsiz et miktarimni da %1-3 arttirirlar. Balik¢ilik sektoriinde de seksiiel
dimorfizmi i¢in kullanilarak fayda saglanilirken, bu hormonlarin bazilari siit verimini arttirmak
icin de kullanilarak siit verimi %20 oraninda arttirabilmektedirler (Doyle, 2000; Hoga ve ark.,
2018; Kaya ve Piringei, 2013). Gelismeyi hizlandiric1 olarak hayvanlarda kullanilan
anabolizanlarin basinda testosteron, 17B-6stradiol, dietilstilbestrol (DES), zeranol, trenbolon
asetat (TBA), klenbuterol ve melengestrol asetat (MGA) gelmektedir (Doyle, 2000). Bu
maddelerin bilingsizce kullanimi hayvanlarin organ ve dokularinda birikmektedir ve bu
hayvansal iriinleri tiiketen kisilerde cesitli saglik sorunlar1 ortaya ¢ikabilmektedir (Hoga ve
ark., 2018; Terzi, 2005). Bu olumsuz etkileri nedeniyle halk saghigi a¢isindan Tiirkiye dahil
Avrupa Birligi lilkeleri ve bazi diger iilkelerde kullanimi yasaklanmigtir (Cetinkaya ve Mus,
2010). Bumaddelerin varligimin tespiti i¢in diinyada ve iilkemizde, enzime bagl immunosorban
testi (ELISA) ve radyoimmun testi (RIA) immiinolojik testler ve degisik detektor tipleri ile
birlestirilmis kromatografik analiz yontemleri kullanilmaktadir (Dogan ve Kog, 2018).

HORMONLAR

Hormonlar, hayvanlarin ve insanlarin viicudunda dogal olarak iiretilen ve yagsamda iireme veya
biiyiime gibi dnemli fonksiyonlara sahip kimyasallardir (Regal ve ark., 2012). Genel olarak etki
sekillerine bakildiginda steroid yapili bilesikler hiicre sitoplazmasindaki reseptdrleri
etkileyerek protein sentezini arttirirlar. Bilhassa disilik hormonlar1 hipofiz bezi bilylimesine ve
dolayli olarak biiyiime hormonu salinimina artirmasina yol agmaktadir. Ostrojen ayrica insiilin
salmmin1 da arttirmaktadir. Anabolik androjenler iskelet kaslarinda glukokortikoid
baglanmasin1 engeller ve yikimi dnleyerek katkida bulunmaktadirlar. TBA tek basma ya da
17B-06stradiol ile troksin salinimini azaltarak enerji kaybini azaltirlar. Viicutta azot tutulmasina
ve protein amino asitlerin parcalanmasini azaltmaktadirlar. Beta agonistler yag doku
yiizeyindeki reseptorler araciligr ile lipogenezise neden olurlar. A¢iga ¢ikan enerji ile kas

kitlesinin artmasina yonelik kullanilmaktadir (Kaya ve Piringci, 2013).
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HORMONLARIN GIDALARDAKI KALINTILARI

Gidalarda bulunan steroid hormonlar arasinda glukokortikoidler (kortizol ve kortikosteron) ve
cinsiyet hormonlar1 (progesteron, 17B-0stradiol, dstron ve Gstriol) bulunur (Macrina ve ark.,
2012; Rath ve ark., 2018). Siit ayrica, protein hormonlar1 prolaktin, gonadotropin salgilayan
hormon, insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1) ve sigir somatotropinini igermektedir

(Vicini ve ark., 2008).

Giinliik olarak tiiketilen hormonlarin ¢ogu hayvansal gida kaynaklidir. Siit ve siit Girtinleri
tikketimi, Ostrojenlerin %60-70’ini, testosteronun %30-40’1n1 progesteronun ise %80’ ninin
kaynagini olusturdugu belirtilmektedir. Et ve balik tiikketimi ise Ostrojenlerin %15-20’si,
testosteronun %20-30’si progesteronun ise %5’inin kaynagini olusturdugu bildirilmistir.

Yumurta ve bitkisel gidalarla ise geri kalan kismin kaynagini olusturmaktadir (Doyle, 2000).

Tirkiye’de ve bazi gidalarda yapilan arastirmalarda bazi arastiricilar hormon kalintilarina
rastlarken bazilar1 yaptiklar1 arastirmalarda herhangi bir kalintiya rastlamamiglardir. Mor ve
ark. (2011), Burdur’da 30’ar adet et, karaciger ve bobrek o6rneklerinde zeranol ve trenbolone
asetat kalint1 seviyelerini arastirmislardir. Orneklerin hepsinde trenbolon asetat kalintisma
bulunmus, sadece 1 adet karaciger 6rneginde zeranol tespit edilmemistir. Unusan (2008),
Konya'da UHT siit 6rneklerinde klenbuterol varligini arastirmis ve orneklerin %21,7'sinde
Avrupa Birligi tarafindan kabul edilen smirlarin tizerinde bulmustur. Akkaya ve ark. (2004),
Tiirkiye’nin etlik pili¢ yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi bolgelerden topladiklar1 300
adet canli tavuktan elde edilen safra ve kanath etlerinde zeranol, DES, dstradiol, progesteron,
testosteron ve klenbuterol yoniinden incelenmisler ve herhangi bir kalintiya rastlamamiglardir.
Diinyada cesitli hayvansal gidalarda yapilan arastirmalarda da hormon kalintilarma
rastlanmaktadir. Chen ve ark. (2014), Pekin (Cin) pazarindan elde edilen siit iiriinlerinden dogal
olarak olusan Ostrojenlere potansiyel maruziyetin 6n risk degerlendirmesini aragtirmiglar ve bu
amagla 38 ticari siit orneginde steroid hormonlar (6stron, 17a-Ostradiol, 17B-6stradiol ve
Ostriol) yoniinden analizleri gerceklestirmislerdir. Calismada siitte bulunabilecek bireysel ve
toplam Ostrojenlerin, kii¢iik ¢ocuklar dahil, yerel halk i¢in saglik riskine neden olmadigi
saptanmistir. Fan ve ark. (2014), tavuk, domuz, sigir eti ve sosis Orneklerini (20’ser 6rnek)
steroid hormonlar yoniinden arastirmislardir. Hidrokortizon domuz eti, sigir eti ve sucuk

orneklerinde swrastyla 3,43 pg/kg, 3,34 pg/kg ve 2,42 pg/kg; progesteron ise sadece sosis
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orneginde 2,12 pg/kg olarak tespit edilmistir. Tan ve ark. (2016), ¢ig siit 6rnekleri (inek, kegi
ve manda) lizerinde 13 gesit steroid hormonunun (17p-6stradiol, 6striol, 6stron, dietilstilbestrol,
progesteron, melengestrol asetat, megestrol asetat, klormadinon asetat, 19-nortestosteron,
metandienon, boldenon, epitestosteron ve testosteron) analizini yapmislar ve orneklerde 0,23-
1,7 pg/kg miktarlar1 arasinda steroid hormonlar: tespit etmislerdir. Guedes-Alonso ve ark.
(2017), kanarya adalarmin kiyilarindaki Sphoeroides marmoratus ve Boops boops tiir
baliklarinda DES, 0&stron, 17B-0stradiol, 17a-etinilostradiol, 0Ostriol, levonorgestrel,
noretisteron, megestrol asetat, progesteron, testosteron, boldenon, nandrolon, kortizon,
prednison ve prednisolon diizeylerini incelemislerdir. iki tiir balik arasindaki farklara ragmen,
ii¢ farkli dokuda tespit edilen yogunluklarin benzer ve karsilastirilabilir oldugunu, her iki tiir
icin de i¢ organlarda ve deride daha az yogunluklarda tespit edilen bilesikler gdzlenirken, kas
dokusundaki yogunluklarin daha yiiksek seyrettigini bildirmislerdir. Yang ve ark. (2009), kasta
(domuz, sigir ve karides), siitte ve domuz karacigerinde 50 anabolik hormon kalintilarmin
belirlenmesi i¢in hassas ve spesifik bir yontem gelistirmislerdir. Kortizol endojen hormonu
orneklerin tamaminda 0,05-24,80 g/kg arasinda degisen miktarda bulundugu belirtilmistir.
Kortizon yalnizca domuz ve sigir 6rneklerinde sirastyla 0,10-0,22 g/kg, 0,10-2,76 g/kg olarak
belirlenmistir. Testosteron ve progesteron ise domuz ile siit ve sigir 6rneklerinde sirastyla 0,05-
0,52 ug/kg, 0,22-11,28 ug/kg olarak saptanmustir. 17-hidroksiprogesteron ve 4-androsten-3,17
dion siitte yaklasik olarak 0,5 pg/kg olarak tespit edilmistir.

Tablo 1. Bazi hayvansal gidalarda dogal olarak bulunan dogal hormon miktarlar1 (ug/kg)
(Hartmann ve ark., 1998).

17p-ostradiol Testosteron Progesteron
Balik (Carp) <0,03 <0,02 <0,1
Tavuk eti <0,03 <0,02 0,24
Yumurta <0,03 0,30 31,2
Siit <0,02 <0,01 9,81
Yogurt <0,02 <0,01 13,3
Kirmizi et - 0,5 0,3
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HORMONLARIN ET VE SUT KALITESI UZERINE ETKILERI

Arastiricilar etin kalite 6zellikleri agisindan bir¢ok arastirma yapilmasina ragmen hi¢bir zaman
kesin cevap bulamamustir. Her calismanin kendine has 6zelliklerinden dolay1 diger ¢aligmalarla
karsilastirma zorluguna ve tartismalara neden olmustur. Farkli yas ve cinsiyetteki hayvanlar,
implantin uygulama zamani, dozlama, implant bilesimi gibi faktorler tutarsizliga neden olmakla

beraber, tutarli olanlar da bulunmaktadir (Garmyn ve Miller, 2014).

Beta Agonistler

Beta agonistler negatif etki olarak kalpastatin etkisini arttirmas1 kalpain aktivitesinin
azalmasiyla sonuglanir ve buda daha sert bir et iiretimine neden olmaktadirlar (Wheeler ve
Koohmaraie, 1997). Intramuskiiler yag1 ve yumusaklig1 azaltmakta, damlama kaybim1 ve pH’1
arttirlar. Hem ruminantlarda hem de ruminant olmayan hayvanlarda kullanilmaktadir. Beta
agonistler arasinda sadece raktopamin hidrokorid (RH) ve zilpaterol hidroklorid (ZH)
onaylanmig olmasma ragmen hayvancilik endiistrisinde pozitif etkilere sahip bir¢ok beta
agonist bulunmaktadir (Dunshea ve ark., 2005). Dunshea ve ark. (2005), domuzlarda farkli
dozlarda yapilan verileri toplamislar ve simeteroliin diger beta agonistlerden daha fazla
intramuskiiler yagi azalttigi, damlama kaybmi ve tekstiirel Ozelligini gelistirdigini
bildirmislerdir. Diivelerde RH ile yapilan bazi1 ¢caligmalarda mermerlesme oraninda bir fark
gozlemlenmemisken (Quinn ve ark., 2008; Walker ve ark., 2006); Gruber ve ark. (2007),
danalarda yaptig1 RH arastirmasinda ise mermerlesme skorlar1 kontrollerden on derece daha az
oldugunu belirtmistir. ZH, RH’in aksine mermerlesme skorlarin1 sigir populasyonuna
bakilmaksizin azaltmaktadir. Bu azalmada verilme siiresi, besleme tipi ve cinsiyet, atilim siiresi,
ilave besinler ve implanta gore degisebilmektedir. Montgomery ve ark. (2009) gore siireye
bakilmaksizin ZH ile beslenen danalarda mermerlesme skoru ve kalite derecesinde azalma
olurken; 40 giin takviye yapilanlar ile 20 giin takviye yapilanlar kiyaslandiginda, 40 giin takviye
yapilanlarda daha diisik mermerlesme skorlar1 gdzlenmistir. Beta agonistler kalpastatin
etkisinden dolay1 etin tekstiirel degerini arttirmaktadir. Quinn ve ark., (2008) kesim sonras1 14
giinliik postmortem olgunlastirmanin tekstiirel degerlendirmesi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada,
Warner Bratzler Shear Force (WBSF) degerlerinin kontrol ya da 28 giin RH ile beslenen
diivelerin biftekleri arasinda bir fark bulamamislardir. Bununla birlikte Gruber ve ark. (2008),

RH ile beslenen danalarin bifteklerinde tekstiirel degeri daha yiliksek bulmustur.
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Ostrojenik ve Androjenik Implantlar

Hem 0strojenik hemde androjenik implantlar biiylime performansi ve yemden yararlanmay1
gelistirmesinin yanisira et kalitesini de gelistirmektedir (Gebre ve ark., 2012). Genel olarak
bakildiginda 6strojenik olanlar danalarda, androjenik etkili olanlar diivelerde etkili olmaktadir
(Dunshea ve ark., 2005). Anabolik implantlar ruminantlarin aksine domuzlarda daha az etkili
oldugu i¢in kullanilmamaktadir. Anabolik implantlarin et kalitesi tizerine etkilerinin smirl

oldugu bildirilmektedir.

2741 dana tizerinde 21 gilin siireyle olgunlagtirma yapilmig pirzolalarda, panelist
degerlendirmelerinde etlerin yumusakliklarinda farklar belirlenmesine ragmen WBSF
degerlerinde 6nemli fark bulunmamigtir (Barham ve ark., 2003). Baz1 arastiricilar implantasyon
yapilan dana ve diivelerde kontrollere gore mermerlesme skorlarinda azalma olmadigini
gostermiglerdir (Garmyn ve Miller, 2014). Cleale ve ark. (2013), TBA ve Ostradiol benzoat
kombinasyonu uygulanan sigirlar1 kontrol karkaslar1 ile karsilastirdiklarinda mermerlesmede
skorlarinda bir azalma bulmuslar, fakat TBA ya da dstradiol benzoatin tek olarak kullaniminda

kontroller ile benzer sonuglar almislardir.

Yumusaklik sigir etinin 6nemli kalite kriterlerinden biri oldugu bilinmektedir. Cogu durumda,
implante edilen sigirlarin implante edilmeyenlerle benzer tekstiirel 6zellige sahip oldugu
bildirilmistir. Fakat baz1 durumlarda bir veya daha fazla 6rnekte implante edilmeyenlere gore
WBSF degerlerinde artis goriilmiistiir (Garmyn ve Miller, 2014). Bir Ostrojen implant1 ve
kontrol grubu arasinda kiyaslama yapan Foutz ve ark. (1997), dstrojen implantinin daha biiyiik
bir tekstiirel 6zellik degeri trettigini bildirmistir. Roeber ve ark. (2000), yedi implant
uygulamasindan sadece bir tanesinde, WBSF degerlerine dayanarak kontrolden daha sert
sayilabilecek biftek elde ettigini bildirmistir. Fakat Kerth ve ark. (2003), iki kombinasyon
implantinin kontrol grubu ile kiyaslamasinda WBSF degerlerinde azalma oldugu bildirmistir.
Bazi arastirmacilar panelist degerlendirmelerinde, implante edilen geng boga, diive ve danalarin
longissimus kasi bifteginde yumusaklik, sululuk ve tat agisindan kontroller ile arasinda bir fark
belirleyememiglerdir (Garmyn ve Miller, 2014). Barham ve ark., (2012), sigir eti lezzetinin

sadece implata bagli olmayarak yasinda 6nemli bir etken olabilecegini belirtmistir.
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Somatotropin

Cevaplar tiirler arasinda degisebilmesine ragmen, aymi tiirdeki fizyolojik yas veya ayni
hayvandaki farkli dokular arasinda bile, ST uygulanmis hayvanlarda protein birikimindeki
artisin, genellikle protein parcalanmasinda azalma yerine protein sentezi artigina neden oldugu
diistiniilmiistiir. Domuz somatotropin (pST)nin et yumusakligmin, goériiniimiiniin ve raf
omriiniin nesnel ve subjektif Olciimleri iizerindeki hafif etkisi ya da hi¢ olmamasi bazi
calismalarda bildirilmistir. Dunshea ve ark. (2005) yapmis oldugu bir meta analizde, domuz
somatotropin (pST)'nin kas ic1 yaglar1 %12 azalttig1, kesme kuvvetini %9 arttirdigi ve damla
kaybmi %6 diisiirdiigii gorilmiistiir. pST'min nihai pH ve renk 6zellikleri iizerinde 6nemli
etkileri vardir, ancak burada nispeten az olmustur. Tiiketici tercihleri lizerine siirli veriler,
lezzet ya da sululuk iizerine etkisi olmamasina ragmen yumusaklikta %9’luk bir diisiis
oldugunu gostermistir. Bu veriler bu etkiler iizerinde tam olarak cevap olusturmamistir.
Ruminantlarda ¢ok daha az sayida c¢alisma bulunmaktadir, ancak yapilan arastirmalarda en
azindan intramuskiiler yag ve tekstiirel Ozellik bakimindan domuzlara benzer bulgular

gostermistir.

Biiylime hormonu siit ineklerine uygulandiginda siit iiretimini arttrmaktadir. Eppard ve ark.
(1985), sigirlar iizerinde yaptig1 bir ¢alismada 0, 5, 10, 25 ve 100 IU giinliik olarak deri alt1 sigir
biliylime hormonu uygulamasinda 100 IU uygulanan grupta siit, protein ve yag orani sirayla
%32, %27, %46 oraninda bir artis oldugunu tespit etmis, fakat laktoz degerinde degisiklik
olmamustir. Tiirkiye'de Abas ve Ozpmar (2001)’m yaptigi bir calismada sigirlara rbST
uygulamasi yapilarak yagsiz kuru madde, yag, protein ve laktoz analizleri yapilmistir. Yapilan
calisma iki grup halinde yapilmis ve daha sonra gruplarm yeri degistirilmistir. Laktasyonun 10
ile 18. haftasindaki ilk donemde kontrollere gore yagsiz kuru madde -%2,48; yag +%>5,40;
protein -%2,80; laktoz +%6,70 oraninda bir degisim olmustur. Laktasyonun 20 ile 28.
haftalarinda yapilan ikinci donemde ise kontrollere yagsiz kuru madde +%1,43; yag +%1,60;

laktoz +%1,80; protein orani ise -%38,57 degisim olmustur.
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GIDA AMACLI YETIiSTIRILEN HAYVANLARDA KULLANILAN
BUYUME HORMONLARININ iNSAN SAGLIGI UZERINE ETKILERI

Gidalar ile birlikte eksojen hormonlarin tiiketilmesi insanlarda saglik problemleri olusturabilir.
Bu sekilde hormonlarin insan viicuduna girmesi sonucu kanser, tireme bozukluklar1 ve endokrin
sistem bozukluklarina yol agabilir (Regal ve ark., 2012). Bu hormonlarin basinda 17p-6stradiol,
testosteron, progesteron gibi dogal hormonlarin yaninda sentetik olarak kullanilan zeranol ve

trenbolon asetat gelir (Sireli ve ark., 2015).

Hayvansal kaynakli gidalar hormon igerikleri géz oniinde bulunduruldugunda hepsi steroid
hormonlar1 ve onlarin metabolitlerini farkli konsatrasyonlarda igerir. Et bu a¢idan en 6ne ¢ikan
bir hayvansal iirlindiir (Regal ve ark., 2012). Swan ve ark. (2007), bu konuda annelerin et
tilketimi sonucu uterustaki erkek ¢ocugun testis kapasitesi ve sperm kalitesi lizerinde etkili
olabilecegini ve iireme sorunlari olusturabilecegini bildirmistir. Siit ve siit lirlinlerinin iligkili
olabilecegi diisiiniilen akne, prostat, meme ve corpus uteri gibi kanserler iizerine arastirmalar
devam etmektedir. Siit icerdigi hormonlar 1yi bilinen bir hayvansal bir gidadir. Bu {iriinii tiiketen

kizlarda erken ergenlige yol agabilecegi bildirilmistir (Wiley, 2011).
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Tablo 2. Hormon uygulamasi yapilan hayvanlardan diyetle alinan ve insan viicudunda giinliik

iiretilen steroid hormonlarin karsilagtirilmasi (Jeong SH ve ark., 2010).
Giinliik Uygulama Uygulama yapilan  Uygulama yapilan

iiretim yapilmayan hayvanlarin hayvanlarin kaslar
Hormonlar (ng/giin) hayvanlarda kasindaki araciligi ile alinan
kasindaki kalintilar (ng/kg) miktar *(ng/kg)
kalintilar (ng/kg)
<14 ergenlik

oncesi erkek,

10-24 ergenlik
oncesi kizlar,
0,003-0,035 0,011-0,28 0,0033-0,084

Ostradiol ~ 27-68 yetiskin
erkek,

30-470 yetiskin
kadin

150-250
ergenlik oncesi

cocuklar,
0-0,9 0,23-0,77 0,069-0,231
416-750
Progesteron
yetiskinler,
menapoz

oncesi kadinlar

30-100
ergenlik oncesi

cocuklar,
0,006-0,029 0,031-0,360 0,0093-0,108
210-480

Testosteron o
yetiskin kadin,

2100-6900
yetiskin erkek

*Hergilin 300 gram et tiiketen bir kisi olarak hesaplanmustir.
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Sigir somatotropin (bST), enjeksiyon yontemi ile etkisini gosteren bir hormon olup siit
kompozisyon ve aromasinda olumsuz bir etki olusturmadigi bildirilmistir. ABD’de 20000’ nin
iizerinde bST yapilan ineklerden elde edilen siitlerin herhangi bir yan etki olusturmadigi
belirtilmistir (Sevik, 2016). Fakat bazen siitle iliskili alerjilere neden olabilecegi belirtilmistir
(Gandhi ve Snedecker, 2000).

Testis, meme ve prostat kanser tiplerindeki artis nedeni tam olarak agikliga
kavusturulamamasina ragmen cinsiyet hormonlarm bu konuda rol aldig1 diisiiniilmektedir. 17f-
ostradiol tiimdr baslatan ve tetikleyici ozelligi bulunmaktadir. Ozellikle Ostrojenlerin
kadinlarda kandaki seviyeleri meme kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Regal ve ark.,
2012). Ostradiol duyarli dokularda hiicre boliinmesini arttirir. Boylece DNA dublikasyonu
sirasinda hatali olusumlarin birikmesine neden olabilir. Artmis hiicre proliferasyonu mutant
hiicre biliylimesini de uyarir (Doyle, 2000). Diger Ostrojenik hormonlara gore zeranoliin
Ostrojenik aktivitesi 100-1000 kat daha diisiik oldugu bildirilmektedir. DES'e kiyasla
genotoksik ve mutajenik etkileri olmadigi, uterotopik etkisinin ise 2500 kat diisiik oldugu
bildirilmistir. Gen¢ kizlarda vagina adenomu ve Vvajina Kanserleri goriilebilecegi
bildirilmektedir (Rothenbacher ve ark., 1975; Terzi, 2005). Prostat kanseri 40 yas lzeri

erkeklerde artan testosteron seviyesi ile birlikte insidensi artmaktadir (Doyle, 2000).

Gelisme ¢agindaki ¢cocuklarda ve fotiisde fizyolojik hormon seviyeleri ¢cok diisiik seviyelerdedir
ve bu sebepten dolay1 hormon ve benzeri maddelere maruz kalmak ¢ocuklarda riski yetigkinlere
gore daha da arttrmaktadir (Doyle, 2000). Alves ve ark. (2007), cocuklarin Ostrojenli
yiyecekleri tiiketmesi durumunda yalanci puberta olusturabilecegini belirtmistir. Nitekim Porto
Riko’da zeranollii et iirlinlerini tiikketen 3000 ¢ocukta ovaryum kistleri ve prematiire cinsiyet

gelisim problemleri ortaya ¢ikmistir (Duerta ve ark., 2002).

Hormon kullanimi bilim, kamu ve siyasi topluluklar arasinda, muhtemel genotoksik ve
karsinojenik etkilerinden dolay1 yasaklanmasi ya da izin verilmesi konusunda hep tartigma
konusu olmustur. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansit (IARC)'na gore testosteron ve 17f3-
Ostradioliin karsinojenik etki olusturmasi yoniinde yeterli bulmustur. Gida Katki Maddeleri
Uzman Komitesi (JECFA), eger bir kisi bildirilen en yiiksek kalintiya sahip 500 g eti giinliik
olarak tiiketirse, her giin fazladan 30-50 ng 17B-0stradiol tiiketecegini bildirmistir. JECFA'nin
17B-6stradiol i¢in belirtmis oldugu giinliik alim miktar1 50 ng/kg oldugu diisiiniiliirse 60 kg bir
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insan i¢in 500 g etten aldig1 17B-6stradiol miktar1 60 kat diisiik kalmaktadir (Doyle, 2000). Ayni
sartlarda ayn1 miktar bir eti tiikketen bir kadmn i¢in giinlilk olarak salgiladig: 17p-6stradiol
miktarmin <l/birka¢ milyonu, erkek i¢in ise <1/15000 olmaktadir (Kaya ve Piringci, 2013).

Ayrica anabolik maddeler kronik olarak seyreden hastaliklarda protein sentezini arttirmak ve
anemilerde kan yapimini arttrmak (androjenler) i¢in medikal kullanimi da s6z konusudur

(Kaya ve Piringci, 2013).

Tablo 3. Uluslararasi kanser arastirmalar1 ajans1 (IARC)’a gore karsinojenik sinifina alinmis
anabolik etkili maddeler (IARC, 2019).

Ajan Grup Yil
Dietilstilbestrol 1 2012
Androjenik (anabolik) steroidler 2A 1987
Progestinler 2B 1987
Ostrojen 1 2012

Grup 1:Insanlarda karsinojenik etkili
Grup 2A: Insanlarda olas1 karsinojenik etkili
Grup 2B: Insanlarda olas1 karsinojenik etkili

YASAL MEVZUAT

ABD ve Kanada gibi lilkeler gelisim arttiric1 hormonlarin kullanimini kabul etmislerdir. 1960’11
yillardan itibaren testosteron, progesteron ve 17B-0stradiol gibi dogal hormonlarin yani sira
zeranol, trenbolon asetat ve melengestrol asetat gibi sentetik hormonlar Kuzey Amerika’da et
iiretimini arttrmak i¢in kullanilmistir. Amerika ve Kanada’nin yaninda Avusturalya, Yeni
Zellanda, Japonya, Giiney Kore, Filipinler, Giiney Afrika, Meksika ve Latin Amerika

iilkelerinde terapotik ve verim arttirict olarak hormon kullanimi onaylanmistir (Terzi, 2005).
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Tablo 4. Statii, endikasyon ve tiirlere gore FDA ilag¢ onaylar1 (Nachman ve Smith, 2015).

Sigir  Koyun Agirhik Yemden .
Hormon i ] Siitciiliik Ostriis St Statii
eti eti kazanc1  yararlanma

OB X X X X Regetesiz
MGA X X X X Regetesiz
Progesteron X X X X X Regetesiz
BST X X  Regete-siz

Testosteron ]
) X X X Regetesiz

propiyonat

TBA X X X Regetesiz
Zeranol X X X X Regetesiz

OB: Ostradiol benzoat, MGA: Melengestrol asetat, BST: Bovine somatotropin, TBA: Trenbolon asetat

Avrupa llkelerine bakildiginda ise 1981 6ncesi ortak bir politika yiiriitiilmemekteydi. 1981'de
Avrupa Ekonomik Toplulugu Konseyi 81/602/EEC direktiflerine gore hormonlar ve tirostatik
etkiye sahip stilbenler ile bunlarm tiirevleri, tuzlar1 ve esterleri hayvanlarda verim arttirmak i¢in
kullanilmas1 yasaklanmig ancak bunlarin yasaklanmasi ya da serbest birakilmasini iiye
devletlere birakmistir. 1988’de 85/649/EEC karariyla 17B-0stradiol, testosteron, progesteron,
zeranol, trenbolon asetat ve melengestrol asetat dahil tiim anabolizan etkili maddelerin
kullanim1 yasaklanmistir (Serratosa ve ark., 2006; Terzi, 2005). Daha sonra 1996'da, 96/22/EC
ve 96/23/EC ¢ikarilan iki direktif ile daha 6nceki direktifleri kaldirmistir. Bu iki direktif ile
birlikte beta agonistler, bazi hormonal ve tirostatik maddelerin kullanimin1 yasaklamistir.
Ancak 17B-6stradiol, testosteron, progesteron ve tiirevlerinin terapdtik kullanimini veteriner

kontroliinde serbest birakmuistir.

Tiirkiye'de hormon ve hormon benzeri maddelerin tedavi diginda kullanilmasi 1992'de
yasaklanmistir (Sevik ve Ayaz, 2017). Daha sonra 2003 yilinda "Gida Degeri Olan Hayvanlara
Uygulanmasi Yasaklanan ve Belli Sartlara Baglanan Hormon ve Benzeri Maddeler Hakkinda
Teblig" kapsaminda diizenlenerek stilbenler, stilben tiirevleri, tuzlar1 ve esterleri, antitiroidal
etkili maddeler, anabolizan amacgl kullanilan steroidler, zeranolii de iceren rezorsilik asit
laktonlar ve beta agonist etkili maddeleri kapsayan hayvansal gidalarin insan tiiketimi i¢in
sunulmasi yasaklanmistir. Ayrica stilbenler, stilben tiirevleri, tuzlar1 ve esterlerini iiretmek,
ithal etmek, piyasaya arz etmek ve bulundurmak yasaklanmis, Ostrojenik, androjenik,

gestajenik etkili maddeler, gida degeri olan hayvanlarda, veteriner hekim kontroliinde kesime

41



sevk edilenlerde yasal bekleme siirelerine uyulmasi kosulu ile tedavi ve zooteknikal amagli
kullanilabilecegi belirtilmistir (Cetinkaya ve Mus, 2010).

Tiirkiye'de ayrica AB mevzuati ile uyum ¢ercevesinde hayvan tiirlerine gore belirlenen madde
ve lUriin gruplar1 ile bu maddelerin kalintilarinin varligmin tespiti i¢in Ulusal Kalint1 Plan1
olugturulmustur. Bu kapsamda ulusal kalinti kontrolii "Canli Hayvanlar ve Hayvansal
Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarm Kalmntilarinin Izlenmesi I¢in Alinacak Onlemlere Dair
Yonetmelik" (Resmi Gazete: 17.12.2011, No:28145) ve bu yonetmelige bagli "2013/09 sayili
Canli Hayvan ve Hayvansal Uriinlerde Kalint1 Genelgesi" ile ulusal kalint1 izleme programi

plani ¢ercevesinde yiiriitiilmektedir (GKGM, 2018).

Tablo 5. FDA hormon tolerans limitleri (Nachman ve Smith, 2015).

Hormon Kas Karaciger Bobrek Yag GAM
OB 0,12 0,48 0,36 0,24 Uygulanmaz
MGA Uygulanmaz  Uygulanmaz  Uygulanmaz 2.5 Uygulanmaz
Progesteron 5 1,5 30 30 Uygulanmaz
Testosteron
) 0,64 2,6 1,9 1,3 Uygulanmaz
propiyonat
Tolerans
TBA 4
gerekli degil
Tolerans
Zeranol o 1,25
gerekli degil

OB: Ostardiol benzoat, MGA: Melengestrol asetat, TBA: Trenbolon asetat, GAM: Giinliik alim miktar1

ANALIZ YONTEMLERI

Hayvansal kaynakli gidalardaki hormon kalintilarinin belirlenmesi, matris karmasiklig1
nedeniyle ve pg/kg (veya pg/L) ve ng/kg (veya ng/L) gore Olciilebilmesi gereken diisiik
konsantrasyonlar nedeniyle zor olmaktadir. Asil analizleri igeren gogu analizde drnek hazirlama
sirasinda ekstrakt ya da analit konsantrasyonunun 6nemli dl¢lide temizlenmesi, matristen hedef
bilesiklerin ve gerekli limitlerin belirlenmesi ve dl¢iilmesi icin gereklidir (Hoga ve ark., 2018).
Cogunlukla kesimden once idrar ve digk1 6rnekleri yeterli olurken, kesimden sonra karaciger,
bobrek, yag ve kas gibi dokular analiz i¢in uygun dokular oldugu bildirilmektedir (Noppe ve
ark., 2008).
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Hormon kalintilarinin analizi igin rutin olarak kullanilan yontemler ELISA ve RIA gibi
immunolojik analiz yontemleridir (Hoga ve ark., 2018). Bunlarin yaninda yiiksek performansli
ince tabaka kromatografisi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometri (GC-MS) ayrica steroid
tayini i¢in Onemli yontemlerdendir. Ayrica g¢esitli detektor tipleriyle birlestirilmis likit
kromatografisi (LC) kullanan analitik yontemler en yaygin teknikler arasinda bulunmaktadir.
Hormon tayini i¢in, LC'ye baglanmis en yaygin detektor tipleri elektrokimyasal, ultraviyole
diyot dizisi (DAD), floresans, goriilebilir ultraviyole (UV-Vis), kiitle spektrometri (MS) ve
tandem kiitle spektrometrisidir (MS/MS) (Reis-Filho ve ark, 2006). GC-MS, ng/kg veya ng/kg
tespit limitiyle bir¢ok analitin ayni anda belirlenmesine izin vermektedir, ancak numune
hazirlama zahmetli ve zaman alic1 olmaktadir. Molekiilleri ugucu hale getirmek i¢in, en ¢ok
kullanilan tiirev teknigi, sililasyon ve asetilasyondur. ELISA basit ve ekonomik olmasinin
yaninda 6zellikle ¢ok sayida hormonal olarak aktif maddenin biiyiik hassasiyetle taranmasi i¢in
uygun bir analiz yontemidir. Bu yontemde numunelerin atilmasinda ciddi sorunlar meydana
gelmez c¢lnkli insan ve cevre sagligi i¢in tehlikeli olabilecek reaktiflerin kullanimini
gerektirmeyen bir yontemdir (Zhou ve Zhang, 2011). MS/MS tespit sistemi iki agama kiitle
spektrometresi kullanir (MS1 ve MS2). Birincisi, ilgilenilen iyonun izole edilmesi icin
kullanilir ve ikincisi, bu iyonun, iiretilebilecegi veya ayrisma ile iiretilebilecegi digerleriyle
iliskisini yapmak i¢in kullanilir (Ardrey, 2003). Son zamanlarda, LC-MS/MS sistemi daha
popiiler hale gelmis ve gida analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir, ¢ilinkii karmasik
matrislerde kirletici kalmtilarmin seviyelerinin belirlenmesindeki 6zgiilliigii ve tespit
edilebilirligi daha yiiksektir. Bununla birlikte, LC-MS/MS sistemlerinin, ekipmanin yiiksek
maliyeti ve deneyimli bir operatoriin gerekliligi nedeniyle rutin analiz i¢in tiim laboratuvarlara

erisilememesi dezavantaji1 vardir (Hoga ve ark., 2018).

Cesitli matrikslerdeki hormon kalintilarini belirlemek ve yiiksek oranda kesinlik ve hassasiyete
ozellige sahip, cok sayida bilesigin belirlenmesini saglamak i¢cin LC-MS/MS kullanan birgok
calisma bildirilmistir (Guedes-Alonso ve ark., 2014; Guedes-Alonso ve ark., 2017). Bu
baglamda, kromatografik ayrilmadan dnce bir numune hazirlama asamasi genellikle gereklidir
ve bu filtrasyon, 0ziitleme, temizleme, saflagtirma, buharlagtirma, hidroliz ve tiirevlendirme

gibi birkag¢ adim igerebilir (Reis-Filho ve ark., 2006).
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SONUC

Hormon veya hormon benzeri maddelerin kullanim1 AB iilkeleri ve Tiirkiye’de biiylime amagh
kullanimi1 yasak olmasma ragmen yapilan arastirmalarda yasa digi kullaniminin oldugunu
gostermektedir. Bu maddelerin kullanimma bagh olarak canli agirlik artist ve yemden
yararlanmada yaklagik %15-20 civarinda bir artis meydana getirdigi tartismasiz bir konudur.
Ayrica bazi arastirmalarda et ve siit kalitesi lizerine tutarsizliklar olmasma ragmen kalite
ozelliklerini arttiran ¢aligmalarda mevcuttur. Bu etkilerinin yaninda 6nemli saglik risklerini de
beraberinde getiren hormonlarm kullanimi iizerinde tartismalar siirmektedir. Ozellikle sentetik
anabolizan etkili bu maddelerin bilingsizce ve yasa dist kullanimi sonucu hayvansal gidalarda
kalint1 birrakmakta ve bu gidalar1 tiikketen bireylerde erken cinsel olgunluk, jinekomasti,
feminizasyon, endometriumda hiperplazi ve gogiis kanseri gibi saglik sorunlarmma neden
olmaktadir. Bu nedenle hormon ve benzeri maddelerin terapdtik ve reproduktif amag icin
kullaniminda kesim 6ncesi yasal bekletme siirelerine uygun davranilmali, veteriner hekimler
bilgisi disinda hormon ve benzeri maddelerinin kullanimina izin vermemeli, yetkili merciler

denetimleri tam ve uygun yapmali ve ayrica iireticilerde bu konu hakkinda bilgilendirilmedir.
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OZET

Bu c¢alismada kuru dinlendirme (dry aging) islemi siiresince Longissimus toracis ve
Longissimus lumborum kaslarinin miyofibriler proteinlerinin dansitelerinde meydana gelen
degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir. Materyal olarak 11 aylik 40-45 kg karkas agirligina
sahip 30 adet Akkaraman 1rk1 toklunun longissimus thoracis (LT) ve longissimus lumborum (LL)
kas gruplar1 kullanildi. Toplamda 60 adet et preparati ii¢ esit parcaya boliiniip kodlandi. Tiim
numuneler 1°C’de, % 85 rutubet ve 0,2-0,5 m/sn hava akimi1 olan sogutma dolabinda 14 giin
boyunca dinlenmeye birakildi. Dinlendirme islemlerinin, baslangic (0), 7. ve 14. giinlerinde
alinan 6rneklerin miyofibriler proteinleri ekstrakte edilip sodium-doudesil-siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE)’nde yiirtiildii. Dinlendirme siiresince LL kasindaki 35, 32 ve 22
kDa, LT kasinda ise 35, 32 ve 27 kDa agirliga sahip miyofibriler proteinlerinin dansitelerinde
meydana gelen degisimlerin 6nemli oldugu belirlendi (p<0.05). LT kasmnin 35, 32 ve 22 kDa

agirhigmdaki miyofibriler proteinlerin dansitelerinin 0 ve 7. giinlerde benzer bulundugu, 14.
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giinde ise proteinlerin dansitelerinin hizli bir artis gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Yirmiyedi
kDa agirligindaki proteinin dasitesindeki degisimin dnem tagimadigi goriildii (p>0.05). Benzer
sekilde LL kas grubunun 35, 32 ve 27 kDa agirligindaki miyofibriler proteinlerin dansitelerinin
7. Gln itibariyle hizli bir artis gosterdigi, bu artisin 14. giinde de esit sekilde slirdiigili belirlendi
(p<0.05).Yirmi iki kDa agrrhgindaki proteinin dansitesindeki degisimin Onemsiz oldugu
goriildii (p>0.05). Proteinlerde meydana gelen bu degisiklikler, hem kasin ete doniisiim
mekanizmasinda, hem de kuru dinlendirme ile etin olgunlastirilmasi agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Kuru dinlendirme islemi uygulanan etlerde olgunlasma kontrolii, kas proteinleri
bazinda gerceklestirilerek tiiketici taleplerine yonelik, daha kaliteli ve {istiin nitelikli iirtinlerin
iiretimi saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Dry aging; Miyofibriller protein; SDS-PAGE; Koyun Eti.
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ABSTRACT

The aim of the study was to determine the changes in the density of myofibrillary proteins of
Longissimus toracis and Longissimus lumborum muscles during dry aging process.
Longissimus thoracis (LT) and Longissimus lumborum (LL) muscles of 30 Akkaraman breeds
were used as material. A total of 120 muscle groups were divided into three equal parts and
coded. All samples were allowed to aging for 14 days in 85% humidity and 0.2-0.5 m/s air flow
at 1 ° C. Samples were taken at Oth (initial), 7th, 14th days of dry aging process. The obtained
myofibrillar proteins were run on sodium-dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). It was determined that the density of myofibrillar proteins have a low dalton
weight (35, 32, 27 and 22 kDa) were changed during the dry aging process (p<0.05). The
changes in the density of myofibrillar proteins weighing 35, 32 and 22 kDa in LT and 35, 32
and 27 kDa in LL muscle were significant (p<0.05). The densities of LT muscles’ 35, 32 and
22 kDa proteins were similar on days 0 and 7, whereas densities increased rapidly on day 14 (p
<0.05). The change in the density of the protein weighing 27 kDa was not significant (p>0.05).

Similarly, the density of LL muscles’ 35, 32 and 27 kDa proteins showed a rapid increase on
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day 7. This increase was observed evenly on Day 14 (p<0.05). The changes in the density of 27
kDa weight protein were found insignificant (p>0.05). These changes in proteins have an
important role both the mechanism of muscle to meat and in maturing of meat by dry aging. It
is believed that the determination of changes in the structure of myofibrillar proteins during the
aging period may contribute to the production of meat and meat products with high a quality
and desirable characteristics.

Keywords: Dry aging; Myofibrillar protein; SDS-PAGE; Lamb meat.
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GIRIiS

Son yillarda et ve et iiriinlerine artan tiiketici talep farklilasmasi, yiizyillardir uygulana gelen
dinlendirme islemlerinin yeniden giindeme gelmesine neden olmustur. Dinlendirme
uygulamalari, etlerin kendi enzimsel aktiviteleri ile olgunlasmasinin saglanip, lezzet ve
gevrekliginin arttirilmasi i¢in bilinen en eski metotlardan birisidir. Bu amagla tiim karkas ya da
parcalanmis haldeki etler, hava akimi, rutubeti ve sicakligi kontrol edilen soguk hava
depolarinda birkag hafta bekletilmektedir. Etlerin dinlendirme uygulamalarina tabi tutulmasinin
temel nedeni duyusal agidan tercih edilen iiriinlerin elde edilebilmesidir. Kuru dinlendirme
uygulamalari ile etlerde tiiketici tarafindan arzu edilen gevreklik ve lezzet gelisiminin meydana
geldigi bilinmektedir (Greaser,1986; Feiner, 2006; Huff-Lonergan ve ark. 2010; Kahraman ve
Glirbiiz, 2019). Kuru dinlendirme, sigir etlerinin herhangi bir koruyucu paketleme islemi
uygulanmaksizin, 1-3°C sicaklik ve % 70-85 rutubetli ortamda 1-5 hafta siireyle (ortalama 21-
28 giin) bekletme prensibine dayanmaktadir. Bu siliregte ette, enzimatik ve biyokimyasal
degisikliklerle kendine 6zgii lezzet gelisimi ve gevrekligin meydana geldigi bildirilmektedir
(Nishimura ve ark. 2015).

Etlerde meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda biiyiik yapidaki proteinler
proteolize ugrayarak daha kii¢ciik yapidaki proteinlere parcalanmaktadir. Ette gevreklik
gelisiminin miyofibriler proteinlerdeki degredasyona bagli olarak olustugu arastirmacilar
tarafindan ifade edilmektedir (Huff-lonergan ve ark., 2010). Bu ¢alismada, M. longissimus
thoracis ve M. longissimus lumborum kaslarinin kuru dinlendirme islemi sirasinda miyofibriler

proteinlerinde meydana gelen yapisal degisimlerin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL METOD

Materyal olarak 11 aylik 40-45 kg karkas agirligina sahip 30 adet Akkaraman 1rki toklunun sirt
(M.longissimus thoracis) ve bel (M. longissimus lumborum) etleri kullanildi. Toplamda 60 adet
et preparati ii¢ esit parcaya boliiniip kodlandi. Tiim numuneler 1°C’de, % 85 rutubet ve 0,2-0,5
m/sn hava akimi olan sogutma dolabinda 14 giin boyunca dinlenmeye birakildi. Dinlendirme
islemlerinin, baslangic (0), 7. ve 14. giinlerinde alman numuneler sivi azota daldirilarak

donduruldu analiz giiniine kadar -80 °C de saklandu.
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Miyofibriler Proteinlerin Ekstraksiyonu

Miyofibriler proteinlerin ekstraksiyonu Aksu ve ark (2005) belirttigi yonteme gore
gerceklestirildi. Alinan 2,5 g 6rnek tlizerine 25 ml buffer soliisyonu (3°C, pH 7.6, 0.05 M sukroz,
0.05 M Tris, | mM EDTA) ilave edilerek +4 °C’de 1000g’de 10 dk santrifiijlendi. Ardindan
pH 7.6, 3°C, 0.05 M Tris, 1 mM EDTA igeren buffer soliisyonundan 25 ml ilave edilerek +4
°C’de 1000g’de 10 dk tekrar santrifiijlendi. 0.15 M 25 ml KCl solusyonu (3°C) ilave edilerek -
80°C’de ornekler depolandi. Protein yogunlugunu artirabilmek i¢in 6rnekler -114 °C’de 24 sa
stire ile liyofilize edildi. Ardindan 10 mg liyofilize protein tizerine 2 ml 6rnek solusyonu (Tris,
Glycerol, SDS, pH 6.8) eklenerek Bradford metodu ile protein konsantrasyon 6l¢tiimii yapildi.
595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iim gergeklestirildi.

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Orneklerin total protein kompozisyonlar1 SDS-PAGE ile Aktas ve ark (2005) belirttigi yonteme
gore gerceklestirildi. Jel konsantrasyonlar1 %12.5 (ayirma) ve 4% (yiikleme) olarak hazirlandi.
Her 6rnek kuyucuklara 10 pg protein icerecek sekilde yiiklendi. Coomassie brilliant blue R-250
(1g/1) ile oda sicakliginda 2 sa siireyle boyandi. Metanol ve asetik asit iceren solusyonda bir
gece (+4°C) bekletilerek fazla boya uzaklastirildi. Ardindan jeller goriintiilendi (Fusion Fx
Vilber Loumat) ve dijital olarak kaydedildi.

Proteinlerin kDa’larinin Hesaplanmast ve Dansite Olciimii

Jel goriintiileri Image J programi (Image Processing and Analysis in Java) ile degerlendirildi.
Kullanilan protein stardardindaki (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa,
Thermo Fisher Scientific) kDa’1 belirli proteinlerin jelde go¢ mesafeleri hesaplanarak standart
egri hazirlandi. Kilodalton agirliklar1 bilinmeyen proteinlerin jelde go¢ ettikleri mesafe standart
egriye gore belirlenerek kDa’lar1 hesaplandi. Jel iizerinde ayni1 gd¢ mesafesine sahip

proteinlerin dansiteleri, olugan pik alanlar1 hesaplanarak belirlendi (Marino ve ark., 2013).
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Tablo.1. Proteinlere jeldeki go¢ mesafelerine ait standart egri.
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Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 21.0° de degerlendirilerek, Tek yonlii varyans analizine tabi tutuldu.

Gruplar arasi farkliliklar Duncan testi ile belirlendi.

BULGULAR ve TARTISMA

Dinlendirme siiresinin artmasina bagl olarak proteolitik aktivite sonucu miyofibriler
proteinlerde bazi degisikliklerin meydana geldigi belirlendi. Ozellikle 35-22 kDa’luk
miyofibriler proteinleri iceren bolgede bant yogunluklarinda artma tespit edildi. SDS-PAGE
sonuglarina gore, kii¢iik yapidaki miyofibriler proteinlerin (35, 32, 27 ve 22 kDa) dansitelerinin

dinlendirme islemi siiresince degisime ugradigi belirlendi (p<0.05; Tablo.2).

Dinlendirme stiresince LL kasindaki 35, 32 ve 22 kDa agirliga sahip miyofibriler proteinlerinin
dansitelerinde meydana gelen degisimlerin 6nemli oldugu goriildi (p<0.05; Tablo.2).
Longissimus lumborum kasmin 35, 32 ve 22 kDa agirligindaki miyofibriler proteinlerin
dansitelerindeki artis 0 ve 7. giinlerde benzer iken, 14. glinde hizl bir artig gdsterdigi ve bu
artigin istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.05). 27 kDa agirligindaki proteinin

dansitesindeki degisimin istatistiksel agidan 6nem tagimadig goriildii (p>0.05).
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Tablo.2. Dinlendirme islemi siiresince Longissimus Thoracis ve Longissimus Lumborum
kaslarinm miyofibriler proteinleri kDa’nda meydana gelen degisim.
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LT: Longissimus Thoracis, LL: Longissimus Lumborum. Farkli harf ile gosterilen 6rnekler
arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0,05) kDa=Kilodalton agirlik

Dinlendirme islemi siiresince LT kasinda 35, 32 ve 27 kDa agirhiga sahip miyofibriler
proteinlerin dansitelerinde meydana gelen degisimlerin 6nemli oldugu belirlendi (p<0.05;
Tablo.2). Benzer sekilde LL kas grubunun 35, 32 ve 27 kDa agrrligindaki miyofibriler
proteinlerin dansitelerinin 7. giinden itibaren hizli bir artis gosterdigi bu artigin 14. giinde de
esit sekilde siirdiigii belirlendi (p<0.05). 22 kDa sahip proteinin dansitesindeki degisimin

istatistiksel agidan onem tasimadig: tespit edildi.

Etlerde meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda biiyiikk yapidaki proteinlerin
proteolizi ile daha kiiglik yapidaki proteinlere parcalanmaktadir. Ette gevreklik gelisiminin
miyofibriler proteinlerdeki degredasyona bagl olarak olustugu (Huff-lonergan ve ark., 2010)
ve 32-27 kDa araliginda proteinlerin, etin olgunlasmasi ile dogrudan iligkili oldugu
arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir (Marino ve ark., 2013). Postmortem olgunlastirma
islemi sonucunda 33.5, 32, 30, 28 ve 27 kDa agirliga sahip proteinlerde degisimlerin meydana
geldigi (Ouali ve ark 1993), benzer bagka bir arastrmada ise, 3 giin siire ile postmortem
olgunlagma saglanan etlerin 40, 34, 32, 23.3, 21 ve 20 kDa sahip proteinlerinde farklilagmalar
oldugu tespit edilmistir. Ayni1 zamanda 30 kDa agirliga sahip proteindeki artisin dikkate deger
oldugu kaydedilmistir (Negishi ve ark 1996).
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SONUC

Kuru dinlendirme islemi uygulan koyun etlerinde 14 giinde 22 ve 27 kDa proteinlerin ortaya
cikiginin etlerde olgunlagsmanin tamamlandiginin bir gdstergesi olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Ayni zamanda miyofibriler proteinlerin daha kiiciik yapili komponentlere
parcalanmasi ve dolayisiyla olgunlagsma igin gerekli olan siirenin M. longissimus lumborum’dan
elde edilen etlerde daha kisa oldugu goriilmiistiir. Ek olarak, proteinlerde meydana gelen bu
degisikliklerin, hem kasin ete doniisim mekanizmasinda, hem de kuru dinlendirme ile etin
olgunlastirilmasi acisindan 6nemli oldugu, ayni kas grubuna mensup kaslarin bile olgunlagma
esnasinda proteinler bazinda farkliliklar gosterebilecegi ve bu farklilasmanin olgunlastirma
islemine uygun kas gruplarinin belirlenmesinde O6nem tasiyacagir gorilmiistiir. Kuru
dinlendirme islemi uygulanan etlerin olgunlasma kontroliiniin, kas proteinleri bazinda
gerceklestirilmesinin, tiiketici taleplerine yonelik, daha kaliteli ve {istiin nitelikli iiriinlerin elde

edilmesi acisindan 6nem tasidigi diisiiniilmektedir.
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OZET

Yapilan ¢aligmada, 1s1l islem gérmeden {iretilen bir et iiriinii olan pastirmada Escherichia coli
O157:H7'nin iki bakteriyofaj kokteyli ile biyokontroliiniin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu
dogrultuda, sigir mezbaha atik sularindan izole edilen ve E. coli O157:H7'ye (ECO) karst litik
etkiye sahip oldugu oOnceden belirlenmis iki bakteriyofajdan olusan 10° pob/ml
konsantrasyondaki bir faj kokteyli hazirlandi. Kokteyl deneysel olarak 6,9 x 10° kob/ml
diizeyinde nalidiksik aside (25pg/ml) direngli hale getirilen NA-ECO ATCC 43895 ile
kontamine edilmis pastirma dilimlerine uyguland1 ve bir hafta siiresince oda sicakliginda (22-
24°C) inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresince, belirli saat ve giinlerde yapilan E. coli
sayimmlar ile NA-ECO sayisinda meydana gelen rediiksiyon belirlendi. Buna gore bakteriyofaj
uygulanan grupta NA-ECO sayisinda en az 2 log kob/g rediiksiyon gozlendigi, bu nedenle de
faj uygulanan grupta NA-ECO sayisinin tespit edilemedigi (< 10 kob/g) belirlendi. Calisma
neticesinde, faj kokteylinin pastirmada E. coli O157:H7'nin biyokontrolii amaciyla etkin bir
sekilde kullanilabilir oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Atik sular, Bakteriyofaj, biyokontrol, E. coli 0157:H7, Pastirma.
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Biocontrol of Escherichia coli O157:H7 by a Bacteriophage Cocktail in

Pastirma
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*Kirikkale University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Food Hygiene and
Technology, 71450 Yahsihan, Kirikkale, Turkey
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the biocontrol of Escherichia coli 0157:H7 (ECO) by
bacteriophages in pastirma which produces without heat treatment. A cocktail was prepared
from two pre-characterized phages which were isolated from cattle slaughterhouse wastewaters
and were found to have Iytic activity against ECO. The phage cocktail at a concentration of 10°
cfu/ml was applied to pastirma slices which experimentally contaminated with 6,9 x 102 cfu/ml
nalidixic acid resistant (25ug/ml) NA-ECO. During the incubation period at room temperature
(22-24°C) for one week, reduction of NA-ECO was investigated on certain hours and days.
According to tne results, at least 2 log cfu/g reduction was occured in the bacteriophage applied
group, therefore NA-ECO did not detected (< 10 cfu/g) during the experiment. In conclusion
the bacteriophage cocktail can be used for the biocontrol of E. coli O157:H7 in pastirma.

Keywords: Bacteriophage, biocontrol, E. coli O157:H7, pastirma, wastewater

61


file:///C:/Users/Aşkın/Downloads/askinnurderinoz@gmail.com

GIRIiS

Escherichia coli O157:H7, hemorajik kolitis (HC) ve hemolitik tiremik sendrom (HUS) nedeni
olarak diinyanin bircok bolgesinde Onemli bir halk sagligi sorunu olarak goriilmektedir.
Viriilensi ¢ok yiiksek, aside direngli ve minimal infeksiyon dozu ¢ok diisiik olan E. coli
O157:H7’nin olusturdugu Shiga-like toksinler olan stx; ve stx, asil viriilens faktorleridir. Bu
sitotoksinler, basta cocuklar ve yaslilar olmak {izere infekte insanlarda HC, HUS ve devaminda
ise 6liime neden olmaktadir (Schmidt ve ark., 1995). Sigirlar basta olmak iizere ruminantlarin
gastro-intestinal kanali E. coli O157:H7’nin en 6nemli rezervuaridir. Kesim islemi sirasinda
hayvanlarin deri ve bagirsak icerigi ile kontamine olan et, infeksiyonlarm olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar E. coli O157:H7 infeksiyonlarinin énemli bir
bolimiiniin ¢ig ya da yetersiz pisirilmis sigir eti ya da bu etlerle hazirlanmis gidalarin
tilketiminden kaynaklandigin1 ortaya koymustur (Meng ve ark., 2001). Tirkiye'de E. coli
O157:H7 prevalansimi belirlemek icin bir izleme programi olmamasina ragmen, bakteri
prevalansinin %1,4 ile %7,1 arasinda oldugunu gosteren cok sayida yerel calisma
bulunmaktadir (Aksu ve ark., 1999; Ayaz ve ark., 2016; Balpetek ve Giirbiiz, 2010; Erol ve
ark., 2016).

Bakteriyofajlar ilk kez 1900'lerin basinda bakteri yiyen viriisler olarak tanimlanmislardir.
Oldukca fazla sayida (10%°-10%?) ve ¢esitlilikte bulunan bakteriyofajlar; deniz sulari, tath sular,
toprak, hayvan ve insanlarin gastrointestinal ve genito-iiriner kanallari, deri, siit gibi bir¢ok
kaynaktan izole edilmistir. Bakteriyofajlarin antibakteriyel aktivitesini ve bunlarin faydali
etkilerini arastiran birgok ¢alisma yapilmistir (Anany ve ark., 2011; Guenther ve ark., 2009;
Kudva ve ark., 1999; O'Flaherty ve ark., 2009; Rozema ve ark., 2009). FDA 2011 yilinda, E.
coli O157:H7'ye 6zgii faj preparati olan EcoShield™'in Amerika Birlesik Devletleri'nde
kullanilmasini onaylamistir (US Food and Administration, 2011). Calismalar, E. coli
O157:H7'ye 6zgii bakteriyofajlarin, sigirlardan yayilan E. coli O157:H7'yi azalttigin1 (Rozema
ve ark., 2009), insanlardan izole edilen E. coli O157:H7 i¢in litik oldugunu (Viscardi ve ark.,
2008), biyokontrol maddesi olarak kullanilabilecegini (Kudva ve ark., 1999), insanlarda tedavi
icin kullanildiginda yan etki gostermedigini (Briissow ve Kutter, 2005) ve gidalarda E. coli
O157:H7'nin dekontaminasyonu i¢in kullanilabilir oldugunu ortaya koymustur (Abuladze ve
ark., 2008; O'Flynn ve ark., 2004). Bu bakimdan, hedef patojen bakteride yiiksek litik etkinlige

sahip bakteriyofajlarin izolasyonu ve karakterizasyonu halk sagligi acisindan biiyiikk dnem

62



tagimaktadir. Ayrica, farkli ve daha dnce incelenmemis gida modellerinde izole edilmis fajlarin

test edilmesi, etkili kullanim alanlarinin belirlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir.

Tipik lezzeti ile Tiirkiye'nin en ¢ok tiiketilen et iiriinleri arasinda yer alan pastirma, E. coli
0157:H7 bakimindan iiretim siireci ve 1s1l islem gérmemesi nedeniyle riskli gida olarak kabul
edilebilir. Bu nedenle, gida giivenligi ve halk saglig1 agisindan pastirmada E. coli O157:H7'nin
dekontaminasyonu iiriiniin dogal yapisina zarar vermeden saglayabilmek 6nem kazanmaktadir.
Bu caligmada pastirma gida modelinde E. coli O157:H7'nin litik bakteriyofajlar uygulanarak

rediiksiyonunun arastirilmasi amag¢lanmastir.

MATERYAL ve METOT

Bakteriyel Kiiltiir

Calismada, E. coli O157:H7 ATCC 43895 (EC43895) referans susu kullanilmistir. EC43895
susu, selektif bir 6zellik kazandirma amaciyla artan konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 15, 20 ve 25
ug/ml) nalidiksik asit iceren LB (Tryptone [pancreatic digest of casein] 10 g/l, yeast extract 5
g/l, NaCl 5 g/l, agar 15 g/l) agar lizerinde gerceklestirilen pasajlarlarla 25ug/ml nalidiksik asit’e
direngli hale getirildi. Daha sonra, TSB’de 37°C’ de bir gece zenginlestirilen nalidiksik aside
direngli hale getirilmis referans E. coli 0157:H7 ATCC 43895 (NA-EC43895)’in; hem 25ug/ml
NA igeren sefiksim (0.05mg/1) ve telliirit (2.5mg/1) katkili sorbitol-MacConkey agarda (NA-
CT-SMAC, Oxoid CM0813) hem de icermeyen CT-SMAC’da sayimlar1 yapilarak, gelistirilen
NA-direnci dogrulandi. Deneyden 6nce, istenen kob / ml'de bakteriyel inokulumlari hazirlamak
icin NA-EC43895 600 nm optik yogunlukta (ODeoo) spektrofotometrede (Shimadzu UV 1700,
Japonya) TSB iginde 6lgiildii ve kob/ml korelasyonlart NA-CT-SMAC'a ekimler yapilarak
tespit edildi.

Faj Kokteyli

Calismada, daha once Transmisyon Elektron Mikroskobu ile Myoviridae familyasinda oldugu
belirlenmis (Sekil 1) ve birgok E. coli O157:H7 susuna genis litik aktivite gosterdigi tespit
edilmis (Gencay ve ark., 2016) olan MSAEC16 ve M12BEC16 fajlarindan olusan faj kokteyli
kullanildi. Faj diliisyonlari, SM tamponu (0,05 M Tris-HCI [pH 7.4-7.5], 0,1 M NaCl, 10 mM

63



MgS0s, %1 (w/v) jelatin) ile hazirlandi. Cift katmanli LB agar {izerine spot ekimler yapildi ve
24 saat 37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda, faj titreleri plaklar sayilarak
(temiz lizis alanlar1) belirlendi. Stok soliisyonlar1 hazirlamak i¢in EC43895, gece boyunca
37°C'de 50 ml TSB'de zenginlestirildi, daha sonra 100 pl saf faj siispansiyonu ile infekte edildi
ve yavasga vortekslendi. Gece boyunca 37°C'de inkiibasyonun ardindan 100 pl kloroform
(CHCI3, Sigma 288306) eklendi ve 15 dakika boyunca 12 000 xg'de santrifiijlendi.

Stipernatanlar, yeni steril tiiplerde + 4°C'de saklandu.

: 1

Sekil 1. MBAECI16 fajinin elektron mikroskop goriintiisii (bar: 100 nm).
Gida Modeli

Pastirma, Kirikkale’de bir sarkiiteriden bir biitiin olarak satin alindi. Ayni giin igerisinde
laboratuvarda steril bir bigakla 10 g porsiyonlara dilimlendi ve her 10 g dilim steril bir petri
kabma yerlestirildi. Deneyden Once pastirma Ornekleri, E. coli O157'nin varlig1 agisindan
immiinomanyetik separasyon (IMS) bazli kiiltiir yontemi ile analiz edildi.

Deneysel tasarim: Ornekler iki gruba ayrilds; bilinen faj siispansiyonunun ilave edildigi faj
grubu (P grubu) ve ayn1 miktarda steril suyun eklendigi kontrol grubu (C grubu). Her pastirma
diliminin yiizeyi, bir pipet kullanilarak 6,9 x 10% kob/ ml diizeyinde 1 ml NA-EC43895 ile
kontamine edildi. Bakterilerin yiizeye tutunabilmesi i¢in 10 dakika oda sicakliginda bekledikten
sonra, P grubuna 1 ml 10° pfu / ml bakteriyofaj kokteyli uygulandi. Daha sonra érnekler 22—
24°C'de (oda sicaklig) inkiibe edildi. Baslangi¢c kontaminasyon seviyesini belirlemek i¢in 0.
saatte bakteri sayimina ek olarak, NA-EC43895 sayilar1 0.5, 1, 3, 6, 12 saatlerde ve 1., 2., 3.,
4.,5.,6.,7. giinlerde ekimler yapildi.
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Bakteri Sayimlart

Inkiibasyon sonunda pastirma numuneleri (10 g) steril bir numune posetine alinarak, 20 pg/l of
novobiosin igeren 90 ml E. coli brothda (m-EC suyu, Oxoid CM0853) 1 dakika boyunca
stomacherde (Labblender 400 Stomacher, Londra, iIngiltere) homojenlestirildi. Uygun
diliisyonlar peptonlu suyla (PS, % 0.1 pepton, 1.07214, Merck) hazirland1 ve NA-CT-SMAC’ta
ekimler yapildi. 37°C'de 24 saat inkiibasyondan sonra koloni sayimi yapildi ve sonuglar C
grubu sayilartyla karsilastirildi. P grubunda, faj kokteylinin bakteri sayisini yaklasik 2 log kob
/ g azaltabilecegi diisiiniildiigiinde, tespit stnirinin altindaki kolonileri (<10 kob / g) tespit etmek
icin bir zenginlestirme yontemine ihtiya¢ duyuldu. Bu nedenle, koloni sayimma ek olarak,
peptonlu su ile siispanse edilmis numunelere IMS uygulandi (anti-E. coli O157 Dynabeads,
Norveg) ve daha sonra NA-CT-SMAC'ye ekildi. Na-CT-SMAC'de gozlenen kolonilerden en
fazla bes tanesi rastgele segilerek E. coli O157 lateks agliitinasyon testi (Oxoid, DR0620) ile

dogrulamasi yapildi.

Istatistiksel Analiz

Deneyler iki tekrarli olarak gergeklestirildi. E. coli O157:H7'deki zaman igindeki azalma
farklarimi arastirmak icin tekrarlanan Ol¢lim tasarimli Genel Lineer Modeller kullanildi.
Zamanin etkisinin istatistiksel 6neminin belirlenmesinde bagimsiz tek yonliit ANOV A analizleri
kullanilds. Istatistiksel analizler igin tespit sinir1 1 log kob / g olarak alind1. Karsilastirmalar igin
farkliliklar minimum 0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi. Istatistiksel analizler, Windows

icin SPSS®14.1 kullanilarak yapild.

BULGULAR ve TARTISMA

Caligsmada, E. coli O157: H7 sayisi, 24°C'de 7 giinliik inkiibasyon siiresince kontrol grubunda
artiy gostermedi. Dordiincii glinde 0,94 log kob/ ml diisiis, yedinci giinde 1,84 log kob/ml’ye
ulasti. Bununla birlikte, faj ilave edilen grupta (P grubu), 24°C'de 30 dakikalik inkiibasyondan
sonra, NA-CT-SMAC’ta E. coli O157:H7 saptanmadi. Faj kokteyli E.coli O157:H7 sayisin1
tespit sinirmin altina diisiirdi (1 log kob/g). Segilen tiim koloniler lateks agliitinasyon testi ile
pozitif olarak tespit edildi (Tablo 1) ve beklenmedik koloniler gézlenmedi. Bu nedenle,
MSBAECI16 ve M12BECI16 fajlarindan olusan bakteriyofaj kokteylinin NA-EC43895'i inhibe
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ettigi ve tespit limiti altindaki bakteri sayisini azalttigi, ancak tamamen ortadan kaldirilmadigi

goriildii. Buna ek olarak, 7 giinliik inkiibasyon siiresince yeniden ¢ogalma gozlenmedi (Tablo

1).

Tablo 1. Belirli siirelerde yapilan NA-EC43895 sayimlari.

Zaman Bakteri sayimlari (log kob/g) IMS Lateks Agliitinasyon
(Time) Bacterial count (log cfu/g) IMS based Latex agglutination
Kontrol Grubu Faj Grubu technique
Control group Phage group
0. dakika 2,84 2,84
30. dakika 2,84 - + +
1.saat 2,84 - + +
3. saat 2,84 - + +
6.saat 2,47 - + +
12. saat 2,30 - + +
1. giin 2,36 - + +
2. giin 2,36 - + +
3. giin 2,17 - + +
4. giin 1,90 - + +
5. giin 1,90 - + +
6. giin 1,90 - + +
7. giin 1,00 - + +

- Tespit edilmedi (tespit limiti: 1 log kob / g). Otuz dakikalik depolamanin ardindan ortamda bakteri
bulunmadigindan P grubundaki rediiksiyonlarin anlamli olup olmadigi istatistiksel olarak tespit

edilememistir.

Bu calismada, daha 6nceki bir caligmada izole edilen ve bir¢ok Shiga toksijenik ve Shiga
olmayan toksijenik E. coli O157:H7 suslarinda spesifik litik etkiye sahip oldugu tespit edilen
MSAEC16 ve M12BEC16 fajlarindan olusan bir kokteyl kullanildi. Faj terapi ¢aligmalarinda
birden fazla faj kullanimmin faj direncini engelledigi veya geciktirdigi belirtilmekle birlikte
(Chan ve ark., 2013; Gencay ve ark., 2016; Tanji ve ark., 2004), biyokontrol ¢aligmalarinda
coklu faj kullanimi genis bir konak¢r spektrumu saglamak i¢in 6zellikle tercih edilmektedir

(Kazi ve Annapure 2016).
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Pastirma kurutulmus bir et liriiniidiir (Turkish Food Codex Legislation, 2000). Pastirmanin kiir
isleminde kullanilan tuz, nitrit, nitrat, baharat ve diger katki maddeleri {iriine bir lezzet ve aroma
vermektedir Ozellikle yiiksek tuz konsantrasyonu pastirmanin ¢ok diisiik bir su aktivitesine
sahip olmasina neden olmakta, bu da mikroorganizmalarin iremesini 6nlemektedir (Arslan,
2013). Calismada, kontrol grubundaki bakteri sayist 24°C'de 7 giin inkiibasyon sirasinda
artmamis, Ustelik ayn1 grupta 4. giinde yaklasik 1 log kob/g diisiis gozlemlenmistir. Boylece,
pastirmanin 6zelliklerinden 6tiirii E. coli O157:H7 gelismesini desteklemedigi ve mevcut
kontaminasyon seviyesinde de bir azalma saglamadigi goriilmektedir. Pastirmanin E. coli
O157:H7 tremesini desteklemedigi Tiirkiye’de yapilan baska calismalarda da bildirilmistir
(Balpetek ve Giirbiiz, 2010; Biiyiikiinal ve ark., 2016). Ote yandan faj uygulanan grupta bakteri
sayisi ilk 30 dakikada 2,84 log kob/g'dan saptanamayan seviyeye diismiistiir.

Bir¢ok gidada c¢esitli patojenlerin biyolojik kontroliinde fajlar uygulanmaktadir. E. coli
O157:H7 biyokontrol i¢in gida modelleri arasinda ¢ig et (Hudson ve ark., 2013; O'Flynn ve
ark., 2004), domates, 1spanak, brokoli, kiyma (Abuladze ve ark., 2008), marul, kavun (Sharma
ve ark., 2009) ve ¢ig kofte (Gencay ve ark., 2016) gibi yiyecekler sayilabilir. Ancak pastirmada
yapilmis faj calismasina rastlanmamustir. Sigirlarin E. coli 0157:H7 (Erol, 2007)'nin rezervuari
oldugu ve pastirmanin herhangi bir 1s1l islem olmadan tiiketildigi g6z 6niine alindiginda, fajlarin
kullannrmi  E. coli O157:H7'nin ham maddeden veya pastirma iretimi sirasinda

kontaminasyonunu 6nlemek adma kullanilmas1 miimkiin géziikmektedir.

Si1g1r eti lizerine yapilan ¢aligmalardan birinde, Hudson ve ark. (Hudson ve ark., 2013) E. coli
0157:H7 ile kontamine olmus ince dilimlenmis ete ¢esitli faj konsantrasyonlar1 uygulamis ve
en 1yi sonucun en yiiksek MOI'de elde edildigini belirtmistir. 4,5 log pob/kob MOI'de bakteri
sayisinin tespit limitinin altina 1 saatte diistiigii ve calismamiza benzer sekilde tekrar iiremedigi
belirtilmistir. O'Flynn ve ark. (O'Flynn ve ark., 2004) MOI 10° pob/kob seviyesinde ii¢ faj
iceren bir kokteyli 2 x 10% kob/ml E. coli O157:H7 ile kontamine edilmis ¢ig biftek etlerine
uygulamiglardir. Bir saat boyunca 37°C'de inkiibasyondan sonra, aragtirmacilar 6rnekleri 2 saat
boyunca bir sivi ortam i¢inde zenginlestirmis ve 9 ornekten 7'sinde bakteri sayisinin tespit

limitinin (10 kob/ml) altinda kaldigini bildirmislerdir.

Sonug olarak, faj kokteylinin 2,84 log kob / g E. coli O157:H7 igeren pastirma orneklerinde
bakteri sayisini azalttigi ve patojeni tespit sinirinin altinda biraktigi (<10 kob / g) tespit edildi.
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Bu bilgiler 1s1g8inda, M8BAEC16 ve M12BEC16'dan olusan bakteriyofaj kokteylinin pastirmada
E. coli O157:H7'nin biyokontrolii i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna varilabilir.
Bu baglamda, gida endiistrisinde kullanilabilecek bir faj kokteyli elde etmek i¢in, gelecekte
farkli MOI seviyelerini kapsayan calismalar, in-vivo akut toksisite testleri ve karakterizasyon

calismalarinin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most prevalent intoxication agents in foods. Therefore the
present research focused to determine the incidence of S. aureus in buttercream samples and
the presence of some enterotoxin and virulence genes in the isolates and also to reveal possible
public health risks. For this purpose, unpackaged 75 buttercream (raw and pasteurized) samples
were purchased by 250 g portions. S. aureus was found in 8% (6 strains) of the samples and
five strains were positive for coagulase enzyme activity. Quantity in the samples of S.aureus
was between 2.30 and 3.00 log cfu/ml. All six isolates were subjected to DNA isolation for
further PCR analyses. Four coagulase positive strains were confirmed as S. aureus after PCR
reaction with specific primers. None of the isolates harboured virulence trait genes
staphylococcal toxic shock syndrome toxin (tss), Panton-Valentine leukocidin (pvl), exfoliative
toxins (eta and etb) and staphylococcal enterotoxin genes A (sea), B (seb), C (sec), D (sed), E
(see). MecA gene responsible for methicillin resistance was also investigated in this study and
not detected in any of six strains. The results of our study showed coagulase positive S. aureus
contamination in buttercream samples collected from local bazaar from different times. On the
other hand, investigated strains positively have no virulence, methicillin resistance and

enterotoxin genes responsible for staphylococcal intoxication. As a result, S. aureus
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contamination in buttercream is still risk for public health and needs more consideration to
hygiene in production, processing line and preservation. Processing of foods is remarkably
efficient at killing bacteria when it was done properly so buttercream processing line should be
revised to achieve that pathogens are not allowed to survive in contaminated samples by their
manufacturers.

Keywords: Buttercream, enterotoxin, pathogenicity, Staphylococcus aureus, virulence
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OZET

Staphylococcus aureus gidalarda bulunan en yaygin intoksikasyon etkenlerinden biridir. Bu
sebeple mevcut arastirma krema orneklerinde S. aureus’un goriilme sikligmi ve izolatlarda bazi
enterotoksin ve virulens genleri varligini belirleyerek muhtemel halk saglig1 risklerini ortaya
koymaya odaklanmistir. Bu amagla acgikta satilan 75 krema (¢ig ve pastorize) 6rnegi 250 g
porsiyonlarda satm alindi. Orneklerin %8’inde (6 sus) S. aureus bulundu ve suslarm besinde
koagiilaz enzim aktivitesi pozitifti. Orneklerde S. aureus diizeyi 2.30 kob/g ile 3.00 kob/g
arasindaydi. Alt1 izolatin tiimii ileride yapilacak PZR analizi i¢in DNA izolasyonuna tabi
tutuldu. Dort koagiilaz pozitif sus S. aureus’a 6zgii primerlerle PZR reaksiyonu sonucu
dogrulandi. izolatlarm higbiri stafilokokal toksik sok sendrom (tss), Panton-Valentine
leukosidin (pvl), eksfoliatif toksin (eta ve etb) gibi viriilens 6zellik genlerini ve stafilokokal
enterotoksin genlerini A (sea), B (seb), C (sec), D (sed), E (see) tasimamaktaydi. Bu ¢caligmada
ayn1 zamanda metisilin direncinden sorumlu mecA geninin varlig1 da arastirildi ve alt1 izolatta
da bulunmadi. Caligmamizin sonuglar farkli zamanlarda yerel pazarlardan temin edilen krema
orneklerinde, koagiilaz pozitif S. aureus kontaminasyonunu gdsterdi. Diger taraftan arastirilan
suslarda virulens, metisilin diren¢ ve stafilokokal intoksikasyondan sorumlu enterotoksin

genleri belirlenmedi. Sonug olarak; kremada S. aureus kontaminasyonunun halk saglig: riski
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teskil ettigi ve liretim, islem hatt1 ve muhafazada hijyene daha fazla dikkat edilmesi gerektigi
ortaya kondu. Gidalarin islenmesi, uygun sekilde yapildiginda, bakterilerin 6ldiiriilmesinde
dikkate deger derecede etkilidir. Bundan dolayi iireticiler tarafindan tiretim hattinin, kontamine
orneklerde patojenlerin hayatta kalmasin1t Onleyecek sekilde, gozden gecirilmesi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enterotoksin, krema, patojenite, Staphylococcus aureus, virulens
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is one of the major causative agents of food poisoning in the world. If
foods are contaminated with enterotoxin-producing S. aureus strains, it can lead foodborne
intoxications along with abdominal cramps, nausea, emesis and diarrhea symptoms (Dittmann
et al., 2017). Incubation period of the staphylococcal intoxication is 2 to 6 hours after digesting
contaminated food and clinical symptoms are self-limiting. For this reason, just 10% of the
patients suffering from staphylococcal food poisoning visit a hospital (Johler at al., 2015).
Approximately 50% of S. aureus strains isolated in foods can produce staphylococcal
enterotoxins (SE). SEA, SEB, SEC, SED and SEE are responsible for the 95% of
staphylococcal intoxications. Newly described SEG, SEI, SEIJ, SEIQ, SER-SET and SEIU-
SEIV are in charge of remaining 5% staphylococcal intoxications. These toxins are
thermostable and resistant to gastrointestinal proteases such as pepsin and tripsin (Ahmed et al.,
2019). S. aureus produce many other toxins related to virulence of the strains. Pyrogenic
superantigen family member toxic shock syndrome toxin (tsst) causes toxic shock syndrome.
Also staphylococcal scalded skin syndrome is caused by exfoliative toxins (eta and etb) and it
typically effects juveniles and infants. The cytotoxin Panton-Valentine leukocidin lead to

necrotic lesions in the mucosa and/or skin (Puah et al., 2016).

Antibiotic resistance especially methicillin resistance was known in S. aureus strains. Last
decade methicillin resistant S.aureus (MRSA) strains were isolated from foods and food
animals. A great deal of food isolates of MRSA carry genes encoding for staphylococcal
enterotoxin production (Sergelidis and Angelidis, 2017). World Health Organization (WHO)
added MRSA to antibiotic resistant high-priority pathogens lists recently. Humans and animals
are regarded as natural reservoirs of MRSA and also MRSA transmission can occur via
digestion of contaminated foods. The testing and monitoring of MRSA in foods of animal origin

and ready-to-eat foods should be focused (Islam et al., 2019).

The aim of this study was to determine the presence and incidence of S. aureus in buttercream
samples and to investigate the pathogenic potential of the strains via the detection of some
enterotoxin, virulence and methicillin resistance genes. So that we attract attention to

buttercream originated possible intoxication and other public health risks.
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MATERIALS and METHODS

Sample collection

Totally 75 buttercream (50 raw and 25 pasteurized) samples were collected from May 2016 to
May 2019. The samples were purchased by 250 g portions from several markets, delicatessens
and open bazaars at Keles, Harmancik, Biiyiikorhan and Orhaneli districts in Bursa city of
Turkey. The samples were immediately transported to the laboratory under refrigerated

conditions and S. aureus isolation was performed within the same day.

Staphylococcus aureus isolation

Buttercream samples (10 g) were diluted with 90 ml Maximum Recovery Diluent (Scharlau,
Spain), homogenized in a stomacher (InterLab, UK) and seeded onto Baird Parker Agar (Becton
Dickinson, US) supplemented with egg yolk tellurite emulsion (Merck, US). Following the
incubation aerobically at 35°C for 48 hours, black colonies with clear zone were subjected to
Gram staining and catalase test. Coagulase test (Merck, US) was performed to all catalase and
Gram positive typical shaped isolates. S. aureus strains were preserved in Brain Hearth Infusion
Broth (Merck, US) and kept in -20°C for further analyses.

DNA extraction and PCR detection

DNA extraction from the strains was practised by using Chelex 100 resin (Sigma Aldrich,
USA). Reaction mixture volume was 25 ul which consisted of 1 pl of template DNA, 1.25 U
Hot Start Tag DNA polymerase (Bioron, Germany), 1.8 mM MgCl; (Fermentas, USA), 22 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.9, 200 uM dNTPs (Biolabs, UK) and 0.5 mM of each primer
(Oligomer, Turkey). PCR reaction was performed in a ThermoCycler (Bio-Rad, T100). S.
aureus strains were confirmed by the detection of SA gene (Martineau et al., 1998). Primer sets
related to enterotoxin and virulence genes used in this study are listed in Table 1. PCR
amplification steps for each cycle were carried out according to the related references in the
Table 1. Then the PCR products were electrophoresed on a 3% agarose gel and visualised by

ethidium bromide staining.
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Table 1. Primers used for the confirmation of S. aureus and the determination of
virulence-associated enterotoxin/methicillin resistance genes.

Primers P_rOdUCt Oligonucleotid sequence (5°-3") References
size (bp)
AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTCTTC ACG Martineau
oA 108 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA etal., 1998
ATC ATT AGG TAA AAT GTCTGGACATGATCCA  Lina, etal.,
v 453 GCATCA AGT GTATTG GAT AGC AAA AGC 1999
ACCCCTGTTCCCTTATCATC
s 320 TTTTCAGTATTT GTAACGCC
GCAGGT GTTGAT TTAGCATT Mehrotra
e . AGATGT CCCTATTTTTGC TG et al., 2000
ACA AGC AAA AGA ATA CAG CG
et 220 GTTTTTGGCTGCTTCTCT TG
sea 102 GGT TAT CAATGT GCG GGT GG
CGGCACTTTTTTCTCTTC GG
GTATGG TGG TGT AAC TGA GC
seb 104 CCA AAT AGT GACGAG TTAGC
AGA TGA AGT AGT TGATGT GTATGG Mehrotra
> ol CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG et al., 2000
CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG
sed 178 ATT GGTATTTTTTTT CGT TC
AGG TTTTTT CAC AGG TCATCC
> 209 CTTTTTTTT CTT CGG TCA ATC
ecA £10 TGT CCGTAACCT GAATCAGC Tsuchizaki
GAC AAACTC CCA CCT ATC GC et al., 2000

RESULTS and DISCUSSION

In the present study, S. aureus was isolated in 8% (6 strains) of 75 analysed buttercream samples
and five of them were positive for coagulase enzyme activity. Five of the isolated strains were
recovered from raw samples and only one was isolated from pasteurized buttercream purchased
from local bazaars sold by weigh in 20 kg tin package. Pasteurized milk products can harbour
S. aureus with various ways such as insufficient pasteurization or recontamination via

environments of manufacturing plants and/or food handlers. Thus, the presence of S. aureus in
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raw and pasteurized milk/dairy products is possible (Mohammadi and Hanifian, 2015). S.
aureus contamination levels in the samples, with a mean of 2.63 log cfu/ml, were found 3.00
log cfu/ml, 2.85 log cfu/ml, 2.30 log cfu/ml, 2.30 log cfu/ml (pasteurized sample), 3.04 log
cfu/ml and 2.30 log cfu/ml. Tomar and Akarca (2018) studied S. aureus in Afyon kaymak
samples and detected it minimum 1.76 log cfu/g, maximum 6.56 log cfu/g and mean 4.24 log
cfu/g in samples from family or small plants. They also determined S. aureus in the samples
collected from industrial plants at the counts of minimum 0 log cfu/g, maximum 4.35 log cfu/g
and mean 2.24 log cfu/g.

S. aureus strains were subjected to PCR confirmation by using specific primers for S. aureus
(Martineau et al., 1998) and four of coagulase positive strains were confirmed. Pasteurized
buttercream isolate was among strains of the PCR confirmed. In the present study none of the
isolates harboured virulence trait genes staphylococcal toxic shock syndrome toxin (tss),
Panton-Valentine leukocidin (pvl), exfoliative toxins (eta and etb) and staphylococcal
enterotoxin genes A (sea), B (seb), C (sec), D (sed), E (see) according to the results of classical
PCR. In Tunisia, a recent study showed the presence of sea, seb, sec, see, sel, sej and tst (shock
syndrome toxin) genes in milk and dairy (including butter) isolates of S. aureus (Gharsa et al.,
2019). Similar results were also reported in Algeria as the determination of sea, seb, see, seh
and sep genes in milk and dairy products (Titouche et al., 2019). Another study performed by
Dan et al. (2019) in milk samples showed the absence of virulence trait genes eta, etb, pvl and

the presence of tst gene.

Additionally the presence of mecA gene responsible for methicillin resistance was studied and
none of the strains had mecA gene. MRSA is emerging threat to the health of the public involved
in hospital, livestock and community acquired infections. MRSA is an important pathogen
around the world because of the fact that it may include the human food chain and contaminate
milk and dairy products causing foodborne diseases (Basanisi et al., 2017). Contrary to our
results the occurrence of mecA gene in milk and dairy products was reported in several studies
(Jamali et al., 2015; Basanisi et al., 2017; Ektik et al., 2018; Titouche et al., 2019; Dan et al.,
2019).

Breeding of dairy cows is prevalent at Harmancik, Biiylikorhan and Orhaneli districts in Bursa

city. Thus sale and consumption of buttercream is very common and people generally use
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buttercream instead of butter or they make their butter from it themselves. The results of our
research demonstrated coagulase positive S. aureus contamination in buttercream samples
collected at different times. Improper or insufficient storage of buttercream may increase the
risk of S. aureus intoxication for public health. Fortunately, none of the isolated strains
harboured a pathogenicity determinant. As a result, use of good quality milk and much attention
to hygiene in the production, processing line, preservation and maintenance of the cold chain
at the transport is necessary for buttercream industry. Processing of foods is remarkably
efficient at killing bacteria when it was done properly, so buttercream processing line should
be revised to achieve that pathogens are not allowed to survive in contaminated samples by

their manufacturers.
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OZET

Ukemizde aricilik sektoriiniin giin gectikce gelistigi ve buna bagl olarak aricilik iiriinlerinin
cesitliliginde artis oldugu goézlenmektedir. Bu gesitlilik igerisinde 6n plana ¢ikan tiriinlerinin
basinda polen gelmektedir. Polen, arilarin biiyiiyiip gelismelerini tamamlayabilmeleri ve salgi
bezlerinin gelismesi i¢in gerekli olan baslica protein kaynagidir. Polen taneleri ortalama %30.8
karbonhidrat, %22.7 protein, %5.1 lipit, %1.6 makroelement, %0.02 iz element icerigi ile
degerli bir besin kaynagi olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Insan organizmasi i¢in gerekli olan tiim
temel aminoasitleri iceren polen taneleri ayn1 zamanda linoleik ve linolenik asit acgisindan
oldukca zengindir. Bu calismada Tirkiye’nin farkli bdlgelerinden temin edilen polen
orneklerinde Clostridium botulinum varliginin belirlenmesi amaglanmstir. Karadeniz (n:44),
akdeniz (n:28), i¢ anadolu (n:24), ege (n:14) ve dogu anadolu bolgelerinden (n:10) toplanan
toplam 120 adet polen Ornegi materyal olarak kullanilmistir. Etken izolasyonunda FDA
tarafindan belirlenen konvansiyonel yontem, identifikasyonda ise konvansiyonel yontem ve
Real Time PCR teknigi birlikte kullanilmistir. Sonug olarak, analiz edilen 6rneklerden yalnizca
1’inde (120/1-%0.83) (karadeniz bolgesinden temin edilen) C. botulinum etkeni saptanmugtir.
Diinyada aricilik iirlinii kaynakli botulismusa neden olan vaka sayis1 iilkeler bazinda farkl

oranlarda bildirilmektedir ancak iilkemizde boyle bir durum heniiz resmi olarak rapor
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edilmemistir. Bununla beraber yapilan bu ¢alisma {ilkemizde polen kaynakli C. botulinum
etkeninin arastirildigi ilk ¢aligma niteligindedir.

Anahtar kelimeler: Clostridium botulinum, Polen, Real-Time PCR
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ABSTRACT

Recently, it has been observed that the beekeeping sector is developing day by day in Turkey
and consequently there is an increase in the variety of beekeeping products. Pollen is one of the
leading products of this diversity. Pollen is the main source of protein for bees to grow and
development of their secretory glands. Pollen grains stand out as a valuable food source with
an average content of 30.8% carbohydrate, 22.7% protein, 5.1% lipid, 1.6% macroelement and
0.02% trace element content. Pollen grains contains all the essential amino acids necessary for
the human organism and also rich in linoleic and linolenic acid. In this study, it is aimed to
determine the presence of Clostridium botulinum in pollen samples obtained from different
regions of Turkey. A total of 120 pollen samples collected from Black Sea (n:44),
Mediterranean (n:28), Central Anatolia (n:24), Aegean (n:14) and Eastern Anatolia regions
(n:10) were used as materials. Conventional method determined by FDA was used for the
isolation. Conventional method and Real Time PCR technique were used for identification. As
a result, it was detected that only 1 sample (obtained from the Black Sea region) was positive
for the presence of C. botulinum (120/1-0.83%). The number of cases that cause botulism due

to beekeeping products is reported at different rates in countries around the world, but such a

84


mailto:sibel.kanat@omu.edu.tr

situation has not been officially reported in Turkey yet. Furthermore, this study is the first
investigation of the pollen-induced C. botulinum in our country.

Keywords: Clostridium botulinum, Pollen, Real-Time PCR
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GIRIiS

Diinya aricilik verilerine bakildiginda yaklasik 91 milyon adet ar1 kovan1 bulunmakta ve
tiretilen bal miktar1 1.8 milyon ton olup, bal iiretiminde 490 bin ton ile Cin ilk sirada, 105 bin
tonluk iretimi ile Tirkiye ikinci sirada yer almaktadir (Anon, 2019). Tiirkiye’de 2013 yilinda
80 bin civarinda olan aricilik isletme sayisi, 2017 yilina gelindiginde % 4.1 oraninda artig
gostererek 83 bine yiikselmistir (Anon, 2018). Diinyada aricilik {irlinleri icerisinde bal, bal
mumu, ar1 siitii, ar1 zehri, polen ve propolis gibi iirlinlerin 6nemli bir pazar haline gelmesine ve
her gecen giin aricilik sektort ile ilgili toplumsal farkindaligin artmasina ragmen bu {irtinlerle

ilgili saglikl: istatistiksel veriye rastlanilamamistir.

Bal arilarinda, koloninin gelismesinde kulucka faaliyeti 6nemli bir rol oynamaktadir. Larvalarin
gelismelerini saglayabilmesi icin proteince ¢ok zengin olan is¢i arlarin hypopharyngeal ve
mandibular bezlerinden salgiladiklar1 bir salgiyla (royal jelly) beslenmeleri gerekmektedir.
Geng is¢i arilar bu salgiy1 tiretebilmek igin bolca polen tiikketmek zorundadir (Ramanathan ve
ark., 2018). Polenler, tohum bitkilerinin anterinde 2,5-250 um biiyiikligiinde graniil seklinde
olup, ¢ift katmanli bir hiicre duvari ile kaplhdir. Polen yiizeyinde arilarin abdomenlerine
yapismasini kolaylastiran ¢ok sayida gbézenek ve balzam tabakasi vardir. Arilar viicutlarina
bulasan bu polenleri diizenli hareketlerle bir araya getirir, tiikiiriik bezi veya nektar salgilari ile
karistirrlar  ve arka bacaklarmin tibialarina yerlestirilmis 6zel sepetlere (corbicula)
yerlestirirerek kovana tasirlar (Li ve ark., 2018). Donadieu (1983), bir kovanda yilda 30-40 kg
polen toplandigini bu polenlerin bir kismimin ayn1 mevsimde kullanilip, diger kisminin ise ertesi

yil kullanilmak {izere yavru biiyitiilmekte olan gozlerin etrafina depo edildigini kaydetmistir.

Botulismus; anaerob, spor olugturma 6zelligindeki Clostridium botulinum’un vejetatif formlar1
tarafindan olusturulan neuro paralitik 6zellikli toksinlerin alinmasi sonucu olusan, yiiksek
mortaliteye sahip bir intoksikasyondur (Oguma ve ark., 1990). C. botulinum; Gram (+), sporlu,
hareketli, immunolojik yontemlerle birbirinden ayrilabilen 8 ayr1 toksin (A, B, C1, C2, D, E, F,
G) olusturma karakterinde olan anaerob bakteridir. insanlarda gériilen botulismus olgularma A,
B, E, F tipleri neden olmaktadir (Hatheway, 1995; Galazka ve Przybylska, 1998; Aureli ve ark.,
1999; Brett, 1999; Kuusi ve ark., 1999; Therre, 1999; Varma ve ark., 2004). C. botulinum ile
kontamine olan gidalarda alinan toksinler ince bagirsaklarda emilir, kan dolagimi yoluyla taginir

ve sonunda sinir sistemi tarafindan absorbe edilirler. Toksinler basta periferal sinirler olmak
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tizere spesifik olarak sinir sistemi {izerine etkili olmaktadir. C. botulinum varliginin ballarda
bulunmasi iistiinde en fazla durulan konulardan biri olup, literatiirlerde infant botulismusuna
neden olan temel gida bal olarak bildirilmektedir (Midura, 1996). infant botulismusda etkenin
minimal infeksiyon dozunun 10-100 spor arasinda oldugu belirtilmis olup, bal 6rneklerinde C.
botulinum prevelansi tizerine yapilan g¢alismalarda etkenin balda bulunma oranmi % 2-26
arasinda saptanmustir (Austin, 2016). Bununla birlikte polen 6rneklerinde C. botulinum varhig:
ile 1lgili sinirh sayida ¢alismaya ulasilmis olup, Nevas ve ark. (2006), arastirmalarinda 61 polen
orneginin 4’iinde (%7) etkeni tespit etttiklerini bildirmisler, arastirmacilar izolatlarm 1

tanesinin tip E, 3’linilin ise tip B toksin olusturma kabiliyetinde oldugunu saptamislardir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada Tiirkiye nin farkli bolgelerinden temin edilen polen drneklerinde C. botulinum
varligmin belirlenmesi amaglanmustir. Karadeniz (n:44), Akdeniz (n:28), i¢ Anadolu (n:24),
ege (n:14) ve Dogu Anadolu bolgelerinden (n:10) toplanan toplam 120 adet polen 6rnegi
materyal olarak kullanilmistir. Analiz edilecek olan polenlerden homojen 6rnekleme yapilmis
olup 10 g polen 6rnegi 90 ml %1’lik tween 80 (Merck, 822187) icerisinde homojenize
edildikten sonra 65 °C’lik su banyosunda 30 dk siireyle olas1 etkenin spor formundan vejetatif
forma gegmesi i¢in beklenmistir. Siire sonunda 6rnekler 30 dakika siiresince 9000 g’de (Niive
NF 800R, Turkey) santrifiij edilmis ve siipernatant 0.45 pm’lik (47 mm- Sartorius, 11406)
filtreden gecirilmistir. Daha sonra mevcut filtreler 9 ml’lik TPGY mediuma [Tryptose-peptone-
glucose-yeast extract (Special Peptone, Oxoid LP72; Peptone Bacteriological Neutralized,
Oxoid L34; D(+) Glucose, Anhydrous Merck 346351; Yeast Extract, Oxoid LP21; Sodium
Thioglycolate, Merck 106691; pH: 7.240.2)] eklenmistir. TPGY mediumdaki 6rnekler
anaerobik kosullarda 7-10 giin siireyle 26-28 °C’de inkubasyona birakilmis ve 5. giinden
itibaren tiipler bulaniklik ve gaz olusumu ydniinden gdzden gecirilmistir. Inkubasyon siiresinin
sonunda gaz olusumu ve bulaniklik yoniinden siipheli bulunan tiiplerden bir 6ze dolusu alinarak
AEA agar’a [Anaerobic Egg Yolk Agar: (Yeast Extract, Oxoid LP21; Tryptone, Oxoid LP42;
Proteose Peptone ,0xoid LP72; Agar Bacteriological, Oxoid LP11; Sodium Chloride, Merck
567440; Egg Yolk Emulsion Oxoid SR47; pH: 7.0+0.2)-Gas Generating Kit (Oxoid, BR38)]
gecilmis ve 35°C’de 48 saat siirede anaerobik kosullarda inkubasyona birakilmistir. Kat1 besi
yerinde tipik koloni varlig1 (proteolitik aktiviteye bagli koloni etrafindaki zon olusumu tipik
kabul edilmistir) degerlendirilerek siipheli kolonilere gram boyama yapilmistir. Mevcut siipheli

koloniler TPGY mediumda subkiiltiire edilerek benzer sekilde anaerobik kosullarda 3-5 giin
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siireyle 26-28 °C’de inkubasyona birakilmistir. Daha sonra siipheli kolonilerden DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon asamasinda TPGY mediuma alinan izolatlar 35 °C’de
24 saat bekletildikten sonra vortekslenerek steril ependorflara 1.5 ml alinmistir. Ependorf
tiipleri 14.000 g’de 2 dk siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak bakteri peleti 1.0
ml PBS (pH 7.4) ile yikanip tekrar 14.000 g’de 2 dk siireyle santriflij edilmistir. Resilispense
edilen pelete 400 ul PBS ve 100 ml voliimde lizozim (10 mg /ml) ve TE buffer (10mM Tris +
1 mM EDTA, pH 7.4) eklenerek 37 °C’lik su banyosunda 15 dk bekletilmistir. inkubasyon
sonunda tiiplere 10 pl Proteinase K (10 mg Proteinase K/ml TE buffer) ilave edildikten sonra
su banyosunda 60 °C’de 1 saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonrasinda 10-15 dk
stireyle su banyosunun disma alinan tiipler tekrar 10 dk siireyle kaynayan su banyosunda
bekletilmis ve silire sonunda 14.000 g’de 2 dk santrifiijii gergeklestirilmistir. Santrifiij
asamasindan sonra siipernatant kismmdan 50 pl almarak 1 ml Sodyum asetat (3M) ve 1 ml
ethenol (% 95) ile karistirilmistir. Daha sonra karisim -70 °C’de 30 dakika siireyle bekletilmis
ve siire sonunda ekstraksiyon asamasi tamamlanarak PCR igin -20 °C’de saklanmustir (Austin,

1998; Nevas ve ark., 2002; Anon, 2011).

Real-Time PCR analizi CFX96 Touch™ Real time PCR Detection System (Bio-Rad
785BR14884) ve SsoAdvanced Universal Inhibitor Tolerant SYBR Green Supermix (172-
5017) kiti kullanilarak gerceklestirildi. C. botulinum’un tespitinde complement gen bélgesi i¢in
spesifik olarak tasarlanan primerler kullanildi1 (Tablo 1). Toplam 20 pl reaksiyon hacmi i¢in;
10 pl SsoAdvanced Universal IT SYBR Green Supermix (2x) (Bio-Rad, ABD) 50-100 ng kalip
DNA (2,5 ul), 0,5 ul primer ve nuclease-free H2O (6,5 ul) kullanildi. Termal dongii kosullar1
(Bio-Rad CFX96 Touch™); 98 °C de 3 dk polimeraz aktivasyonu ve DNA denatiirasyonu, 98
°C de 10 sn ve 60 °C de 30 sn’ de 35 dongii ve 65°C den 95 °C ye her 2 sn de 0,5 °C artisla
melt curve analizi seklinde gergeklestirildi. Testin giivenilirligini artirmak ve yanls negatif
sonuglarin tanimlanmasi amaciyla Hoffmann ve ark. (2006), tarafindan tasarlanan tablo 1°de
belirtilen bir dahili amplifikasyon kontrolii (IC-1F, 1C-2R) kullanildi. Calismada kullanilan
primerlerin spesifitesinin belirlenmesi amaciyla Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve
Clostridium perfringens ATCC 13124 bakteri suslar1 kullanildi.
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Tablo 1. Real-PCR igin kullanilan primerlerin niikleotid bilgileri

Primer Dizi Amplikon Kaynak
(57----- 3’) boyutu
(bp)
C.
botulinum
ACAAAAGGAATTCTTGAAAGTA 249 Gen Bank: CP027778.1
F GGT
R AGATGCTGCATGAGCGAATCTA
Internal
Control GACCACTACCAGCAGAACAC 177 (Hoffmann ve ark.,
IC-1F CTTGTACAGCTCGTCCATGC 2006)
IC-2R

BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen polen 6rneklerinde Clostridium

botulinum varliginin belirlenmesi amaglanmistir. Karadeniz (n:44), akdeniz (n:28), i¢ anadolu

(n:24), ege (n:14) ve dogu anadolu bolgelerinden (n:10) toplanan toplam 120 adet polen 6rnegi

materyal olarak kullanilmis olup, analiz edilen 6rneklerden yalnizca 1’inde (120/1-%0.83)

(karadeniz bolgesinden temin edilen) C. botulinum etkeni saptanmustir. Bu ¢alisma iilkemizde

polen kaynakli C. botulinum etkeninin arastirildig: ilk ¢alisma niteligindedir.
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Sekil 1. C. botulinum pozitif saptanan 6érnegin SYBR Green Real Time PCR’da belirlenen
amplifikasyon grafikleri ve erime egrileri (A-Amplifikasyon egrileri; Pozitif Kontrol (PK),
Internal Amplifikasyon Kontrolii (IAC), Numune (N) B- Erime egrileri)

Bal Orneklerinin analizi ile birlikte C. botulinum prevelansi iizerine yapilan g¢alismalarda
etkenin balda bulunma siklig1 % 2-26 arasinda saptanmustir (Austin, 2016). Bununla birlikte
bazi arastirmacilarin Kanada, Fransa, Almanya ve Norveg'te bal Orneklerinde yaptiklari
caligmalarda etken tespit edilmemistir (Flemming ve ark., 1980; Hartgen, 1980; Hetland, 1986;
Hauschild ve ark., 1988; Nakano ve ark., 1990; Delmas ve ark., 1994). Bununla birlikte
Sugiyama ve ark. (1978), Amerika Birlesik Devletleri’nde yaptiklar1 ¢alismada 241 bal
orneginin 18’inde C. botulinum etkenini saptamis olup bunlardan 11’inin A tipi, 7’sinin ise B
tipi toksin olusturma yeteneginde oldugunu tespit etmistir. Schocken-Iturrino ve ark. (1999)
Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada 85 bal 6rneginin 6’sinda C. botulinum etkenini saptadiklarini
bildirmiglerdir. Nakano ve ark. (1990), Japonya’da yaptiklari ¢alismada 270 bal 6rneginin
23’linde etkeni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Nakano ve Sakaguchi (1991), Japonya’da
yaptiklari caligmada 36 bal 6rneginin 1’inde F tipi toksin meydana getiren C. botulinum etkenini
belirlemislerdir. Monetto ve ark. (1999), Arjantin’de yaptiklar1 ¢alismada 44 bal drneginin
2’sinde etkeni saptayarak bunlarm A ve F tipi toksin olusturma kabiliyetinde olduklarini
belirlemiglerdir. Huhtanen ve ark. (1981), Amerika Birlesik Devletleri’nde yaptiklari calismada
analiz ettikleri 80 bal 6rneginin 10’unda A ve B tipi toksin 6zelliginde olan izolatlarin varligina
dikkat ¢cekmislerdir. Du ve ark. (1991), Tayvan’daki ¢aligmalarinda 152 bal 6rneginin 2’sinde

etkenin B tipi toksin olusturma kabiliyetinde oldugunu tespit etmislerdir. Criseo ve ark. (1993),
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Italya’da yaptiklari calismada 39 bal rneginin 2’sinde B tipi toksin varhgmmn bulundugu etkeni
identifiye etmislerdir. Yapilan litaretiir taramalarinda {ilkemize ballarada C. botulinum varligina
yonelik caligmalardan Kiipliili ve ark. (2006), yapmis oldugu bu ¢alismada 48 bal numunesinin
6’smda etken tespit etmislerdir. Giiciikoglu ve ark. (2014), 150 bal 6rneginin 4’iinde (% 2.6) C.
botulinum etkeni saptamiglar etkenin toksin tipinin multipleks PCR ile yapilan molekiiler
degerlendirmesinde ise, toplam 4 izolatin 3’tinde (%75) C. botulinum tip A, 1’inde ise (% 25)
C. botulinum tip B toksin geni tespit etmislerdir. Mustafina ve ark. (2015), Kazakistanda
yaptiklari galismada 110 bal 6rneginin 43 iiniin (%39) Clostridium spp. ile kontamine oldugunu
ancak bunlardan yalnizca 1’inde (110/1-%0.98), C. botulinum varligini tespit ettiklerini,
etkenin tip A karakterinde oldugunu bildirmislerdir. Yapilan literatiir taramalarinda polen
orneklerinde C. botulinum varhigt ile ilgili siirli sayida ¢alismaya ulasilmis olup, Nevas ve ark.
(20006), aricilik iirtinlerinde C. botulinum varligi ile ilgili arastirmalarinda 61 polen 6rneginin
4’iinde (% 7) etkeni tespit ettiklerini bildirmisler, arastirmacilar izolatlarin 1’inin tip E, 3’{iniin

ise tip B toksin olusturma kabiliyetinde olduklarini saptamiglardir.

C. botulinum ile aricilik iiriinlerinin kontaminasyonunun yetistirme sartlari, bakim ve besleme,
cevresel faktorler ve isleme tesislerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim baldaki
prevalansin, arilarin koku ve tuz igeriginden dolay1 kirli bir su kaynagini tercih etme egiliminde
olduklari, bu nedenle, organik artiklarla kirlenmis sularin arilar1 ¢ektigi, ciftliklerden ve tarim
alanlarindan gelen Kkirliliginin C. botulinum riskini olusturabildigi ifade edilmektedir
(Mustafina ve ark., 2015). Nevas ve ark. (2006), bal Orneklerinin C. botulinum ile
kontaminasyonunun olasi kaynaklarii arastrrmuslar, ar1 (156/14-%10), bal mumu (176/40-
%23), petek bal (180/43-%24), siizme bal (100/10-%10), ar1 besleme seker ¢ozeltisi (87/6-%7),
polen (234/30-%22) ve toprak (235/73-%31) orneklerinde etkeni saptamuslar, bal drneklerine
C. botulinum’un temel bulagsma kaynagmnin toprak oldugunu devaminda etkenin kovana
kontaminasyonu sonucu arilarin i¢ organlarinda ve balmumu ve petek gozlerinde bulundugunu

saptamislar ve ¢evresel kontaminasyonla beraber kovan hijyenine dikkat ¢ekmislerdir.

Analiz edilen polen drneklerinde C. botulinum 'un varhiginin potansiyel bir tehlike olabilecegini
ortaya konmustur. Ancak bu konunun yeterince degerlendirimesi adma smirli sayida veri
bulunmaktadir. Bu nedenle, iilke bazinda daha detayli epidemiyolojik ¢aligmalarm yapilmasi

gerektigini, halk saglig1 konseptine uygun olarak insan orjinli etkenler ile gidalardan izole
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edilen etkenlerin karsilastirmali olarak yakinlik derecesine bakilmasinin ve etkenin atibiyotik

direng profilinin ortaya konmasinin gerektigini dneririz.
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OZET

Bu galigmada 1zgarada pisirmenin geleneksel Tiirk koftelerinde E.coli O157:H7’yi inaktive
etmekteki etkinliginin arastirilmasi1 amacglanmistir. Bu amagcla, lilkemizde sikca tiiketilen
kofteler olan inegdl ve kasap kofteler calisma materyali olarak segildi. Kofteler 7+1 logio kob/g
civarinda E.coli O157:H7 inokiile edilen kiymadan hazirlandi. Pisirme deneyleri i¢in 170°C ve
180°C olmak iizere iki farkli 1zgara sicakligi kullanildi. Kofteler, merkez sicakliklar1 temel
almarak orneklendi ve 50°C-90°C arasinda merkez sicakligindaki her 5°C’lik artista 6rnekler
almdi. Pisirmede canli kalan patojen sayimlar1 segici besiyeri kullanilarak yapildi. Sonuglar,
>5logi1o kob/g inaktivasyonun saglanabilmesi i¢in 170°C’de pisirilen inegdl ve kasap kofteleri
ile 180°C’de pisirilen inegdl ko ftelerinin merkez sicakliklarmin 85°C’ye ulasmasi gerektigini
gostermistir. Patojen sayisinda gerekli diisiisiin saglanabilmesi i¢in, 180°C’de pisirilen kasap
koftelerinde ise merkez sicakligin 80°C’ye ulasmasi gerektigi tespit edildi. Caligma
sonuglarinin gida giivenliginin saglanmasi i¢in bu koftelerin satigini yapan gida isletmelerine
fayda saglayacag diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: E.coli O157:H7, 1zgara, inaktivasyon, kofte, pisirme
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of grilled cooking process on thermal
inactivation of E.coli O157:H7 in traditional Turkish meatballs. For this purpose, the most
frequently consumed traditional meatballs in our country, which are Inegdl and kasap meatballs,
were chosen. Ground meat was inoculated around 7+1 logio cfu/g with E.coli O157:H7 and the
meatballs were prepared from inoculated ground meat. Two different cooking temperatures,
170°C and 180°C, were used for the cooking experiments. Sampling was made based on the
internal temperature of the meatballs and the meatballs were sampled at every 5°C raise in the
internal temperature between 50°C-90°C. Survivors of the pathogen were enumerated by using
selective media. The results show that, to achieve >5logio cfu/g decrease in the pathogen count,
the internal temperature of the Inegdl and kasap meatballs cooked at 170°C and the Inegdl
meatballs cooked at 180°C, should reach to 85°C. The required decrease was achieved in the
kasap meatball cooked at 180°C when the internal temperature reached to 80°C. The results of
this study would provide assistance to food establishments, which serve these meatballs to
consumers, in order to provide safety of these products.

Keywords: cooking, E.coli O157:H7, grill, inactivation, meatball
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GIRIiS

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Escherichia coli O157:H7 shigatoksijenik E.coli
serogruplarinin en yaygimidir. Dondurma, sogutma ve asidik ortamlar gibi ¢esitli stres
kosullarina kars1 dayanikli olmasi dolayisiyla ¢esitli gida ortamlarinda ve dogada canliligini
uzun siire koruyabilmektedir. Siit, et, su ve topraga bulasmasiyla tiim ¢evreye yayilmaktadir
(Semenov ve ark., 2010). Baslica kaynag1 sigir eti ve iirlinleri olmakla beraber, gevis getiren
hayvanlar ile gida zincirine gecisleri s6z konusu olabilmektedir (USDA, 2010). ABD’de her yi1l
meydana gelen 265.000 STEC enfeksiyonunun %36’smi1 E. coli O157:H7 olusturmaktadir.
Ozellikle ¢ocuklar ve yashlarin daha ¢ok etkilendigi E. coli O157:H7 enfeksiyonlari, insanlarda
hemolitik iiremik sendroma (HUS) neden olabilmektedir (CDC, 2014). Escherichia coli
0157:H7, ilk olarak 1982 yilinda az pismis hamburger kofteleri kanaliyla neden oldugu salginla
dikkatleri iizerine ¢ekmistir (Park ve ark., 2010). Son yillarda et tiriinleri disinda ¢esitli gidalarla
da neden oldugu salgimlar raporlanmis olsa da (CDC, 2019; CDC 2018; CDC 2017a; CDC
2017b), enfeksiyonlarm biiylik kismi yetersiz pisirilen ya da ¢ig tiiketilen, kiyma igerikli
gidalarm tiiketilmesinden kaynakli olmaktadir (Erol, 2007). Et ve iirtinleri kesimhanelerde
derinin yiiziilmesi ve i¢ organlarin ¢ikartilmasi sirasinda kontamine olmaktadir. Etin iglenmesi
sirasinda yiizeyden i¢ kisimlara gecen patojenler, yeterli 1s1 islemi uygulanmadigi taktirde canli

kalabilmekte ve hastaliga neden olabilmektedir (Ertas ve ark., 2013).

Ulkemizde ko fte oldukga yaygin tiiketilen bir et iiriiniidiir. Kasap ve Inegdl kdfteler sikca tercih
edilen koftelerin basinda gelmektedir. Koftelerde gida giivenligi agisindan en 6nemli bariyer
pisirme islemi olmaktadir. Termal inaktivasyon ¢alismalar1 genellikle kontrollii kosullar altinda
gerceklestirilmektedir. Ancak, ev tipi veya restoran tipi pisirme metotlar1 kullanilarak pisirme
etkinliginin belirlenmesinin uygulama sahasina dnemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu
amacgla ¢alismada en sik tiiketilen kofteler olan kasap ve Inegdl koftelerdeki E. coli
O157:H7’nin termal inaktivasyonunun 1zgarada pisirme yontemi ile gergeklestirilerek uygun

merkez sicakligmin belirlenmesi amaglanmistir.
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MATERYAL VE METOD

Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Kasap ve Inegol Koftelere Inokiilasyonu

Calismalarda kullanilan E. coli O157:H7 suslar1 (ATCC 35150, ATCC 43894, ATCC 43895,
RSKK 232, E. coli 0157:H7) Usak Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan temin edildi. Buzdolabinda
(+4°C) saklanan stok kiiltiirden alinan E. coli O157:H7 suslar1 Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 18-24 saat gelisime birakildi. Inkiibasyon sonunda
kiiltiirler 4000 devirde 4dk santrifiij edildi ve dibe ¢oken pelletler %0,9’luk NaCl ile kirildi.
Ardindan yeniden santrifiij edilen tiiplerden siipernatant uzaklastirilarak pellet elde edildi.
Yukarida bahsedilen 5 E. coli O157:H7 susunun pelletleri kirildiktan sonra esit miktarda
karstirilarak kokteyl elde edildi. Elde edilen bu kokteyl kofte hamuruna inokiile edildi.
Inokulasyon ile kdfteler 7+1 log kob/g E.coli O157:H7 ile bulastirildi.

Kasap ve Inegil Kiftelerinin Pisirilmesi

Kasap ve Inegol kofteler 170°C ve 180°C’ye 1sitilmus elektrikli 1zgarada pisirildi. Pisirme islemi
esnasinda kofte merkez sicakliklar1 50°C-90°C arasinda her 5°C’lik artislarda 6rnekleme

yapilarak mikrobiyolojik analizler gergeklestirildi (Ilhak ve ark., 2013).

Mikrobiyolojik Analizler

Ornekleme amaciyla 1zgara iizerinden alinan kéfteler derhal sogutularak (buzlu su) sicaklik
artiginin devam etmesi O6nlendi. Daha sonra mikrobiyolojik ekimi yapilan koftelerde E. coli
0157:H7, 35°C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra Sorbitol MacConkey (SMAC, Merck) agar
tizerinde sayild1 (Dikici, 2015).

Istatistiksel Analizler

Log kob/g’a doniistiiriilen koloni sayilari, kofte ¢esidi x merkez sicaklik x tekerriir modeline

gore varyans analizine (ANOVA) tabi tutuldu. GLM prosediiriine gore, Fisher’s Least
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Significant Difference testi ile ortalama degerleri ayristirildi. Analizler i¢in Statistical Analysis
System (SAS) programi kullanildi (SAS, 1999).

BULGULAR ve TARTISMA

USDA-FSIS’a gore gida giivenligi ve halk sagligi agisindan, pigirme sirasinda merkez
sicakligm 71,1°C olmasina ve 5D’lik patojen inaktivasyonuna dikkat edilmesi gerekmektedir
(USDA-FSIS, 2019). Elde ettigimiz sonuglara gore, 5 log kob/g E. coli O157:H7 inaktivasyonu
170°C’de pisirilen kasap ve Inegdl koftelerinde merkez sicakligi 85°C’ye ulastiginda
saglanmustir (Grafik 1 ve Grafik 2). 180°C’de pisirilen koftelerde ise, kasap kofte igin merkez
sicaklig1 80°C’ye (Grafik 3) Inegdl kofte icin de 85°C’ye ulastiginda tespit edilmistir (Grafik
4).

Literatiirde pisirme islemi ile saglanan termal inaktivasyon c¢alismalari ¢ok fazla
bulunmamaktadir. Genellikle termal inaktivasyon ¢aligsmalar1 kontrollii kosullarda D degerinin
hesaplandigi ¢alismalardan olugsmaktadir. Ancak pisirme sirasinda bir¢ok degisken patojenlerin

inaktivasyonuna tesir edebilmektedir.

Log kob/g
w
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Kofte Merkez Sicakligi

Grafik 1. 170°C Izgara Sicakhiginda Pisirilen Kasap Kéfte Orneklerindeki Escherichia coli
0157:H7 nin Termal Inaktivasyonu.
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Shen ve arkadaslar1 (2010), dana kiymasina 6,4 log kob/g E. coli O157:H7 inokiile etmislerdir.
205°C firin sicakliginda, merkez sicaklik 65°C’de iken 3,1 log kob/g E. coli O157:H7 varligin1
tespit etmislerdir. Pisirme yontemi farkli olsa da benzer sonug bu ¢alismada 180°C’de pisirilen
kasap koftelerde elde edilmistir (Grafik 3). Ancak aym sicaklikta Inegdl koftelerde merkez
sicakligr 65°C’ye ulastiginda yaklasik 2 log kob/g inaktivasyon gerceklestirilmistir. Ayni
sicaklikta Inegdl koftelerde inaktivasyonun kasap koftelere gore daha giic gergeklestigi tespit

edilmistir.

Log kob/g
w

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Kofte Merkez Sicakligi

Grafik 2. 170°C Izgara Sicakliginda Pisirilmis Inegdl Kofte Orneklerindeki Escherichia coli
0157:H7’nin Termal inaktivasyonu.

Termal inaktivasyonun belirlendigi caligmalar genellikle kontrollii su banyolarinda ince film
haline getirilmis kiymada veya besiyeri ortamlarinda gerceklestirilmistir. Gidalarla termal
inaktivasyonun gerceklestirildigi ¢alismalar ise literatiirde oldukg¢a az bulunmaktadir. ilhak ve
arkadaglar1 (2013), kiymali pidelerde sicaklik-zaman iligkisi lizerine ¢caligmalar yapmuiglardir.
Calismada 5 log kob/g’lik patojen inaktivasyonunun saglandigi degerleri firin sicakliginm min.
180°C ve min. 330 saniye (5,5 dakika) 1sil islem uygulamasi oldugunu belirtmiglerdir.
Luchansky ve arkadaslar1 (2014), dis ylizeyi yumurta ve pane ile kaplanmis pirzola etlerinde E.

coli O157:H7’nin termal inaktivasyonu iizerine ¢aligma yapmislardir. Pigirme islemi kanola
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yag1r ile yaglanmig olup 191,5°C’ye isitilmistir. Arastirmacilar, gidalarin kaplanmasi,

karbonhidratlar ve tuzlarin ilave edilmesi ile gida kaynakli patojenlerin termal direncini arttigini

bildirmislerdir.

Log kob/g

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Kofte Merkez Sicaklig

Grafik 3. 180°C Izgara Sicakliginda Pisirilmis Kasap Kofte Orneklerindeki Escherichia coli
0157:H7’nin Termal Inaktivasyonu.

Log kob/g
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Kofte Merkez Sicakligi

Grafik 4. 180°C Izgara Sicakliginda Pisirilmis Inegdl Kofte Orneklerindeki Escherichia coli
0157:H7’nin Termal inaktivasyonu.
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Sonug olarak, bu ¢alisma ile Inegdl ve Kasap koftelerde 5log kob/g inaktivasyonun 170°C’deki
1zgarada pisirme islemi yapilirken saglanabilmesi i¢in kofte merkez sicakliklarinin 85°C’ye
ulagmast gerektigi tespit edilmistir. Bu 1zgara sicakliginda iki kofte tipi arasinda ulasilmasi
gerecken merkez sicakligl agisindan fark goriilmezken 1zgara sicakligi arttirildiginda (180°C)
Kasap koftelerde gerekli inaktivasyonun Inegdl kofteye gore daha diisiik merkez sicakliginda

gerceklesebildigi belirlenmigtir.
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OZET

Kolistin, Enterobacteriaceae basta olmak tiizere Gram negatif bakterilere karsi etkili,
polimiksin E grubunda yer alan genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Artan antibiyotik direnci
nedeniyle kolistin, son yillarda insan hekimliginde son ¢are olarak kullanilan antibiyotik haline
gelmistir. Ancak si1gir, koyun ve kanatl hayvanlarinin gastrointestinal sistem infeksiyonlariin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismada, sigir ve koyun kaynakli Escherichia
coli O157’lerin fenotipik olarak kolistin direncinin belirlenmesi, plazmid aracili kolistin direng
genlerinin (mcr-1, mecr-2, mecr-3, mcr-4 ve mcr-5) varliginin arastirilmasi ve ilk olarak bir
kolistin direngli sorbitol fermentatif E. coli O157:H7’nin tiim genom sekans analizinin
yapilmasi amaglanmistir. izolatlarin  minimum inhitdr konsantrasyonlar1 (MIK) brot
mikrodilusyon yontemiyle, izolatlardaki mcr 1-5 genlerinin varligit PCR ile ve tiim genom
sekansi Illumina yeni nesil sekans analizi ile tespit edilmistir. Calismada 49 E. coli O157:H7
izolatindan sigir kdkenli besinin mcr-2 veya mcr-3 genlerinden en az birine sahip oldugu

belirlenmistir. Calismada sorbitol pozitif izolatlardan higbirinde mcr geni tespit edilmemis
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olmakla beraber, bir sorbitol fermantatif E. coli O157:H7 ile birlikte toplam {i¢ izolat 128
ng/ml'lik MiK degeri ile kolistine fenotipik olarak direcli bulunmustur. Sorbitol fermantatif E.
coli O157:H7’nin tiim genom analizinde, izolatin gen bankasindaki diger genom dizileriyle
%100 benzerlik gostermedigi ve yeni bir izolat oldugu ayrica 62 farkli antimikrobiyal direng
geni tasidigi saptanmustir. Bu ¢alisma sigir kokenli E. coli O157:H7 izolatlarinda plazmid
aracilt mcr-2 ve mcr-3 genlerinin varligi ve bir kolistin direngli sorbitol fermentatif E. coli
O157: H7'nin biitiin genom sekansi ile 1lgili ilk raporudur. Bulgular, sigirin 6nemli bir kolistin
direngli E. coli O157:H7 kaynagi olabilecegini ve kesimhane atik sularmin plazmid aracili
kolistin direng genlerinin yayilmasi i¢in bir yol oldugunu gostermistir. Ayrica direng
gelisiminin azaltilmasi i¢in veteriner hekimlikte kolistin kullanimmin yasaklanmasi konusu
dikkate alinmalidir. Ayrica, epidemiyolojik ¢aligmalarda sorbitol fermentatif E. coli O157:
H7'lerin gézden kagmamasi i¢in sorbitol fermentasyon bazli izolasyon protokoliiniin gézden
gecirilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnglilik, Kolistin, mcr, Sorbitol fermantatif E. coli

O157:H7, Tiim genom sekans analizi
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ABSTRACT
Colistin is a broad spectrum antibiotic of polymyxin E, effective against Gram negative
bacteria, including Enterobacteriaceae. Although, colistin has become as a last option in human
in the last decade due to the increased antibiotic resistance, it is widely used for the treatment
of gastrointestinal tract infections of cattle, sheep and poultry. This study aimed to investigate
the presence of plasmid-mediated colistin resistance genes (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-
5) in E. coli 0157 cattle and sheep isolates, along with their phenotypic resistance and whole
genome sequence analyse of a colistin resistant sorbitol fermentative E. coli 0157:H7. The MIC
of the strains were determined by broth microdilution, the presence of mcr 1-5 genes were
detected by PCR and whole genome squence analyse was performed by Illumina Next
Generation Sequencing. It was found that five of the 49 isolates harbored at least one of the
mcr-2 or mcr-3 genes. Although, mcr genes were not detected in any of the sorbitol positive

isolates, three isolates including a sorbitol fermentative were found resistant to colistin with a
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MIC value of 128 pg/ml. The genome of sorbitol fermentative isolate didn’t show 100%
similarity to any sequences in the genome database. Also this isolate carried 62 different
antimicrobial resistance genes. This is the first report of plasmid mediated mcr-2 and mcr-3
carrying E. coli O157:H7 cattle isolates and whole genome sequence of a colistin resistant
sorbitol fermentative E. coli O157:H7. Cattle can be an important source of colistin resistance
and slaughterhouse wastewater is a significant route for dissemination of the plasmid-mediated
colistin genes. The use of colistin in veterinary medicine may be considered to be banned to
reduce the development of resistance. Also it may be necessary to review the non-sorbitol
fermentation based isolation protocol for not missing the sorbitol fermentative E. coli O157:H7
in studies.

Keywords: Antibiotic resistance, Colistin, mcr, Sorbitol fermentative E. coli O157:H7, Whole

genome sequence analyse.
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GIRIiS

Kolistin, polimiksin E smifi igerisinde yer alan bir antibiyotiktir (Poirel ve ark., 2017). Insan
hekimliginde, Escherichia coli O157:H7 infeksiyonlarmimn tedavisinde kolistin kullanimi ciddi
bobrek toksisitesine yol agan Shiga benzeri toksin (Stx) salinimi nedeniyle tartismali olmakla
birlikte, sitotoksinlerin salinimini inhibe ederek vero hiicrelerini E. coli O157:H7’den korudugu
bildirilmistir (Percivalle ve ark., 2016). Bu nedenle, E. coli O157:H7’den kaynaklanan
infeksiyonlarin tedavisinde bir alternatif olan kolistinin kullanim1 6nem arz etmektedir.

E. coli O 157:H7; hemorajik kolitis (HC) ve hemolitik iremik sendrom (HUS) nedeni olarak
diinyanin bir ¢ok bolgesinde halk sagligini tehdit eden gida kaynakli en 6nemli patojenlerden
biridir (Doyle ve ark., 2006). Bakterilerin artan ¢oklu antibiyotik direncinden dolay1 son on on
yilda son gare antibiyotik olarak kullanim1 yeniden 6nem kazanmstir (Borowiak ve ark., 2017).
Ik plazmid aracili kolistin direng geni (mcr-1) 2015 yilinda tanimlanmis ve daha sonra mcr-2,
mcr-3, mcr-4 ve mer-5 direng genleri kisa stire i¢erisinde rapor edilmeye baglamistir (Carattoli
ve ark., 2017; Garcia ve ark., 2018; Liu ve ark., 2016; Xavier ve ark., 2016; Yin ve ark., 2017).
Yapilan bu caligmalar kolistin direncinin arttigimi  ve kolistin kullannmin  yeniden
degerlendirilmesi gerektigini isaret etmektedir. Bu calismada, sigir ve koyundan izole edilen
E. coli O157:H7*/H7" izolatlarinda plazmid aracili kolistin diren¢ genlerinin (mcr-1, mcr-2,
mcr-3, mcr-4 ve mcr-5) varligmin arastirilmasi, fenotipik olarak kolistin direncinin
belirlenmesi, ve kolistin direngli sorbitol fermentatif E. coli O157:H7’nin tiim genom sekans

analizinin yapilmas1 amag¢lanmuistir.

MATERYAL METOT

Daha onceki bir ¢alismada 720 sigir, 200 koyun ve 24 mezbaha atik suyuna ait 6rnekten izole
edilen 49 E. coli 0157 izolat dahil edilmistir. Bu izolatlarm 39’unun E. coli O157:H7" iken
10’unun E. coli O157:H7" oldugu belirlenmistir. Ayrica E. coli O157:H7" izolatlardan biri ve
E. coli O157:H7" izolatlardan {igliniin sorbitol fermentatif oldugu tespit edilmistir (Ayaz ve
ark., 2014; Gencay, 2014).

Izolatlardaki mcr-1, mcr-2, mecr-3, mcr-4 ve mcr-5 genlerinin varligi1 PCR ile aragtirilmagtir.

Izolatlarm minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MiK) broth mikrodiliisyon metodu kullanilmigtir

(Thermo Scientific, Sensititre FRCOL, West Sussex, UK) (Testteki kolistin araligi; 0,12-128 pg / ml).
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Sonuglar Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi’ne (EUCAST) gore yorumlanmis ve 2 pg/
ml'den yiiksek MiK degerleri direngli olarak kabul edilmistir.

Escherichia coli O157:H7 25KA izolatinin tiim genom sekans analizi yapilarak antibiyotik direng
genleri tespit edilmistir. Elde edilen genom dizisinin gen bankasindaki diger genom dizileri ile
kargilagtirilmas1 “MicrobialGenomeBlast” (www.ncbi.nlm.nih.gov) ile yapilmistir. PRINA503568

erisim numarasiyla gen bankasinda erisimi mevcut bulunmaktadir.

BULGULAR ve TARTISMA

Calismada, 49 sigir ve koyun koékenli E. coli O157 izolatindan besinin mcr-2 veya mcr-3
genlerinden en az birine sahip oldugu belirlenmistir. E. coli O157: H7" (210KB) ve E. coli
0157: H7" (34GA) izolatlar1 sadece mcr-3 igin pozitif iken, E. coli 0157:H7 44GA, 68GA ve
168K Aizolatlarinda hem mcr-2 hem de mcr-3 genleri tespit edilmistir (Tablo 1). Calismada yer
alan sorbitol pozitif izolatlarinin higbirinde mcr geni tespit edilmemis olmakla beraber, sorbitol
fermantatif E. coli O157:H7 susu (25KA) 128 pg/ml'lik MIK degeri ile kolistine fenotipik

olarak dire¢li bulunmustur.

Mikrodiliisyon test sonuglarma gore, ii¢ E. coli O157: H7 susu haricinde biitiin izolatlarin
kolistine duyarli oldugu tespit edilmistir. Duyarl izolatlarin MiK degerleri <1.0 ng/ml olarak
belirlenmistir.. 25K A ve 44K A suslarinda mcr genleri bulunmamasina ragmen sirasiyla 128 ug
/ ml ve > 128 ug / ml MIK degerleri ile kolistine fenotipik olarak direncli olduklar1 tespit
edilmistir.. Sadece 168KA hem fenotipik olarak direncli oldugu hem de mcr-2 ve mcr-3

genlerini barmdirdig: belirlenmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. E. coli O157 izolatlarinin kolistin direng profili.

Izolat kodu mcr-1  mer-2 mcr-3 mcr-4 mcr-5 MIK (ug/ml)
210KB? - - + - - 1.0

25KAP - - - - - 128

34GA° - - + - - 0.5

44GA° - + + - - 0.25

44K A - - - ; ; >128

68GA" - + + - - 0.5

168KA° - + + ; - 128

>0.5

Diger 42 izolat

& E. coli O157:H7"
b- sorbitol fermentatif E. coli 0157:H7"
® non-sorbitol fermentatif E. coli O157:H7*

Calismada, E. coli O157: H7 25KA susu sorbitol fermantatif karakterinin yani sira kolistine
fenotipik olarak direncli olmasi ancak mcr genlerinden herhangi birini bulundurmamasi
sebebiyle tercih edilerek tiim genom dizisi analizi yapilmistir. Yapilan tiim genom analizinde,
izolatin gen bankasindaki diger genom dizilerinin higbiriyle %100 benzerlik gostermedigi, ve
62 farkli antimikrobiyal direng geni tagidig1 tespit edilmistir.Bu ¢alisma, E. coli O157:H7 sigir
ve koyun izolatlarinda mcr-2 ve mcr-3 genlerinin ve bir kolistin direngli sorbitol fermantatif E.
coli O157: H7'nin biitiin genom sekansmi ortaya koyan ilk ¢alismadir. Mcr-1 su ana kadar
yapilan ¢aligmalarda hayvanlarda en yaygimn olarak tespit edilen kolistin direng geni olmasina
ragmen, izolatlarimizdan higbirinde bu gen veya mcr-4 ile mcr-5 genlerinin varligi tespit
edilmemistir. Bununla birlikte, birden fazla mcr geninin birlikte bulundugunu bildiren pek ¢ok
calisma mevcuttur (Fukuda ve ark., 2018; Garcia ve ark., 2018; Hernandez ve ark., 2017; Liu
ve ark., 2017; Rebelo ve ark., 2018). Ancak, yaptigimiz taramalara gére mcr-2 ve mcr-3

genlerinin ayni anda bulundugu bir ¢caligmaya rastlanmamastir.

Kromozomal aracili kolistin direncinde, pmrAB ve phoPQ sistemleri ile regiilator mgrB'ye
ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Cannatelli ve ark., 2013; Gunn,2008). Tiim gen sekans analizi
25KA izolatinin kromozomunda bu genleri barindirdigmni gostermistir. Ayrica 25KA, yine
kolistin direncinde rol oynayan fosfoetanolamin transferazi kodlayan eptA genini de

tasimaktadir. Bunlarin sonucu olarak, bakteri kolistin direncini elde edebilir.
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Bu ¢alismanin bulgulari, sigir ve koyunlarin E. coli O157: H7'deki kolistin direnci i¢in dnemli
bir kaynak oldugunu ve mezbaha atik suyunun plazmid aracili kolistin genlerinin yayilmasinda
onemli bir yol olabilecegini gdstermektedir. Bu sebeple veteriner hekimlikte kolistin kullanima,
giderek artan antibiyotik direngliliginin 6niine gegilmesi agisindan kisitlanmalidir. Mcr genini
tasimayan fakat fenotipik olarak kolistine diren¢ gosteren izolatlarin varhigi goz Oniine
alindiginda buna neden olan mekanizmalarin ileriki ¢aligmalarda ayrmtili olarak aragtirilmasi

gerektigi diisiiniilmektedir.
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OZET

Bitkisel gamlar, baz1 bitkilerin kok, govde veya dallarindan sizan polisakkarit yapida dogal
bilesiklerdir. Daha c¢ok kalmlastirici, doku verici, yapiyr diizeltici o6zellikleriyle gida
endiistrisinde yer alan bitkisel gamlarin kullanim alanlar1 gitgide genislemektedir. Kitre zamki
olarak da bilinen Tragakant gam, Astragalus tiirii bitkinin gévdesinden ya da dallarindan ¢ikan
O0zsuyunun kurutulmasi ile elde edilmektedir. Tragakant gam, giivenilir kabul edilen (GRAS)
irlinler arasmmdadir ve Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’nde E413
koduyla gida katki maddesi olarak yer almaktadir. Tragakant gamin bir kismi suda ¢oziintirken,
bir kismu su ile siserek jel olusturur. Bu 6zelligiyle eklendigi gidada kivam artirici, kalinlastirici,
jellestirici ve stabilize edici rol oynamaktadir. Ayrica isiya ve asitlilige direncli olmasi
bakimimdan avantajlidir. Tragakant gam siit {iriinleri, et iiriinleri, su {irtinleri, firmeilik tirtinleri,
icecekler, dondurulmus gidalar ve yenilebilir kaplamalarda etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
Siit endiistrisinde yagsiz yogurt ve peynirlerde yag ikame edici olarak, dondurmalarda buz
kristali olusumunun engellenmesinde yararlanilmaktadir. Tragakant gam igeren et {irlinlerinde
pisme kalitesinin iyilestigi, yag emilimi ve cap kii¢lilmesinin azaldig1 goriilmiistiir. Yapilan
caligmalarda; kaplama materyali olarak kullanildiginda solunumu yavaglattigi, enzimatik

kararmalar1 6nledigi, gidalarin raf dmriiniin uzamasini sagladigi belirtilmektedir. Gida sektorii
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icin Onemli bir {rliin olan tragakant gamin gidalarda uygulama alanlarinin artmasi
beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus, bitkisel gamlar, gida katki maddeleri, kitre, Tragakant gam
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ABSTRACT
Plant gums are natural compounds in polysaccharide structure that leak from the roots, stems
or branches of some plants. The usage areas of plant gums are gradually expanding that mostly
take part in food industry with their thickening, giving texture, structure correcting properties.
Tragacanth gum, also known as Kitre gum, is obtained by drying the exudate from the stem or
branches of the Astragalus species plant. Tragacanth gum is among the generally recognized as
safe (GRAS) products and is included as a food additive in the Turkish Food Codex Food
Additives Regulation with code E413. While a part of the Tragacanth gum dissolves in water,
a part of it swells with water to form a gel. With this feature, it plays role of consistency
enhancing, thickening, gelling and stabilizing in the food to which it is added. It is also
advantageous in that it is resistant to heat and acidity. Tragacanth gum is used effectively in
dairy products, meat products, aquaculture products, bakery products, beverages, frozen foods
and edible coatings. In dairy industry it is used as fat replacer in non-fat yogurt and cheese, and
to prevent ice crystal formation in ice creams. It has been observed that in meat products
containing Tragacanth gum; the cooking quality has improved, fat absorption and diameter
reduction have decreased. Studies indicate that when used as coating material, it slows

respiration, prevents enzymatic brownings and increases the shelf life of foods. The Tragacanth
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gum, which is an important product for the food sector, is expected to increase its application
areas in foods.

Keywords: Astragalus, food additives, kitre, plant gums, Tragacanth gum
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GIRIiS

Gamlar, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan, dogal olarak, kimyasal modifikasyon ya da
mikrobiyal fermentasyon ile elde edilen polisakkaritlerdir (Philips ve Williams, 2000; Kandil,
2017). Gida endiistrisinde kullanilan dogal gamlar; anyonik sizint1 polisakkaritleri, ¢ekirdek
polisakkaritleri, anyonik deniz yosunu polisakkaritleri olarak gruplandirilmaktadir. Bunlar
arasinda anyonik si1zint1 polisakkaritleri, kivam artiric1 ve stabilize edici fonksiyonlariyla gida
alaninda uzun zamandir kullanilmaktadir (Kulp ve Loewe, 1990; Kilingceker ve Kiigiikoner,
2005). Gamlar, bitkilerin kok, govde ve dallarindan dogal olarak sizabildigi gibi, mekanik
yaralama sonucu da olusabilmektedir (Rana ve ark., 2011; Simas-Tosin ve ark, 2010). Gam
arabik, tragakant gam, karaya gam, ghatti gam, kondagogu gam gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan gamlardir (Padil ve ark., 2018). Son zamanlarda bazi1 meyve agaglarindan
(kiraz, kayisi, seftali, badem gibi) elde edilen gamlardan da fonksiyonel olarak
yararlanilmaktadir. Gamlarin yenilebilir kaplama yapiminda kullanimu ile ilgili caligmalar giin

gectikce artmaktadir (Ozmert Ergin ve ark., 2018; Hamdani ve ark., 2018; Qian ve ark., 2011).

Tragakant gam, Leguminosae familyasina ait Astragalus tiirii bitkinin 6zsuyudur. Bu bitki daha
cok Tiirkiye, Iran, Suriye ve Hindistan’da kuru ve daglik alanlarda yetismektedir (Verbeken ve
ark., 2003; Nasiri ve ark., 2018). Geven otu olarak bilinen bitki, genellikle 6bekler halinde,
beyaz, sar1, pembe ya da mor ¢icekleri olan dikenli yapida bir bitkidir. Bitkinin yaklasik 2500
tiir bulunmaktadir (Maassoumi, 1998). Mayis-Haziran aylarinda geven bitkisinin govdesi
birkag¢ yerinden 6ziine kadar kesilir. Bu yaralama islemi sonucu ¢ikan 6zsuyu katilasir, 21 giin

sonra toplanir. Tragakant gam, kitre zamki olarak bilinmektedir (Kadioglu ve ark., 2008).

Asite direnci yiiksek bir hidrokolloid olan tragakant gam, 1961 yilinda giivenilir tiriin (GRAS)
olarak kabul edilmistir (Anderson ve Bridgeman, 1985). Avrupa Birligi Gida Bilimsel Komitesi
tarafindan belirlenen E 413 koduyla gida katki maddeleri listesinde yerini almistir
(Ghayempour ve ark., 2015). Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’nde de
tragakant/kitre gaminmn gida maddelerinde quantum satis (belirlenmemis miktar) prensibine

gore kullanimina izin verilmistir (TGKY, 2008).

Gamlarin gidalardaki Onemli fonksiyonlarmmdan bazilari; jellestirici, kalinlastiricvkivam

artirici, su tutma kapasitesini artirici, stabilize edici, emiilsifiye edici, baglayici 6zellikleridir
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(Altug, 2009; Ahmad ve ark., 2019). Tragakant gam; suda ¢Oziniirliigiiniin ve termal
stabilitesinin iyi olmasi, genis bir pH araliginda dayanikli olmasi gibi 6zellikleri bakimmdan
avantajlidir ve gida endiistrisinde oldugu gibi, kozmetik, eczacilik, tekstil alanlarinda da yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Mayes, 2011; Singh ve Sharma, 2017). Bu derlemede tragakant

gamin farkli gida iiriinlerinde kullanimi ve gidalardaki etkileri incelenmistir.

TRAGAKANT GAMIN YAPISAL OZELLIKLERI

Tragakant gamin fizikokimyasal 6zellikleri, tiirlere ya da yetistigi bolgeye gore farkliliklar
gosterebilmektedir (Balaghi ve ark., 2010). Anyonik bir polisakkarit olan tragakant gamin iki
fraksiyonu bulunmaktadir. Bunlardan biri tragakantin denilen, suda ¢6ziinebilen kismidir ve
gamin yaklasik %30-40’m1 olusturmaktadir. Digeri ise suda ¢dziinmeyen ancak sisebilen,
gamin %60-70’lik kismi1 olan bassorindir (Mohebbi ve ark., 2012; BeMiller ve Whistler, 2012).
Tragakant gam su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, genis bir pH araliginda dayaniklilik
gostermesi, termal stabilitesinin 1yi olmasi, yenilebilir olmasi, toksik olmamasi gibi 6zellikleri
ile gida endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir (Singh ve Sharma, 2014; Zohuriaan ve
Shokrolahi; 2004; Hemmati ve ark., 2016). Yapilan bir calismada tragakant gamin su tutma
kapasitesinin guar gami ve ke¢iboynuzu gamina gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Silva
ve ark., 2017). Tragakant gamin termal analizlerinin yapildig1 bir ¢alismada ise, agirlik
kayiplarmin 150 °C civarinda basladig1 belirtilmektedir (Sadeghi ve ark., 2014). Bu sonug

tragakant gamin yiiksek sicakliklara dayanikli oldugunu gostermektedir.

Molekiiler agirlig: yiiksek olan (8,4x10° Da) tragakant gamm hidrolizi sonucunda; arabinoz,
ksiloz, fukoz, galaktoz, ramnoz, galaktronik asit elde edilmektedir (Izydorczyk ve ark., 2005;
Kurt ve ark., 2016). Yapisinda ayrica magnezyum, kalsiyum ve potasyum tuzlari
bulunmaktadir. Farzi ve ark. (2015) ti¢ farkli tragakant gam Orneklerinin kimyasal analiziyle
karbonhidrat oranmin % 84-84,8; protein oraninin % 0,3-3,8; nem oraninin % 8,8-12,9 arasinda

degistigini ortaya koymuslardir.

SUT URUNLERINDE TRAGAKANT GAM KULLANIMI

Siit {riinleri igerisine ¢esitli gamlar ilave edilerek ortaya ¢ikan sonuglar bir¢ok g¢alisma ile

incelenmigtir. Gamlarin yogurt, peynir, dondurma gibi siit {riinlerinde kivam artirici,
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stabilizator, prebiyotik etkiyi artirici, yag ikame edici gibi onemli islevleri bilinmektedir

(Ghasempour ve ark., 2012; Tromp ve ark., 2004; Mistry, 2001).

Gavlighi ve ark. (2013) tragakant gamin enzimatik olarak elde edilen diisiik molekiil agirlikli
fraksiyonlarinin Bifidobacterium longum subsp. longum (DGCC 232), B. longum subsp.
infantis (DGCC 233), B. longum subsp. infantis (DGCC 1497), B. longum subsp. infantis
(DGCC 2238), B. lactis (HN019, DGCC 2013), B. longum subsp. longum (B1-05, DGCC 9917)
gelismesini destekledigini saptamiglardir. Bununla birlikte, ksiloz ve fruktoz igeren yiiksek
molekiil agirlikli fraksiyonunun Clostridium perfringens (ATCC 13124)’in gelismesini inhibe
ettigi belirlenmistir. Calismada tragakant gamim prebiyotik 6zellikteki fonksiyonel triinlerin

gelistirilmesinde yeni bir kaynak olabilecegi belirtilmektedir.

Az yagl Iran beyaz peynirlerine bes farkli oranda tragakant gam ilave edilerek, peynirlerin
tekstiirel ve fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir. Peynirdeki yag icerigi azaldik¢a enstriimental
sertlik parametreleri (kirilma, gerilim, elastik modiil, depolama modiilii ve karmasik modiil)
artmistir. Bununla birlikte, gam konsantrasyonlarindaki artis peynirin beyaz renk verimini
artirmis ve mikroyap1 daha koyu bir hale gelmistir. Az yagh peynirlere tragakant gam ilavesi
ile nem oran1 artmustir. Uygun duyusal 6zelliklerin 0,75g gam/Kg siit konsantrasyonunda oldugu
tespit edilmistir. Tragakant gamim su baglama 6zelliginin iyi olmasi peynir iiretiminde reolojik
Ozelliklerini gelistirmesi bakimindan 6nemli bir faktordiir. Yalniz calismada, sertlik olgunlagsma
sirasinda zamanla azalmistir ve olgunlagsmanin 42. giinii ve sonrasinda tragakant gam ilaveli

peynirler tizerinde istenmeyen etkiler meydana gelmistir (Rahimi ve ark., 2007).

Yagsiz yogurtta tragakant gam ve peynir alt1 suyu proteini konsantresinin, yogurdun
fizikokimyasal ve mikroyapisal Ozellikleri tizerine etkileri incelenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda tragakant gam kullanilarak yogurt yapimi gergeklestirilmistir. Peynir alt1
suyu proteini konsantresi miktarinin artmasi toplam kat1 madde, toplam protein, asitlik ve kiil
oraninin artmasia neden olurken, tragakant gam kullanimi kimyasal parametreleri ¢ok fazla
etkilememistir. Yagsiz yogurt olan kontrol gruplari ile 0,5 g/L tragakant gam ilaveli yogurtlarin
karsilastirilmasinda yogurtlarin  sertligi ve sentezlenmesi agisindan anlamli bir fark
bulunmamugtir. Tragakant gam orani 0,5 g/L’nin iizerine ¢iktiginda, daha yumusak jeller
tiretilebildigi goriilmistiir. Kontrol grubuna gore tragakant gam ilaveli yogurtlar daha kalin bir

yapiya sahiptirler (Aziznia ve ark., 2008).
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Azarikia ve Abbasi (2010)’nin ¢alismasinda tragakant gamm, Iran’a dzgii yogurttan yapilan
fermente bir igecek olan Doogh yapiminda stabilizator olarak yararlanilabilirligi incelenmistir.
Tragakant gamin suda ¢6ziinmeyen kismu olan bassorin, igecegin viskozitesini artirarak

stabilizasyonu saglamustir.

Dondurma iiretiminde ve depolanmasinda 6nemli sorunlardan biri buz kristali olusumudur
(Varela ve ark., 2014). Bu sorunu oOnlemek i¢in dondurmalara farkli stabilizatorler
katilmaktadir. Yapilan bir caligmada siit, seker ve salep kullanilarak iiretilen Kahramanmaras
dondurmalarina tragakant gam ilavesinin dondurmalardaki etkileri arastirilmistir (Kurt ve ark.,
2016). Dondurmalarin tragakant ilavesi ile yapisal 6zellikleri iyilesmistir. Daha elastik ve stabil

form kazanmalarinda tragakant gam etkili olmustur.

ET URUNLERINDE TRAGAKANT GAM KULLANIMI

Gamlar, tatsiz, kokusuz, renksiz ve en 6nemlisi yiiksek su tutma kapasitesine sahip bilesiklerdir.
Gamlardan az miktarlarda kullanilsa bile pismis veya ¢ig {iriinlerde dokuyu, tekstiiri,
viskoziteyi artrmaktadirlar. Ozellikle dondurma islemine karsi dayamiklilik gostermeleri

sayesinde dnemli bir konumdadirlar (Giese, 1992; Kilinggeker, 2017).

Kilinggeker (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tavuk koftelerine tragakant, tara ve agar
agar gamlarindan farkli oranlarda ilave ederek sonuglar incelenmistir. Calismada, tragakant
gam ile hazirlanan kizartilmis tavuk koftesi orneklerinin en iyi parlak kirmizi renge sahip
ornekler oldugu belirtilmektedir. Kullanilan gamlarin tiimii koftelerde ¢ap kiiciilmesi ve yag

emiliminin azalmasini saglamustir.

Atashkar ve ark. (2018) az yagl sosislere k-karragenan, konjak ve tragakant gamlarini ilave
ederek sosislerin  ¢ignenebilirlik, sertlik, yapiskanlik ozelliklerindeki degismeleri
incelemislerdir. Az yagli sosislere %0,5, %1 ve %1,5 oranlarinda tragakant gam eklemek
sosislerin sertligini artirmaktadir. Sertlik ve nem oranlarinda negatif bir korelasyon
belirlenmistir. 30 giinliilk depolama siiresinde tragakant gam iceren sosislerde ¢ignenebilirlik

artmis olup, en diisiik %1,5 oraninda goriilmistiir. Bu ¢alismada konjak, k-karragenan ve
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tragakant gamlarm ilavesi ile az yagl sosislerin elde edilmesi i¢in %1,5 oranlarinin sertlik,

yapiskanlik ve ¢ignenebilirlik 6zelliklerinin en uygun aralik oldugu belirtilmektedir.

Emiilsiyon tipi sosislerde yag ikame edici olarak tragakant gamdan yararlanilmistir. Astragalus
gossypinus ve Astragalus compactus tiirlerinden alt1 farkli oranda katilarak hazirlanan
sosislerde fizikokimyasal 6zellikler, oksidadif stabilite, tekstiirel 6zellikler incelenmistir. En
yiiksek oran olan %1 tragakant gam ilavesinde pisme kayiplar1 azalmis, stabilite ve tekstiirel
ozellikler gelisme gostermistir. Yag ikame edici 6zelligin saglandigi en iyi oran %0,5 A.

gossypinus ilavesi olmustur (Abbasi ve ark., 2019).

DIGER GIDALARDA TRAGAKANT GAM KULLANIMI

Siit ve et Uriinler1 disinda tragakant gam bir¢ok gidanin yapisma katilmakta ve Onemli
fonksiyonel Ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Meyve ve sebzelerde, ekmekte, ketcap,
mayonez ve bazi soslarda, iceceklerde, jolelerde, tatlilarda tragakant gam yaygim bir sekilde

kullanilmaktadir (Weiping, 2000; Zare ve ark., 2019).

Tragakant gam, ksantan gam ve guar gamlar1 ketcap yapiminda kullanilmis ve 6rneklerin
reolojik, tekstiirel 6zellikleri ve stabiliteleri incelenmistir. Gamlar ket¢ap drneklerinde kivam
artirict etki gostermislerdir. Stabilite ve tekstiir bakimindan ksantan gam digerlerinden daha
etkili iken, tragakant gam iceren ketcap ornekleri en yiiksek viskoziteye ve baglayiciliga sahip

ornekler olmuslardir (Amiri ve ark., 2015).

Diistik yagh mayonez iiretiminde tragakant gamin etkili oldugu yapilan bir ¢calisma ile ortaya
cikarilmustir. %20 yag iceren tragakant gamla hazirlanan mayonez drnekleri, yag oram %75
olan kontrol ornekleri ile benzer duyusal 6zellik gostermislerdir. Calismada, yag orani %20
olan tragakant gam igceren Ornekler en yliksek begeni puanlarina sahip olmuslardir. Ayrica az

yagli olmas1 bakimindan daha saglikl bir {iriin elde edilmistir (Amiri Aghdaei ve ark., 2012).

Yag ikame edici, hacim artiric1 gibi 6zellikleriyle tragakant gam firincilik iiriinlerinde de uzun
zamandir kullanilmaktadir. Pasta, kek, kurabiye, biskiivi gibi iiriinlerde daha az yag iceren

saglikli iirlinler elde edilebilmektedir (Gervajio ve Shahidi, 2005). Yapilan bir ¢alismada
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tragakant gamin kurabiye iiretiminde alternatif bir yag ikame edici olabilecegi bildirilmistir

(Gharaie ve ark., 2019).

YENILEBILIR KAPLAMALARDA TRAGAKANT GAM KULLANIMI

Gida endiistrisinde tragakant gamin kullanildigi diger bir alan da yenilebilir film ve
kaplamalardir. Gidalarda bozulmalarin, kalite kayiplarmin, mikrobiyel kontaminasyonun
onlenmesi, yag emiliminin azaltilmasi, baglayiciligin saglanmasi, gidalarm duyusal
ozelliklerinin 1iyilestirilmesi gibi faktorlere karsi yenilebilir kaplamalardan yararlanilmaktadir

(Valdes ve ark., 2017; Kilinggeker ve Kiiciikoner, 2005).

Yenilebilir kaplama iiretiminde gamlar farkli fonksiyonel 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadirlar.
Tragakant gam igeren yenilebilir kaplamalar bazi meyve-sebzeler, siit iirlinleri, su iiriinleri, et
iirlinlerinin kaplanmasinda kullanilmaktadir. Mohebbi ve ark. (2012) mantarlarin raf 6mriiniin
uzatilmas: amaciyla aloe vera jeli ve tragakant gam igeren bir yenilebilir kaplama
hazirlamiglardir. Kaplanan mantarlarda su kaybi azalmis, sertlik korunarak renk degisikligi

(kararma) 6nlenmistir.

Tragakant gam kaplama c¢ozeltisi ile kaplanan Cheddar peynirlerinin kalite 6zelliklerinin
tyilestigi bildirilmistir (Pourmolaie ve ark., 2018). Peyniralt1 suyu proteinine tragakant ilavesi
ile hazirlanan yenilebilir filmlerin daha esnek ve saydam bir yap1 kazandigi, su gegirgenliginin

azaldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Tonyali ve ark., 2018).

Jafari ve ark. (2018) dilimlenmis elmalar1; soya fasulyesi polisakkariti ve tragakant gam igeren
yenilebilir kaplama ile kaplayarak elmalarin kalite 6zelliklerini incelemislerdir. 12 giin
depolama sonucunda, kaplanan elma dilimlerinde kararmalarin ve C vitamini kaybinin kontrol
orneklerine gore az oldugu bildirilmektedir. Tragakant gam iceren yenilebilir kaplama

dilimlenmis muzlarda da benzer etki gostermistir (Farahmandandfar ve ark., 2017).

Kizartilarak tiiketilen {riinlerde yag alimimi azaltmak amaciyla kaplamalardan
yararlanilabilmektedir. Yapilan bir calismada, %?2 tragakant gam igeren kaplama materyali ile

patates cipsleri kaplanmistir. Kizartilan patates cipslerinde yag alimi 6nemli dl¢lide azaldig:
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gibi; iirlin renk, tat ve tekstliir bakimindan yiiksek begeni puanlarma sahip olmustur

(Garmakhany ve ark., 2008).

SONUC

Tragakant gamin elde edildigi geven bitkisi lilkemizde daglik alanlarda yogun olarak
yetisebilen bir bitkidir. Bu bitkinin 6zsuyu olan tragakant gam, gida endiistrisinde gida katki
maddesi olarak tanmmaktadir. Gidalarda etkili bir kivam artiric1 ve stabilize edici 6zelligi
bulunmakta iken; saghkli tiriinlerin elde edilmesi amaciyla da tragakant gamdan yararlanildigi
goriilmektedir. Beslenmeyle dogrudan iligkili hastaliklarin yayginlagsmasiyla birlikte; daha
saglikli, diisiik kalorili {irlinlerin iiretimine yonelik calismalar artmaktadir. Tragakant gamin
onemli bir fonksiyonu olan yag ikame ediciligi ile yagsiz ya da az yagh iiriinler elde
edilebilmektedir. Yenilebilir kaplama olarak kullanildiginda da pisme sirasinda yag emilimini
engelleyici rol oynamaktadir. Ayrica gidalarm su kaybimi dnleyerek raf 6miirlerinin uzamasida
etkili olmaktadir. Hem gidalarin yapisal 6zelliklerinin iyilestirilmesi hem de insan sagligina
yararl iriinler elde edilmesi konularinda tragakant gamin fonksiyonelligi ile ilgili caligmalar

artirilmalr; gida endiistrisinde dogal katki maddelerinin kullanimi1 6nem kazanmalidir.
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OZET

Bu calisma, geleneksel yontemle iiretilmis ve yerel marketlerde ambalajsiz olarak satisa
sunulan tereyaglarinda Reichert -Meissl degerinin belirlenerek, tereyaglarina farkli yaglarin
katilmasi ile yapilan hile uygulamalarinin varligmin tespiti amaci ile yapildi. Caligmada 2019
yilinda Mardin’deki marketlerden satin alman 56 adet tereyagi oOrnegi kullanildi ve
tereyaglarinin Reichert-Meissl degeri TS 1331 standardina uygun olarak titrimetrik metot
kullanilarak belirlendi. Analizi yapilan tereyaglarinin Reichert Meissl degeri 1.1- 29 arasinda
ve ortalama olarak 16.624+9.58 olarak tespit edildi. Analizi yapilan tereyagi 6rneklerinin %
62.5 (35)’unun Reichert Meissl degerinin 24’den daha diisiik oldugu belirlendi. Calismada elde
edilen bulgular, tiiketici sagligmin korunmasi, tiiketicinin aldatilmasmin ve haksiz rekabetin
Onlenmesi acgisindan resmi kontrollerin etkinliginin ve bilinglendirme ¢aligmalarmin
artirilmasinin dnemini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Gida hileleri, gida giivenligi, Mardin, Reichert Meissl degeri, tereyagi
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of adulteration practices with the addition
of different fats in butter by determining the Reichert-Meissl value in butter samples produced
by traditional method and marketed unpackaged in local markets. In the study, 56 butter
samples which purchased from the markets in Mardin in 2019 were used and the Reichert-
Meissl values of the butter samples were determined using titrimetric method in accordance
with TS 1331 standard. Reichert Meissl value of the analyzed butter was found between 1.1-29
and 16.62 + 9.58 on average. It was determined that 62.5% (35) of Reichert Meissl values of
butter samples were less than 24. The findings of the study showed the importance of increasing
the effectiveness of official controls and raising awareness activities in terms of protecting
consumer health, preventing consumer deceit and unfair competition.

Keywords: Butter, food adulteration, food safety, Mardin, Reichert Meissl value
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GIRIiS

Yiizyillardir bilinen bir siit {irinii olan tereyagi, tek basma ya da yiyeceklerin bilesimine
katilarak tiiketilen, besleyici olmasi yaninda saglik agisindan da gesitli faydalari bulunan bir
gida maddesidir. Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’nde tereyagi; agirlik¢a en az % 80, en fazla % 90
oraninda siit yagi, en fazla % 2 oraninda yagsiz siit kuru maddesi ve en fazla % 16 oraninda su
icerigine sahip triin olarak tanimlanmaktadir (TGK, 2005). Protein, kalsiyum ve fosfordan
zengin olan tereyagi, yagda ¢oziinen A, D, E, K vitaminleri i¢in 6nemli bir potansiyel kaynaktir.
Yag asitleri, esansiyel yag asitleri, laktonlar, metil ketonlar, dimetil ve diasetil siilfiir ile viicudu
serbest radikal hasarlarindan koruyan antioksidanlar, viicutta bagisiklig1 destekleyen konjuge
linoleik asit de tereyagmin bilesiminde yer alan maddeler arasindadir (Fadzlillah ve ark., 2013;

Kahyaoglu ve Cakmakg¢i, 2016).

Tirkiye’de endiistriyel olarak iiretilen tereyaginin yaninda kirsal alandaki kii¢iik hayvancilik
isletmelerinde geleneksel yontemle tereyagi liretimi devam etmekte ve bu isletmelerde {iretilen

tereyagmin bir kism1 yerel marketlerde ambalajsiz olarak satisa sunulmaktadir.

Diger yaglara gore ekonomik degeri daha yiiksek olan tereyagina, diisiik ekonomik degere sahip
palmiye yagi, kolza tohumu yagi, ayg¢icegi yagi, pamuk yagi veya soya fasulyesi yagi gibi
bitkisel kaynakli yaglar ile koyun yagi gibi hayvansal kaynakli yaglar karistirilarak tagsis
yapilabilmektedir (Rotar, 2010; Derewiaka ve ark., 2011; Fadzlillah ve ark., 2013; Lohumi ve
ark., 2018).

Tereyaglarinda siit yagi disindaki yaglarm varhgmin tespiti i¢in; Kapillar Kolon Gaz
Kromotografi (Diraman, 2006) Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (Aktas ve Kaya, 2001)
Raman Spektroskopi (Lohumi ve ark., 2018), Erime Noktasi, Reihert-Meissl (RM) Degeri,
Sabunlagsma Sayis1 ve Iyot Sayis1 gibi yag sabitlerini (Kahyaoglu ve Cakmakgi, 2016)

belirleyen yontemler kullanilmaktadir.

Reichert Meissl degerinin analizi, siit yagina ¢ok 6zel olan biitirik asit ve kaproik asit gibi diigiik
zincirli yag asitlerini 6l¢tiigii i¢in, siit yagmin ekonomik degeri diisiik yaglarla tagsisini tespit

etmek icin kullanilan énemli bir yontemdir (Gandhi ve ark., 2014). Saf tereyag: i¢in, ucucu ve
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suda ¢ozlinen biitirik ve kaproik asitin RM degerleri 19 ile 34 arasindadir ve sadece nadir
durumlarda 24'in altina diismektedir (Deelstra ve ark., 2014). Siit yagmin RM degeri diger
tiim yaglardan yiiksektir ve RM degerinin 34’1 biitirik asit, %4l ise kaproik asit kaynaklidir
(Gandhi ve ark., 2014).

Bu calisma, geleneksel yontemle iiretilmis ve yerel marketlerde ambalajsiz olarak satiga
sunulan tereyaglarmda RM degerinin belirlenerek, tereyaglarmma farkli yaglarin katilmasi ile

yapilan tagsis uygulamalarinin varliginin tespiti amaci ile yapildi.

MATERYAL ve METOT

Tereyagi ornekleri

Calismada Mardin’deki yerel marketlerden 2019 y1l1 Mayis-Agustos aylar1 arasinda satin alian
56 adet ambalajsiz tereyagi 6rnegi kullanildi. Yaklasik 30-50 g arasinda alinan tereyagi
ornekleri soguk zincirde laboratuvara getirildi ve analizleri yapilincaya kadar + 4 °C de
saklandi. Tereyaglarmin RM degeri TS 1331 standardina uygun olarak titrimetrik metot

kullanilarak belirlendi.

RM Analizi

Suyundan ve tortusundan ayrilmis 5 g tereyagir ornegi, 300 ml’lik dibi diiz olan damitma
balonuna konularak tizerine 20 g (16 ml) gliserin ve 2 ml % 44’liikk NaOH ¢ozeltisi eklendi.
Damitma balonu i¢indeki karisim hafif bek alevi {izerinde ¢alkalanarak sabunlagsmasi saglandu.
Sivi tamamen berraklasip acik sar1 renk alinca ve kdpiirme bitince 1sitma islemine son verildi.
Balon bir asbest ilizerine koyularak agzi saat cami ile ortiildii ve 80° C’ye kadar sogumaya
birakildi. Uzerine 20 dakika kaynatilmis sudan 90 ml eklenerek karistirildi. Damitma
diizenegindeki destilat toplama kismina, 100 ve 110 ml’lik hacim yerleri isaretlenmis bir balon
joje yerlestirildi. Takiben berrak sabun ¢ozeltisine kaynamanin sakin olmasi i¢in 0.5 g toz
stinger tast ve 50 ml 1 N’lik H2SO4 c¢ozeltisi eklendikten sonra balon damitma cihazina
baglanarak damitildi. Damitma 19-21 dakikada bitecek, destilat sicaklig1 19-21° C arasinda

olacak sekilde su akis hizi ayarlandi. Damitma 110 ml isaretli yere yaklasilinca su ve alev

132



kapatildi, son damlalarla 110 ml ¢izgisine geldiginde balon sistemden ayrildi. Balonun agzi
mantar ile kapatilarak, 110 ml isaretinin oldugu yere kadar 20° C’deki suya yerlestirildi ve 15
dakika tutuldu. Balon sudan ¢ikarildi, kurulandi, seviye diismiis ise saf su ile 110 ml ¢izgisine
tamamlandi. Destilat ¢ok calkalanmadan bir iki kez alt {ist edildi ve 100 ml’lik bir balon jojeye
9 cm gapli bir stizgec kagidindan siiziildi, siizlintii berrak olana kadar siizme islemi tekrarlandi.
Berrak destilattan 100 ml alinarak {lizerine 5 damla fenolfitalein indikatorii eklendi ve acik
pembe renk en az 30 saniye siire ile kalincaya kadar 0.1 N NaOH c¢d6zeltisi ile titre edildi ve
harcanan hacim kaydedildi. Ayn1 analiz yag 6rnegi kullanilmadan da kontrol analizi olarak
yapild1 ve harcanan NaOH miktar1 kaydedildi. Kontrol analizi i¢in harcanan NaOH miktar1 0.5

ml’yi gegerse tiim analiz tekrarland.

Hesaplamalar
RM Sayis1=1,1. F (V1-b)
V1: Tereyagi 6rneginin analizinde harcanan NaOH ¢ozeltisi hacmi , ml
b: Kontrol i¢in yapilan analizde harcanan NaOH ¢d6zeltisi hacmi , ml

F: Titrasyonda kullanilan 0.1 N NaOH ¢6zeltisinin faktorii (TS 1331, 1995)

BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada analizi yapilan 56 tereyagi 6rneginin RM degeri 1.1- 29 aras1 degerlerde ve
ortalama olarak 16.62 olarak tespit edilmistir. Toplam 56 tereyagi 6rneginin % 62.5’inin RM
degerinin tagsis yapilmamis tereyaglarmnin sahip olmasi gereken en diisiik RM degeri olan 24
degerinden daha diisiik oldugu, % 37.5’inin ise 24 ve iizerinde RM degerine sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo).
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Tablo 1. Analizi yapilan tereyaglarinda tespit edilen RM degerlerinin dagilinu
RM degeri

RM degeri  Ornek sayis1 (%) En diigiik — En yiiksek Ortalama +Standart sapma

>24 21 (37.5) 24-29 25.81+1.47
24 > 35 (62.5) 1.1-23.5 11.10+7.98
>04- 24 > 56 1.1-29 16.6249.58

Bu ¢aligmada, tereyaglarinin % 62.5’inin RM degeri 1.1-23.5 arasinda tespit edilmistir. Yal¢in
ve ark. (1993) tarafindan Konya piyasasindan temin edilen 15 tereyagi drnegi ile yapilan bir
calismada; tereyaglarinin RM degerinin 22.65-28.40 arasinda tespit edildigi ve analizi yapilan
tereyaglarinin % 33’linlin 24’den daha diisiik RM degerine sahip oldugunun belirlendigi
bildirilmektedir. Bu oran bizim c¢aligmamizda tespit ettigimiz % 62.5 oranindan oldukca

diistiktiir.

Celik ve Bakirci1 (2000) tarafindan Erzurum ilindeki 11 kiigiik 6l¢ekli hayvancilik isletmesi ve
22 aile isletmesinden alinan toplam 33 yemeklik tereyagi iizerinde yiiriitiilen ¢alismada; aile
isletmelerinden alinan tereyaglarinda, RM degerinin 22.70-29.75 arasinda ve kiigiik 6lcekli
hayvancilik isletmelerinden alinan tereyaglarinda ise 11.62-28.51 arasinda tespit edildigi ve bes
tereyagl orneginin RM degerinin 24’den daha diisiik oldugunun belirlendigi bildirilmektedir.
Bu calismada tespit edilen en yiiksek RM degerleri bizim ¢alismamizdaki bulgular ile benzer
olmakla birlikte, en diisik RM degerleri ile 24’iin altinda RM degerine sahip 6rnek oram
oldukca farklilik gostermektedir. Buna karsilik Kili¢ Altun ve Paksoy (2018) tarafindan yerel
marketlerden toplanan 120 tereyagi 6rnegi ile yapilan bir ¢aligmada; 0.23-31.11 arasinda tespit

edilen RM degerleri, bizim ¢alismamizla olduk¢a benzerdir.

Kahyaoglu ve Cakmakg1 (2014) tarafindan tereyagmnm margarin ile tagsisini tespit amaciyla
gerceklestirilen ¢alismada, saf tereyagi ve margarin 6rneklerinde RM degerinin ortalama olarak
siras1 ile 26.18 ve 0.55 olarak belirlendigi, margarin katki seviyesi arttik¢a orneklerin RM

degerinin margarine yaklastigini belirtmektedirler.

Saf tereyagindaki RM degeri Sagdic ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ke¢i, koyun
ve s1g1r tereyaglarinda sirasi ile 27.27, 27.94 ve 26.88 olarak belirlenirken Gandhi ve ark (2014)
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tarafindan yapilan ¢caligmada palmiye yaginin RM degerinin 0.44 - 0.99 arasinda, koyun viicudu
yagmin RM degerinin ise 0.33 - 0.55 arasinda belirlendigi bildirilmektedir. Yapilan
calismalarda elde edilen bulgular siit yagi ve diger bitkisel ve hayvansal kokenli yaglarin RM

degerlerinin birbirinden oldukg¢a farkli oldugunu gdstermektedir.

Sonug olarak; bu calismada incelenen tereyagi Orneklerinden 24’{in altindaki RM degerine
sahip Orneklerde siit yagi disinda yaglarin bulunabilecegi anlagilmaktadir. Bu tiir tagsis
uygulamalar: tiiketici saghigi ve giivenini olumsuz yonde etkilemesi yaninda, tiiketicinin
aldatilmasina ve sektorde haksiz rekabete de neden olmaktadir. Gida giivenligini saglamak,
tikketici haklarint korumak ve haksiz rekabeti dnlemek icin; endiistriyel olarak iiretilen
tereyaglar1 yaninda, tiiketicinin dogal ve besleyici oldugu diisiincesi ile aldigi ve yerel
marketlerde satilan tereyaglarinda da yetkili otoritelerce kontrollerin yapilmasi ve iiretici ve

tiikketicinin bilin¢lendirilmesine yonelik caligmalarin artirilmasi 6nemli goriilmektedir.
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