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OZET

Bu c¢aligma, Aralik 2008 - Agustos 20009 tarihleri arasinda Bursa’da satiga sunulan
tavuk gogiis eti ve but etlerinde kloramfenikol ve enrofloksasin/siprofloksasin kalintilari ile
tavuk karacigerinde nitrofuran AOZ kalintilarinin varligini arastirmak amaciyla
gerceklestirildi. Bu amagla 90 but ve 90 gogiis eti olmak iizere toplam 180 tavuk eti ve 90
adet karaciger 0rnegi materyal olarak kullanildi. Antibiyotik kalintilarinin arastirilmasinda
ELISA tekniginden, kalint1 varliginin dogrulanmasi i¢in ise LC-MS/MS tekniginden
yararlanildi. ELISA analizleri sonucunda, 10 adet (% 11.1) but eti ve 5 adet (% 5.5) gogiis
etinin tespit edilebilir limitlerin Gizerinde kloramfenikol kalintisi icerdigi belirlendi. Ayni
orneklerde enrofloksasin/ siprofloksasin kalint1 diizeyi, but etlerinin 4 adeti (% 4.4) ve gogiis
etlerinin de 8 adetinde (% 8.9) tespit edilebilir limitlerin tizerinde bulundu. Karaciger

orneklerinin 11 adeti (% 12.2) nitrofuran AOZ kalintilar1 i¢in pozitif sonug verdi.

On bes adet ELISA pozitif ve 45 adet ELISA negatif 6rnek, kloramfenikol bakimidan
LC-MS/MS ile dogrulamaya maruz birakildi. Pozitif 6rneklerden 2’si ile negatif 6rneklerden
1’inin LC-MS/MS ile bu antibiyotigin kalintilarini igerdigi (150-361 ng/kg) tespit edildi. 1
adet ELISA pozitif ve 8 adet ELISA negatif 6rnek de, nitrofuran AOZ bakimindan LC-
MS/MS ile dogrulamaya maruz birakildi. Bu 6rneklerden yalnizca ELISA pozitif 1 6rnegin
LC-MS/MS ile bu antibiyotigin kalintilarini igerdigi (1291 ng/kg) tespit edildi.

ELISA ile enrofloksasin/siprofloksasin kalintilarini i¢eren 6rneklerde, s6z konusu
antibiyotiklere iliskin kalint1 diizeyleri (10.59-49.18 nug/kg), Tiirk Gida Kodeksi
yonetmeliginde izin verilen maksimum kalint1 limitleri (MKL, 100 pg/kg) degerleri

icerisindeydi.

Antibiyotik kalintilarinin neden oldugu saglik riskleri géz oniine alindiginda
(insanlarda toksik, karsinojenik ve alerjik etkiler ile mikroorganizmalarda direng gelisimi),
onemli bir protein kaynagi olan kanatli hayvan eti ve iiriinlerinde kalintilarin tespitine yonelik
aragtirmalarin gergeklestirilmesi gerektigi ¢ok aciktir. Bu nedenle s6z konusu ¢alismadan
elde edilen sonuglarin, iilkemiz halk sagligin1 koruma ¢alismalarina ve gida kontrol

hizmetlerine 151k tutacak nitelikte oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, kalinti, tavuk eti, tavuk karacigeri, ELISA, LC-MS/MS



SUMMARY

Investigation of some antibiotic residues in chicken breast, drums and liver sold in
Bursa
The present thesis was undertaken to investigate the presence of residual

“chloramphenicol” and “enrofloxacine/ciprofloxacine” antibiotics in chicken breast and
drums parts as well “nitrofuran AOZ” residue in chicken liver in samples collected between
2008 December-2009 August in Bursa Province. For this aim, ELISA and confirmatory LC-
MS/MS techniques were employed for the analysis of 180 chicken meat parts (composed
from 90 drums and 90 breasts) and 90 liver samples. 10 of drumsticks (11.1 %) and 5 of
breast (5.5 %) samples were found to contain chloramphenicol residue at the detectable limits.
Likewise, 4 drums meats (4.4 %) and 8 breast meats (8.9 %) was found to contain
enrofloxacine/ciprofloxacine residue at the detectable levels. 11 of liver samples (12.2 %)

gave positive result for nitrofuran AOZ residues by ELISA.

Verification of 15 and 45 samples giving positive and negative results respectively by
ELISA in terms of chloramphenicol were performed by LC-MS/MS. Three meat samples (2
positives and 1 negative) were found to contain chloramphenicol residue in the level varying
between 150-361 ng/kg. Confirmatory analysis were similarly performed for nitrofuran AOZ
residue (1 positive and 8 negatives) and only the positive sample was found to contain the
antibiotic at the 1291 ng/kg level.

The level for enrofloxacine/ciprofloxacine residue (10.59-49.18 pg/ kg) were within
maximum residue limits (MRL, 100 pg/kg) permitted in Turkish Food Codex Regulation, by
ELISA.

Given the health risks caused by antibiotic residues (toxic, carcinogenic and allergic
effects in humans and the development of the resistance in micro-organisms), it is very clear
that researches towards detecting residues in the chicken meats and products as being
important protein source should be realized. So it is considered that results obtained from the

present study would provide evidence on public health and food control services.

Anahtar kelimeler: Antibiotics, residue, chicken meat, chicken liver, ELISA, LC-MS/MS



GIRIS

Giiniimiizde yeterli ve dengeli beslenme kavrami halk sagligini yakindan ilgilendiren,
toplumun sosyal ve ekonomik gelismesinde 6nemli rol oynayan bir gergektir (1). Dengeli
beslenmede besin unsurlarindan en énemlisini proteinler teskil eder. Insan viicudu tarafindan
sentezlenemeyen eksojen aminoasitleri yeterli ve dengeli bir bicimde igermesi bakimindan da
hayvansal kaynakli gida maddeleri, insan beslenmesinde zorunlu ve vazgegilmez protein
kaynaklarindandir (1, 2). Pisirilmis ve yemeye hazir bir tavuk eti de % 25-35 oranlarinda

ihtiva ettigi protein miktari ile protein kaynaklarinin en 6nemli 6gelerindendir (3).

Diinya kanatli eti tiretiminin yaklasik % 90’11 tavuk eti olusturmaktadir. Tavuk etleri
yiiksek besleyici degere sahip, ekonomik ve kolay hazirlanabilir bir gida maddesi olmast ile
birlikte, tiiketimine iliskin dini bir kisitlama olmamasindan dolay1 da tiim diinyada fazlasiyla
talep gérmektedir (4). Ulkemizdeki resmi kayitlar da gstermektedir ki, Tiirkiye beyaz et
iiretimi 2008’den 2009’un sonlarina gelindiginde % 17.9 artarak 1.323.624 tona ulagmustur.
Bu miktarin % 96.48’1 broiler (et tavugu), % 1.23°1 yumurta tavugu, % 2.28’1 hindi eti ve %
0.01°i ise 6rdek etinden olusmaktadir (5).

Ulkemizde kesimi yapilmakta olan broiler piligler, cogunlukla entansif iiretim sekli ile
yetistirilmektedir. Veteriner ilaglar1 da, bu entansif tiretimin en gerekli ve etkili
unsurlarindandir. Nitekim, halen gida iiretiminde kullanilan bu hayvanlarin yaklasik %
80’1inine, yasamlariin belli bir kisminda veya bir¢ok zamaninda ilagla tedavi

uygulanmaktadir (6).

Veteriner ilaglari ile beraber hastaliklar1 6nlemek ve kontrol etmek igin ilk olarak
1950’lerde yem katkisi olarak kullanilmaya baslayan antibiyotikler, ayrica ¢evresel
degisimlerin, asilamanin, gaga kesimlerinin ve diger kiimes yonetim uygulamalarinin yol
actig1 stres etkilerini ortadan kaldirmak ve biiylimeyi arttirmak i¢in de yemlere ve igme
sularina katilmaktadir (7-14). Birgok antibiyotik, yukarida anlatilan kullanim amaglarindan
dolayi, diizenli sekillerde tedavi edici dozlariin altinda kullanilarak, hayvanlarin yemden
yararlanma kabiliyetlerini arttirmakta, entansif tiretimdeki fire miktarlarini ve yag oranlarini

da azaltmaktadir (15-19).



Avrupa Birligi’ne iiye lilkelerde 1996 yilinda 10.200 ton antibiyotik kullanilmis ve
bunun yaklasik yarisini veteriner hekimlik alanindakiler olusturmustur. Avrupa Hayvan
Saglig1 Federasyonu (European Federation of Animal Health, FEDESA) tarafindan, 1999
yilinda Avrupa Birligi i¢inde 13.288 ton antibiyotik kullanildigi, bunun % 65’inin insan
tedavisinde, % 29’unun veteriner hekimlik alaninda tedavi maksatli, % 6’sinin da biiylime

arttirict olarak kullanildigi bildirilmistir (7).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), 2000 yilinda 16.200 ton antibiyotik iiretilmis
ve bunun % 70’1 veteriner hekimligi alaninda kullanilmistir. Bu verilere bakilarak, 2000 y1l1
icindeki diinya antibiyotik pazarinin yaklasik 100.000 ile 200.000 ton arasinda gerceklestigi
tahmin edilmektedir (20).

2004 yilinda Avrupa Birligi icerisinde; 4.6 ton hormon, 194 ton antiparazitik, 221 ton
metabolizma diizenleyici ve 5.393 tonla en genis orana sahip antibiyotiklerden olusan

toplamda 6.051 tonluk veteriner ilaglart aktif maddesi kullanilmistir (21).

Tiirkiye’de ise 2006 verilerine gore, veteriner hekimliginde ana ilag gruplar
bakimindan toplam tiiketimin % 77’sini, bakteriyel (% 33) ve paraziter hastaliklarla
miicadelede kullanilan ilaglar (% 28) ile hayvansal verimin arttirilmasini destekleyici iiriinler
(% 16) olusturmaktadir (22). Son 15 yilda yapilan bu ¢alismalara ve istatistiklere

bakildiginda, ilag iiretim ve kullaniminin ne boyutlarda oldugunu daha rahat gérebilmekteyiz.

Veteriner hekimlikte profilaksi, gelismeyi arttirma veya yem kalitesini ylikseltme
amaci ile uzun periyotlar halinde, diisiik konsantrasyonlarda verilen bu kadar ¢cok
antibiyotigin, tamamen metabolize olmamasi veya viicuttan tamamen atilmamasina baglh
olarak, kasaplik hayvanlarin etleri, i¢ organlari ile yumurta ve siitlerinde antibiyotik kalintilar
bulunabilmektedir. Bu kalintilar1 iceren gidalari tiiketen insanlarda toksik ve alerjik etkilerin

yani sira bir¢cok mikroorganizmada da direng gelisimi meydana gelmektedir (23).

Ayrica, hem insan hem de hayvan sagliginda kullanilan farmasétik etkili bu maddeler,
sadece gidalarimizda degil gidalar disinda toprakta ve suda da tespit edilebilmektedirler (21,
24). Ilag uygulanan hayvanlarin idrar ve digkilarinda énemli diizeyde ana bilesikler ve onlarin

metabolitleri bulunabilmektedir. Ozellikle diskinin tarim arazilerinde giibre olarak



kullanilmas1 sonucu, bu alanlarda antibakteriyel ilag kirliligi olusmakta, dolayisiyla halk

sagligini ciddi sekilde etkileyebilecek bir durum gelisebilmektedir (25).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), gida iiretiminde teknoloji kullaniminin yogunlastigs,
kitlesel yayginlik kazandig1 ve gida iiretim zincirinin karmasik hale geldigi bir ortamda
“kabul edilemeyen bir diizeyde bulundugunda saglik iizerinde olumsuz etkisi bulunan
biyolojik, kimyasal veya fiziksel ajan” tanimlamalarini gidalarin tiiketiciler tizerinde
olusturabilecegi “tehlike” olarak ifade etmektedir. DSO’niin bu taniminda da, gida zinciri
icine herhangi bir sekilde dahil olmus veteriner ilaglari, insan sagligini tehdit edebilecek

onemli kimyasal tehlikelerden biri olarak sayilmaktadir (26).

Gida giivenligi gidanin tarladan sofraya kadar tiim gida zinciri boyunca
mikrobiyolojik, kimyasal ve fiziksel tehlikelere kars1 giivenilir bir sekilde iiretiminin ve
tiiketiminin saglanmasi disiplinidir. Yani gida giivenliginin temel amac1 tiiketicinin sagliginin
korunmasidir (27). Etkin bir gida giivenligi i¢in, bir gida zincirinde gorev alan herkesin
(tiiketiciler, yoneticiler, yetistiriciler, iireticiler, dagitimcilar ve medyanin), 6zellikle de

devletin ve gida isletmelerinin iizerine diisen sorumlulugu yerine getirmesi gerekmektedir (26,

28).

Besinlerde kimyasal bir tehlike olan belirtilmis ila¢ kalintilarina kars1 tiiketici
sagligimin etkin bicimde korunabilmesi i¢in, her ¢esit hayvansal besinde bulunacak ilag
kalintis1 ¢esitleri ve kirlenme diizeylerinin sinirlandirilmasi son derece 6nem tasir. Tiketiciler
i¢in risk olmas1 muhtemel bir ilacin ana maddesinin veya metabolitlerinin gidalarda
Kalintilarinin birikimi ile sonuglanmamasi i¢in, veteriner ilaglarinin nasil ve ne sekillerde
kullanilacaginin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir (29). Bu nedenle, bilimsel ve yasal denetime
temel olusturacak sekilde, hayvanlarda ¢esitli amaglarla (sagaltici, koruyucu, gelismeyi

hizlandirici gibi) kullanilan her veteriner hekimligi ilact i¢in,

e Kullanim1 yasaklanmis olanlar her ne sebeple olursa olsun kullanilmamalidir,
e zin verilenlerin ise,

Hayvanlara uygulanacak en yiiksek dozlari,

Sagaltim siireleri,

Su veya yemlere katilan en yliksek miktarlari,



Ilag verilen hayvanlarin son ilag¢ uygulamasini takiben kesilmeme veya siit,
yumurta gibi besinlerin tiikketilmeme stireleri,
Hayvansal besinlerde bulunmasina izin verilen kalint1 miktarlari,

Kabul edilebilir glinliik alim miktarlar1 bilinmelidir (30).

Ulkemiz gida iiretiminde énemli yere sahip olmakla birlikte, iiretilen gidalarin
giivenilirligi ve kalitesi bakimindan ciddi sorunlar yaganmaktadir. Tiiketilen gidalarin saglikli
kosullarda tiretilmesi ve insan sagligina zarar vermeyecek bir i¢erige sahip olmas1 gibi
konular kamuoyunda oldukga fazla tartisilmaktadir (27). Yetistiricilerin bilingsizce ilag
kullanmast, bu kullanilan ilaglardan 6zellikle de antibiyotik grubu ilaglarin, veteriner hekim
regetesi ve uygulamasi disinda satilmasi ile kullanilmasina yonelik denetimlerinde yetersiz

olmasi, lilkemiz hayvan ve dolayisi ile de insan sagligina zarar vermeye devam edecektir.

Tiirkiye 2013 gida giivenligi vizyonunu ve hedeflerini, mevcut biyo ¢esitlilik ve
hammadde zenginligini, giiglii iretim ve isgiicii potansiyeli ile degerlendirerek, AB
mevzuatiyla uyumlu ciftlikten sofraya yaklasimi ve izlenebilirlik ¢er¢evesinde tliretim
yapmak, isletmeleri gida glivenligi mevzuatinin gerekliliklerini saglayabilecek yapiya ve
donanima ulastirmak, yetkilerin tek merkezde toplandig1 giiglii bir yapilanma ile kamu
kontrol/denetim sistemlerini etkin bir sekilde yiiriitmek, egitim ve yayin hizmetlerini
gelistirmek, Ar-Ge ¢alismalarindan elde edilen bilimsel verilere dayal: siirdiiriilebilir gida
giivenligi sistemini olusturarak tiiketici beklentilerini karsilayan giivenli gidalar i¢ ve dis

piyasalara sunmak olarak belirlemistir (31).

Ozellikle besin degeri olan hayvanlardan saglanan et, siit, yumurta, bal gibi besinlerde
ila¢ kalintilarinin bulunmasi, gida giivenligi konusu i¢indeki giincelligini korumaktadir. Bu
durumda, veteriner hekimligi ilaglarinin hayvanlarda biling¢li ve kontrollii kullanimi
saglanarak, hayvansal kaynakli besin maddelerinin ilag kalintilariyla kirlenme tehlikesi ve

boyutu en aza indirilebilir.

Ulkemiz kanatli sektdriinde siklikla kullanildigini diisiindiigiimiiz enrofloksasinin
iiyesi oldugu kinolon grubu antibiyotiklerin gida patojenlerinde antibiyotik direncliligini
arttirmasi, kloramfenikoliin kan anomalilerine yol agmasi ve nitrofuranin da 6zellikle
teratojenik etkileri, bu antibiyotiklerin halk sagligi izerindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

Ozellikle insanlar {izerinde bu tiir 5nemli yan etkileri olan enrofloksasin, kloramfenikol ve

4



nitrofuranin tilkemiz 6zel sektori kiimes i¢i uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmas,

calisgmamizda bu antibiyotik kalintilarinin aranmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Antibiyotik kalintilarinin neden oldugu saglik riskleri goz 6niine alindiginda
iilkemizde hayvansal iirlinlerde antibiyotik kalintis1 konusunda ¢ok az ¢alisma yapilmasi
dolayisiyla, 6nemli bir protein kaynagi olan tavuk etinde kalintilarin tespitine yonelik

arastirmalarin gergeklestirilmesi gerektigi de ¢ok agiktir (8, 32).

Calismanin gergeklestirilmesindeki amag; tilkemiz kanatli sektoriinde kullanilan ve
halk saglig1 iizerinde onemli etkileri olan enrofloksasin, kloramfenikol ve nitrofuran
antibiyotiklerinin kalintilarinin, degerli bir protein kaynagi olan ve siklikla tiikettigimiz pili¢
etlerinde ve karacigerinde varligini arastirmak, gida kontrol hizmetlerinde bu konuya dikkat
cekmek ve yasal diizenlemeler ¢ergevesinde bu konuda tiiketici sagligina yonelik riskleri

ortaya koymaktir.



GENEL BIiLGILER

Beslenme ve Uretim Arasindaki liski

Yasamamizin temeli olan beslenmede, proteinler 6nemli bir yer tutmaktadir.
Proteinler en yeterli ve dengeli sekilde hayvansal kokenli gida maddelerinde
bulunabilmektedir (33). Dolayisiyla ¢ocuklarin bedensel gelisiminin yani sira zeka gelisimi
icin de gerekli olan proteinler agisindan zengin hayvansal kdkenli gida maddelerinin tiiketim

diizeyinin arttirilmasi son derece énemlidir.

Giiniimiizde; diinya niifusunun hizla artmasina baglh olarak besin maddelerine olan
ihtiyacin artmasi, artan besin maddesi ihtiyaclarinin da karsilanmasi hayvansal ve bitkisel
iirlinlerin arttirilmasi ile gergeklestirilmektedir (34). Bu baglamda artan niifusun dengeli ve
yeterli beslenmesi i¢in de verimli ve kaliteli bir {iretimin saglanabilmesi son yillarda biitiin

diinya tilkelerinin giindeminde yer alan en 6nemli konulardan biri haline gelmistir (35).

Uretimde artis ancak birim alandan veya hayvandan elde edilen iiriinlerin artmasr ile
miimkiin olabilmektedir. Birim alandan alinan veya hayvan basina saglanan verimin
maksimum diizeyde olmasi i¢in, giiniimiizde entansif ve monokiiltiir ziraat yogun bir sekilde
uygulanmaktadir. Yalniz, bu tiretim seklinin uygulanmasindaki tek amag, birim hayvandan
veya alandan alinacak verimin arttirilmasidir. Halbuki gergeklestirilen bu yontemde,
kimyasal tarim ilaglarinin, katki maddelerinin ve sentetik giibrelerin kullanimi, ormanlarin
kesilerek bu alanlarda iiretim yapilmasi, hayvanlardan yiiksek verimler elde etmek igin
kullanilan sentetik hormonlar, yem katki maddeleri, antibiyotikler vb. uygulamalar artik
giinlimiizde hayvanlarda, bitkilerde ve insanlarda hatta yeryiiziindeki tiim canlilarda zararl

etkilerini gostermeye baglamistir (34).

Kanath Eti, Uretimi ve Tiiketimi

Et ve et tirlinleri deyince, tavuk, balik, sigir, koyun ve domuzun iskelet dokulari ile
diger hayvanlarin etleri olarak anlasilir. Bu hayvanlarin salgi bezleri, dil, karaciger, kalp,
bobrek ve beyin gibi diger organlart da, bu tanim i¢ine girmektedir (36). Tanimda yer alan
ozellikle karaciger basta olmak tlizere sakatatlar, iilkemizde sik tiiketilen gida maddeleri

arasindadir (37).



Et tanimi icerisinde yer alan tavuk etleri (broiler), bu hayvanlarin hizli biiytimeleri,
hastaliklara olan direnclilikleri, gevreklilik ve tad1 gibi iyi et kalite 6zelliklerinden dolay:
yetistiricilikte ve tiiketimde tercih edilmektedirler. Tiim bunlarin yaninda, 1.8 kg gibi bir
agirliga da, pili¢ basina yaklasik 3.8 kg yem tiiketerek ulagsmakta olduklarindan yetistiriciler

icin ekonomik bir iiriin olarak ele alinmaktadirlar (36).

Tavukguluk sektoriinde de amag; diisiik tiretim giderlerinde galisarak, iiretim ve verimi
arttirmaktir. Bu amag dogrultusunda ilerleyen teknoloji ile birlikte tek bir tasiyici hat
iistiinden, bir saat i¢cinde 12.000 tavuk kesmek, 9.000 adet tavugun da yenilebilir i¢ organlarini

cikartmak miimkiin hale gelmistir (38).

Kirmizi et iretiminin giderek azalmasiyla ortaya ¢ikan hayvansal protein ag¢igi, tavuk
eti liretimindeki artislarla dengelenebilmistir. Ulkemizde kisi basina pilic eti tiiketimi 1990
yilinda 3.8 kg iken, 2007°de 15.2 kg’a yiikselmistir. AB iilkelerinde ise ortalama tiiketim kisi
basi 26 kg’in lizerindedir (39).

Diinya’da tavuk eti iiretimi ve tiiketimi son 20 y1l igerisinde ylikselen bir seyir
izlemektedir. 1990-1998 yillar1 arasinda; diinya kanatli eti tiikketimi yillik % 4.4 oraninda
artmigtir. 1998 yili i¢inde yaklagik 40 milyon bastan fazla tavuk, et ihtiyact i¢in yetistirilmis
ve kesilmistir (38).

Food and Agriculture Organization (FAO)’in 2005-2008 yillar1 arasinda tavuk eti
iretim miktarlar1 ve yillar arasindaki artiglar1 gosteren bilgileri asagida Tablo- 1°de
verilmistir. Bu tabloda 2008 yilinda diinyada yaklasik olarak 50 milyon tondan fazla tavuk eti
tiretildigi goriilmektedir (40).



Tablo- 1: Diinya tavuk eti tiretimi (metrik ton) (40)

2005 2006 2007 2008
Amerika 15.869.000 15.930.000 | 16.211.000 |16.677.000
Cin 9.964.490* 10.163.929% | 10.615.020*% |11.054.320*
Brezilya 7.865.780 8.164.003  |8.988.035  |10.215.500
Meksika 2.436.534 2.463.797  |2.542.493  |2.580.779
Hindistan 1.900.000* 2.000.000% | 2.240.000% |2.490.000*
Rusya 1.345.725 1.580.160 | 1.868.889  |2.000.675
iran 1.237.000 1.360.000 | 1.400.000F |1.400.000F
Japonya 1.273.141 1.366.667  |1.366.102  |1.366.102F
Endonezya 1.125.710 1.260.148  |1.295.840  |1.358.390
ingiltere 1.333.789 1.288.832  |1.270.170  |1.259.060
Arjantin 1.010.000 1.159.000 | 1.160.000F |1.160.000F
ispanya 1.083.968 1.064.944  |1.131.031 |1.155.000*
Tiirkiye 936.697 917.658 1.068.230 | 1.040.580
Kanada 1.000.077 997.482 1.028.230 | 1.040.580
Tayland 950.000 961.930 985.997 1.018.844

*Resmi olmayan sonuglar
F: FAO Tahmini

Tavuk eti tiretimi (x1000 ton)
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Sekil- 1: Tiirkiye yillara gore tavuk eti tiretim grafigi (39)



Ulkemizde de, tavuk eti iiretimi, dolayisiyla da tiiketimi ve kesilen hayvan sayisi
Sekil-1 ve Tablo- 2°de goriildiigii gibi yillar igerisinde artmaktadir. Tirkiye’de beyaz et
tiretimi, bir 6nceki yila gore % 17.9 artarak 1.323.624 tona ulagilmistir. Bu miktarin %
96.48’1 broiler (et tavugu), % 1.23’ yumurta tavugu, % 2.28’i hindi ve % 0.01°1 ise 6rdek
etinden olugsmaktadir (5). Bu rakamlara ek olarak yilda ortalama iiretilen 10 milyar adet
yumurta oldugu da diisiiniiliirse, bu sektdriin iilkenin bir numarali hayvansal protein kaynagi
durumuna eristigini sdylemek miimkiindiir. Tiirkiye’nin hayvansal protein agigin1 kapatmada
en etkili ¢6ziim tavuk eti ve yumurta iiretimidir. Kanatli eti ve yumurta iilkemiz insanlarinin

dengeli beslenmeleri igin stratejik bir oneme sahiptir (39).

Tablo- 2: Tiirkiye’de son 15 yilda kesilen broiler ve tiretilen et miktari (5)

Et Tavugu - Broiler

Kesilen Hayvan Sayisi

(Adet) y y Et (Ton)
1995 |208.034.736 270.445
1996 |250.034.440 406.698
1997 |305.745.000 464.928
1998 |301.549.100 476.719
1999 |371.711.450 589.981
2000 |411.200.300 639.342
2001 |369.604.727 612.744
2002 |414.707.710 694.060
2003 |506.107.632 862.956
2004 |505.412.926 866.862
2005 |531.700.102 925.900
2006 |490.394.162 910.226
2007 |598.474.659 1.059.483
2008 |604.322.129 1.069.696
2009 |704.884.526 1.277.082

Tavuk Eti ve Yapisi

Diinya kanath eti iiretiminin yaklagik % 90’11 pili¢ eti olusturmaktadir. Yiiksek
besleyici degere sahip olmasi, ekonomik ve kolay hazirlanabilirligi ile tiiketimine iliskin dini
bir kisitlamanin olmamasi nedeniyle de tiim diinyada tiikketimi oldukga fazladir (4). Tavuk eti
onceleri bir yan {iriin olarak yasli, yamurtaci tavuklarin veya horozlarin kesilmesi ile elde
edilirken son yillarda, kasaplik pili¢ (broiler) yetistiriciligi bir yan {iretim olmaktan ¢ikarak

gelismis ve bir endiistri halini almistir (2, 3).



Broiler eti beyaz renkte, gevrek ve aromadan zengindir. Kasaplik piligler, heniiz
cinsel olgunluga gelmeden kesilen 41-56 giinliik erkek veya disi 6zel 1rk tavuk veya onlarin
hibritleridir (900-1500 g). Bu hayvanlarin etleri daha gok 1zgaralik ve kizartmalik olarak
tercih edilir. Cinsel olgunluga erismis tavuk ve horozlarin etleri ise kuru, sert ve lastik gibi
oldugundan daha ¢ok haglamalik olarak kullanilir. Yas tayininde 6zellikle iskelet sisteminin

durumu ve konsistansi dikkate alinir. Geng hayvanlarda sternumun kaudal ucu yumusak,

elastik ve biikiilebilir durumdadir (2, 3).

Tavuk Etinin Besin Degeri ve Beslenmedeki Onemi

Iyi bir protein kaynag1 olan tavuk etinin besin degeri ve bilesimi 1k, yemleme, yas,
cinsiyet, iiretim yontemleri, isleme sekli vb. birgok faktoérden etkilenmekte olup, ayrica
g6vdenin boliimlerine ve pisirme metoduna bagl olarak da degisebilmektedir. Tavuk eti
sadece iyi bir protein kaynagi olmayip, ayni zamanda kirmizi etten daha ¢ok protein de
icermektedir. I¢ organlari haric, pismis tavuk etinin karkasm béliimlerine ve hazirlama
metoduna bagli olarak % 25-35 arasinda protein igerdigi saptanmustir. Diger taraftan sigir eti
% 21-27, domuz eti % 23-24 ve kuzu eti % 21-24 protein igerir. Tavuk etinin proteinleri
insan beslenmesi i¢in gerekli oldugu bilinen tiim esansiyel amino asitleri yeterli miktarda ve
dengeli oranlarda bulundurmaktadir. Bu nedenle protein kalitesi, sindirilme oran1 ve biyolojik

degerliligi de yiiksektir (3).

Tavuk etleri doymamis yag asitlerini kirmizi etteki yaglardan daha yiiksek bir oranda,
fakat bitkisel orjinli s1v1 veya kat1 yaglardan daha az oranda igerir. Tavuk yagimin yaklasik %
70’1 doymamus yag asitlerinden olugmakta olup, tavuk kas ve yag dokularinin
ruminantlarinkinden daha yiiksek oranlarda linoleik asit icerdigi bilinmektedir. Tavuk etleri
kolesterol bakimindan da fakir oldugundan kalp damar hastaliklari i¢in iyi bir besin
kaynagidir. Diger besin maddelerine oranla daha diisiik kalorili olmasi nedeniyle kiloyu
kontrol eden diyetler, nekahat devresindeki kisiler ve fiziksel olarak aktivite gdstermeyen

yasli kisiler i¢in de ideal bir besin maddesidir (3).
Bunlarin yaninda B kompleks vitaminleri, riboflavin ve niasin bakimindan zengin

olmasi ve diisiik sodyum igerigine sahip olmasi ile tavuk eti temel beslenmede ¢ok 6nemli bir

besin maddesidir (3).
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Veteriner Hekimliginde ila¢ Kullanim

Veteriner ilaglar1 ve yemlere katilan katki maddeleri gibi farmakolojik etkili maddeler,
veteriner hekimligi ve hayvan yetistiriciliginin 6nemli ihtiyaglarindan biridir (50). Kullanilan
farmakolojik etkili maddelerden en 6nemlisi de antibiyotiklerdir. Antibiyotikler ilk olarak
tetrasiklin fermentasyon yan {irlinlerini yiyen tavuklarin daha hizli biiyiidiigiiniin anlasildig:
1940’11 yillarin sonu ve 1950°1i yillarin ilk yillarinda, biiylitme faktorii amaciyla kullanilmaya
baslanmistir. Tetrasiklinleri takiben de biiyiimeyi hizlandiran ve performansi arttiran pek ¢ok

ilag uygulamaya girmistir (30, 38, 41, 42, 43).

Etlik pilig liretimi yapan kanatli endiistrisinde de, kiimes i¢i sagligin1 iyilestirici ve
iiretimi arttiricr olarak kullanilan bu maddeler ile etkili bir tavuk iiretim sistemi olusturulmus,
boylece yiiksek kalitede et ve yumurta tiretimi gerceklestirilerek tiiketicilerin daha uygun
fiyatlarda {iriin temin etmeleri saglanmustir (44). Ozellikle antibiyotiklerin kullanilmast ile,
gegmiste hayvanlarda 6nemli telefat ve ekonomik kayba yol agmis olan birgok hastalik, bugiin

daha ortaya ¢ikmadan engellenebilmektedir (30).

Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi1 ve 6nlenmesi, gelismenin hizlandirilmasi, verimin
ve yemden yararlanmanin arttirilmasi, paraziter hastaliklarin kontroli, kilo artis1 saglamak ve
beslenmenin desteklenmesi amaciyla asagidaki etki mekanizmalari temel alinarak ¢ok sayida

ilag, hormon, vitamin, mineral vb. maddeler kullanilmaktadir (30, 41, 45, 46).

Etki Mekanizmalari

Biiylitme faktorii olarak kullanilan antibiyotik ve benzeri maddelerin etkileri tam
olarak agiklanamasa da, buna iliskin ¢esitli hipotezler ileri siiriilmiistiir. Bu goriislere gore

iiretim i¢inde kullanilan bu ilaglarin;

1) Besin maddelerinin emilimini engelleyen toksik metabolitlerin iiretimini inhibe
ederek,
2) Gastrointestinal sistemdeki patojen mikroorganizmalarin gelisimini engelleyerek,

3) Subklinik infeksiyonlari azaltarak veya onleyerek etkili olduklar diistiniilmektedir
(41).
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Kullanim Yogunlugu

Besin maddesi olarak etinden faydalandigimiz hayvanlarin yem ve sularina, hastalik
ve parazitlerden korunabilmeleri igin, belirli araliklarla antibiyotikler katilmaktadir (34).
Ozellikle etlik civciv ve piligler yasamlar siiresince bir veya birkag ilaca yine bir ya da birkag
kez maruz kalmaktadirlar (30). FAO raporlarinda da hayvanlarin % 80’inin yasamlarinin
belli donemlerinde veya tamaminda, tedavi esnasinda, igme sular1 ve yemleri ile bu tiir ilaglart

aldiklar1 belirtilmektedir (45).

fran’da 1996-2003 yillar1 arasinda olusturulan kayitlara gore, 7.290.317 kg antibiyotik
kullanildig: bildirilmis olup bu rakamin da yaklasik olarak % 20’sinin (1.513.794 kg)
enrofloksasin oldugu belirtilmistir (48).

Bu bilgiler 1s1¢inda diinya antibakteriyel ilag pazarmin 100.000 ile 200.000 ton
arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Son 50 y1l iginde 1 milyon ton antibakteriyel madde
diinyaya salinmis ve bunun % 50 kadarinin veteriner ve tarim kaynakli oldugu belirlenmistir
(47). Diinya iizerinde tiretilen veteriner ilaglarinin % 30’u domuz, % 27’si s18ir ve % 26’s1 da

kanatlh yetistiriciliginde kullanilmaktadir (49).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde kullanilan antibiyotiklerin % 84’iiniin
hayvancilikta, bunun da % 78.5’inin ¢iftlik hayvanlarinda profilaktik ve biiylime hizlandirici
olarak, % 5.7’nin ise ¢iftlik hayvanlarinin tedavisinde kullanilmakta oldugu belirtilmektedir.
Ayrica, antibiyotiklerin ¢ok az miktariin (% 0.01), baz1 bitkileri bakteriyel patojenlerden
korumak amaciyla pestisit olarak; % 2.8’inin kii¢iik hayvan hekimliginde kedi ve kopeklerin

tedavisinde ve % 13’iiniin insanlarin tedavisinde kullanildig1 bildirilmektedir (50).

Hayvan yetistiriciliginde ve veteriner hekimligi uygulamalar1 sirasinda bu kadar

siklikla bagvurulan ilaglara ait bilgiler Tablo- 3’te verilmistir.
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Tablo- 3: 2004 yilinda Avrupa’da et iiretimi (beyaz, kirmizi, balik vb.) ile kullanilan

ilaglar ve dagilimlari (21)

Ulke Et Uretimi (x1000t)  Antibiyotik (t) Antiparazitik (t) Hormon (t)
Danimarka 2149 111 0.24 0.03
Finlandiya 377 13.3 1.8 0.0
Fransa 5869 1179 285 0.7
Almanya 6612 668.8 46.3 0.67
Isveg 536 16.1 3.86 0.28
Hollanda 2321 453 11.3 0.3
ingiltere 3329 414 10.84 0.48
Ara Toplam

(Rapor Edilmis) 21193 2855.2 61.24 1.46
Tahmin Edilen Bilgiler

Avusturya 837 113 4.1 0.10
Belgika 1320 178 6.4 0.15
Kibris 66 9 0.32 0.008
Cek Cumhuriyeti 755 102 3.7 0.09
Estonya 547 0.26 0.006

Yunanistan 485 65 24 0.06
Macaristan 909 123 44 0.11
irlanda 981 132 48 0.11
ftalya 3556 479 17.2 0.41
Letonya 73 10 0.35 0.008
Litvanya 195 26 0.94 0.02
Litksemburg 22 3 0.11 0.003
Malta 16 2 0.08 0.002
Polonya 3152 425 15.3 0.36
Portekiz 693 93 3.36 0.08
Slovakya 291 39 141 0.03
Slovenya 127 17 0.62 0.015
Ispanya 5308 715 26 0.61
25 Avrupa Ulkesi 40034 5393 194 463

Tiirkiye’de veteriner ilag ruhsatlariin ana ilag gruplarina gore dagilimi Sekil- 2” de,

tilketiminin ana ilag gruplarina gore dagilimi ise Sekil- 3’te gosterilmistir.
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B Antibakteriyel ilaglar

B Antiparaziter ilaglar

m Vitamin-Mineral

® Hormonlar

B Antiseptik-dezenfektanlar

m Sivi-elektrolitler

Sekil- 2: Ruhsatlarin ana ilag gruplaria gore dagilimi (22)

B Antibakteriyel ilaglar

B Antiparaziter ilaglar

H Vitamin-Mineral

H Hormonlar

B Antiseptik-dezenfektanlar
H Sivi-elektrolitler
 Analjezik-Antiinflamatuvar

m Diger

Sekil- 3: Tiiketimin ana ila¢ gruplarina gore dagilimi (22)

Kalintilar ve Olusumlari

Besin maddelerine kimyasal maddelerin bulagsmasinin 6niine gecilmesi ve
kontrollerinin zor olmas1 nedeniyle, mikrobiyolojik etkenlerin yarattig: tehlikeye oranla
kimyasal maddelerin tehlike potansiyeli daha biiyliktlir. Bu kimyasal maddelerden olan
antibiyotikler, organizmada tam metabolize olamadiklar1 ve tam olarak atilmadiklari igin

tiikketicilerin sagligin1 yasam boyunca olumsuz etkilerler (2, 51).
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Hayvansal ve bitkisel iiretimde veya bunlarin ¢evresinde kullanilan ila¢ ve kimyasal
maddelerin bir¢ogu uygulandiklari alanlarda ve dahil olduklar1 canlilarin viicudunda kismen
parcalanarak etkisiz veya zararsiz hale gelmektedirler. Bazilar1 da son derece yavas
ayrismalar1 nedeniyle, giderek artan miktarlarda birikim gosterirler (30, 51). Ozellikle hayvan
sagliginda belirtilen yararlar1 icermeleri ile birlikte, yogun kullanim alani bulunan
antibiyotiklerin organizmadan atilma siireleri dikkate alinmadig1 zaman tiikettigimiz
hayvansal orijinli besin maddelerinde “kalint1 (rezidii)” birakirlar (45). Doku ve organlardaki
tolerans diizeyinin lizerindeki tiim kalintilar da, tiiketiciler i¢in toksikolojik yonden 6nem

tasirlar ve tehlikeli kabul edilirler (30, 52).

Hayvansal gidalardan gegebilecek “ilag kalintis1” tanimin1 yapmamiz gerekirse; ilag ve
diger kimyasal maddelerin hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi, 6nlenmesi ve kontrolii ile
gelismenin hizlandirilmast amaciyla dogrudan veya dolayl olarak kullanilmalarini takiben, bu
maddelerin et, siit, bal, yumurta ile yenilebilen diger doku ve organlar gibi hayvansal
besinlerde biriken veya depolanan farmakolojik etkiye sahip degismemis halleri,
metabolitleri, par¢alanma iiriinleri ile serbest veya bagli haldeki maddeleri kalint1 olarak

tanimlanmaktadir (4, 30).

Ila¢c Kalintilarinin Sebepleri

Gidalarda bazi maddelere iligskin kalintilar, 6nceden bu maddelerle bulasik yem veya
yem hammaddelerinin yenilmesi ya da sularin i¢ilmesinin bir sonucudur. Ozellikle kanatlilar
olmak iizere, tiim ¢iftlik hayvanlarindan kaynaklanan gida kalintilar1 ve onlarin yarattigi

olumsuz etmenler asagida siralanan ortak nedenlerden kaynaklanir: (30, 41, 53-56)

e Doz asimi-ilag yiiklemesi yapilmasi (gereginden fazla miktarda ila¢ kullanilmasi,
yem ve suyla birlikte ayn1 zamanda ilag verilmesi),

e Ilag uygulanan hayvanlarin, ilacin formiilasyonu, verilme yolu vb. durumlara gore,
belli bir siire gegmeden veya bekletilmeden kasaplik olarak kesilmesi ya da boyle
hayvanlardan elde edilen et, siit, yumurta ve bal gibi besinlerin tiiketilmesi,

e Hayvanlarda onanmamis-ruhsatsiz ilag kullanilmast,

e Ilag prospektiisiine (doz ve siire) veya veteriner hekimin talimatina uyulmamasi

(etiket dis1 ilag kullanim1 da dahil),
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e Hatali ilag, uygulama yolu veya formiilasyon secilmesi ve kullanilmasi,

e Veteriner hekimlerin sagaltim amacli olarak antibiyogram yapmadan ilag
vermeleri,

e Beseri hekimlikteki ruhsath ilaglarin (kanser sagaltim ilaglari, kalp glikozitleri,
insiilin gibi) hayvanlarda da kullanilmasi,

e ilag kullanilan hayvanlarda ilacin viicuttan atilmasini yavaslatan hastalik vb
durumlarin (bdbrek yetmezligi gibi) bulunmasi,

e lacli yemlerin kaza yolu ile karistirilma ve yedirilme hatalari

FDA’ni, ABD’nde etlerdeki kalintilarin boyutu ve sebeplerine yonelik yaptigi
incelemelere gore, kalint1 sebebinin % 76’sinin kesim oncesi bekletme siiresine uyulmamasi,
% 12’sinin yem fabrikalarinda beyana esas yemlerdeki karistirma veya ambalajlama hatalar
oldugu, % 6’sinin farkli yemlerin konuldugu depolarin iyi temizlenmemesi ve % 6’sinin da
ilaglarin hatali kullanilmasindan (etiket-dis1 ila¢ kullanimi da dahil) ileri geldigi ortaya

konulmustur (30).

Ila¢ Kalintilariin Olumsuz Etkileri

Hayvanlarda sagaltici, koruyucu ve gelistirici amagla kullanilan ve hayvansal
tirlinlerde kalint1 birakan farmakolojik etkili maddeler, organizmada tam metabolize
olmadiklar1 ve tam olarak atilmadiklari igin basta bobrek ve karaciger olmak tizere yenilebilir
cesitli organ ve dokularda birikerek, tiiketicilerin sagligini siirekli ve hatta yasam boyunca

olumsuz etkilerler (45, 51).

Antibiyotikler de yanlis uygulamalar sonucunda et, sakatat, siit, yumurta, peynir,
tereyagi ve diger hayvansal tirlinlerde tespit edilebilir miktarlarda birikim yapmaktadir (6, 57).
Gidalarda bulunan kalintilar, basta patojenlerin antibiyotiklere direncini gelistirmekte
(direngli suslar), antibiyotigin ¢esit ve miktarina bagli olarak hafif alerjiden baslayip
anafilaktik soka kadar gidebilen klinik tablolar1 da beraberinde getirmektedir (18, 45, 51).
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Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin yayinladig1 bir raporda antibiyotiklerin hatali
kullanim1 sonucu, bu ilaglara karsi mikroorganizmalarin bagisiklik kazandig: belirtilmistir.
Yapilan aragtirmalarda da insanlara gegen antibiyotik kalintilarinin viicuttaki direngsiz ve
zararsiz bakterileri 6ldiirerek, giiglii ve zararli bakterilerin ¢gogalmasina sebep oldugu ve

hastalik esnasinda kullanilan antibiyotiklerin giderek etkisiz kaldig1 gézlenmistir (34).

Kalintilarin insanlar tizerindeki baslica etkileri sunlardir (2, 16, 23, 30, 32, 38, 41, 43,
45, 51, 58, 59):

e insanlarda hafif bir alerjiden baslayarak anaflaktik soka kadar degisen siddette
zehirlenmelere ve etkilere (teratojenik, mutajenik, karsinojenik etkiler gibi) neden olabilir ki,
penisilin ile mastitis tedavisi géren ineklerin siitlerini i¢en penisiline duyarli kisilerde alerjiler
gortilmistiir. Kloramfenikol de, 1/20-100 bin oraninda 6liime gétiirecek aplastik anemi ile
kemik iligini baski altina alabilir.

o Cinsiyet 6zellikleri ve davraniglarda degisikliklere (disilerde erkeksi, erkeklerde
disimsi davranis, belirti ve 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi gibi) yol agabilir.

e Ureme bozukluklarma neden olabilir.

e Ozellikle yogurt, peynir ve sucuk imalat1 olmak iizere, besin endiistrisinde starter
kiiltiirlerin iremesini engelleyerek tiretim hatalarinin ortaya ¢ikmasina ve ekonomik kayiplara
yol agabilir.

e Bagirsak igeriginde yaklasik 1x10™/g bakteri (400°den fazla tiir vardir; bunlarin %
90’dan fazlasi obligat anaerobik, 30 tiir igerisinden bilhassa Bacteriodes, Fusobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcus, Peptococcus olmak tizere)
bulunur ve bunlar mevcut dogal floray1 olusturur. Bunlarin sindirim islemine yardimci
olmalar1 yaninda, hastalik yapici bakterilerin iiremeleri ve girisine engel olmak gibi 6nemli
fizyolojik gorevleri vardir. Tiiketicilerde kalintilar yolu ile alinan ilaglar, ince ve kalin

bagirsaklardaki bakteri toplulugunun degismesine yol agarak dogal floraya zarar verebilirler.

Sindirim kanalinda bu tarz istenmeyen bir etkiye yol agmamak i¢in, kalint1 halinde en
cok 1.5 mg/60 kg (canl agirlik) miktarinda antibiyotik alinmasina izin verilir. Bu miktar da
bir insanin giinde 1.5 kg besin tiiketecegi ve 1 kg besinde bulunacak <1 mg antibiyotigin de
mikrobiyolojik bir zararinin olmayacagi esasina dayanir. Bugiin antibiyotiklerin kabul
edilebilir giinliik alim (KGA-ADI) miktarlart ve tolerans diizeylerinin belirlenmesinde bu

durum g6z Oniine alinmaktadir.
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e Hayvansal orjinli gidalarda bulunan antibiyotik kalintilar1 ¢esitli patojen
mikroorganizmalar1 baski altinda tuttugu i¢in, bu tiir gidalarin bakteriyolojik laboratuvar
analizlerinde yanls degerlendirmelere neden olabilmektedir. Ozellikle Salmonella tiirleri
antibiyotiklerin etkisi altinda maskelenir. Dolayisiyla Salmonella gibi patojen etkenlerin ette
mevcut olduklar1 halde tespit edilememeleri ile, bu etkenler halk saglig1 a¢isindan oldukga
biiyiik tehlike yaratabilir.

e Tlac kalintilar1 ayn1 zamanda mikroorganizmalarda direng gelisimi de meydana
getirmektedir. Bakteri, protozoa ve parazit tiirleri arasinda direngli tiir veya suslarin ortaya
cikmasina ve boylece ilaglarin sagaltici ve koruyucu etkilerinin azalmasi ile ilaglarin kullanim
omriiniin kisalmasina yol agabilir. Bir¢ok hastaligin sagaltimi veya 6nlenmesinde mevcut
ilaclarla yeterince basar1 saglanamamasi yaninda, bu durum direngli bakterilere kars etkili
olabilecek ilaglarin aragtirilmasi-gelistirilmesi geregine yol agmistir. Dolayisiyla da ilag

sanayinde bu durum 6nemli bir harcama kalemi haline gelmistir.

Direng, yiiksek biyolojik iligki ve bakteriyel tiir ¢esitliligi nedeniyle genetik
degisimlerin sik meydana geldigi alanlarda olusur (60). Olusan bu direnglilik plazmidler,
transpozanlar ve integronlar vasitasiyla hiicre boliinmesi sirasinda vertikal olarak
aktarilmaktadir. Bunun yaninda karisik bakteriyel populasyonlardaki ayni veya farkli tiir ve
soylardaki patojen veya apatojen bakteriler arasinda transdiiksiyon, konjugasyon veya

transformasyon vasitasiyla horizontal olarak da gegmektedir (4, 23).

Yapilan ¢alismalar, Salmonella’ya direncin yillardir artma egiliminde oldugu, gida
zehirlenmelerinde artiglarin oldugu ve bunun da kanatlilarda kontrolsiiz antibakteriyel
kullanimryla ilgili oldugunu gdstermistir. 2005°te Hollanda ve Ingiltere’deki kanatlilardan
izole edilen Salmonella suslarinin en yiiksek oranda kloramfenikol, sulfonamidler ve

tetrasiklinlere direng gosterdigi ortaya konulmustur (4, 38, 41).

Nitekim, S. Typhimurium, S. Enteritidis, Campylobacter, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfiringens, shiga-toxin iireten Escherichia coli, Listeria ve Yersinia gibi gida
kaynakli hastaliklara neden olan patojenlerin de direng 6zellikleri ortaya konmustur (17, 42,
51). Direngli zoonotik patojen grubuna dahil bu bakteriler, hayvansal kaynakli gidalarin
tiiketimi veya bu gidalara temas yolu ile insanlara gegebilmektedir. Endiistrilesmis tilkelerde

bu yollarla olusan enzootik hayvansal gida kaynakli enfeksiyonlara rastlanilmaktadir (17).
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Bu mikroorganizmalarin yaninda, antibiyotiklerin hayvan yemlerinde gelisim
arttirmak amaci ile kontrolsiiz olarak kullanilmasi ile Enterococcus faecium tiirlerinde de
direng gelisimi gézlenmistir (61-64). Bu amagla hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin
onemli bir kismi insan tedavisinde de kullanildig1 i¢in ¢apraz diren¢ kazanmalari s6z konusu
olmaktadir (61). Yillarca probiyotik ve starter kiiltiir olarak gida teknolojisinde glivenle
kullanilmis olan Enterococcus’lar antimikrobiyel ajanlara olan direngleri nedeniyle firsat¢i
patojenler olarak goriilmektedirler (65-67). Diisiik viriilens 6zelliklerine sahip olsalar bile,
viriilens 6zellikleri ve antibiyotiklere kars1 direngleri birlestiginde tedavileri de zor olmaktadir
(68). Bir glikopeptid olan ve hayvanlarda yem katki maddesi olarak kullanilan avoparcinin
insan ve hayvan dogal barsak florasinda yasayan enterekoklarda direng gelisimine
(vankomisin-direngli enterekoklar) neden olmasi ve bu direngli bakterilerin insanlarda neden
oldugu enfeksiyonlarin sayisindaki artislar nedeni ile Amerika ve Avrupa’da yem katkisi

olarak kullanilmasina yasaklama getirilmistir (4, 69).

Bu direngli patojenlerin ve direng genlerinin hayvanlardan insanlara yayilmasi,
insanlardaki enfeksiyonlarin tedavisi konusunda ciddi bir kaygi yaratmaktadir. Gida
iiretiminde kullanilan hayvanlarda kullanilan florokinolonlar1 da igeren antibiyotiklerin ¢ogu,
gida kaynakl hastaliklara maruz kalan insanlarda tedavi amaglh da kullanilmaktadir (17).
Nitekim, diinya genelinde antibiyotik direnci yayginliginin arttig1 diisiincesi gelismektedir ve
bu artisin gelismekte olan iilkelerde daha fazla oldugunu gosteren bir¢ok calisma da vardir
(16, 58, 70). Gelisen bu direng, mortalite oranlarini, tedavi giderlerini, hastaliklarin
yayilimini ve siirelerini arttirmaktadir (41, 70). Halk sagligin1 korumak i¢in direngli
bakterilerin hayvanlardan insanlara yayilmasinin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu da, hi¢
stiphesiz hayvanlarda antibiyotik kullaniminin azaltilmasiyla bagarilabilir (16).

e Bircok calisma gostermektedir ki kalintilar patojenik bakterilerin sayilarini ve
direnglilik seviyelerini artirmakla beraber ayni zamanda insan dogal florasinda bulunan ve
patojenik bakteriler i¢in antibiyotik diren¢ genleri kaynagini olusturan normalde zararsiz

kommensal mikroorganizma sayisini da arttirmaktadir (16).

Yukarida tiim ciddi olumsuz etkileri sayilan antibakteriyal kalintilar hakkindaki
endiseler, gliniimiizde gida giivenliginin odagini olusturmakta ve veteriner ilag¢ kalintilarinin
olagan bu zararl etkileri halk sagliginin korunmasinda 6nemli bir problem olarak karsimiza

cikmaktadir (6, 17).
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Tiiketici Goziiyle Kalintilar ve Gida Giivenligi

Gidalardaki kalintilar, halk sagligi agisindan ¢ok ciddi problemlere neden olmasina
karsin kalint1 igeren besinlerin tiiketilmesiyle karsilasilan ve hekime bagvurulmus olaylarin
say1s1 son derece azdir (30, 54). Ciinkii kalintilar gozle goriilmez, koklanmaz veya tadilarak
anlasilmaz olduklar i¢in tespit edilmeleri zordur (54). Bu bilgiler 1s181nda tiiketicilerde
yenilebilir tavuk-kanatli dokularinda zararli seviyelerde ilag¢ kalintis1 varliginin daha 6nemli

ve dikkat edilmesi gereken bir gida giivenligi sorunu oldugu algis1 zamanla geligmistir (44).

Amerikali tiiketiciler, bilingli ya da bilingsizce yemlere katilmis olabilen katk1
maddelerini biiyiik bir gida giivenligi riski olarak gérmektedirler (71). Amerika Gida Satig
Enstitiisti (FMI) niin yaptig1 bir arastirmada, market aligverisi yapan kisilerin % 95’inin
gidalardaki kalintilar1 ciddi veya normal bir tehlike olarak gordiikleri sonucuna varilmigtir

(54).

Resurreccion ve Galvez’in (72) tiikketiciler lizerinde yaptiklari bir ¢alismada,
tiiketicilerin % 77’sinin etlerdeki veteriner ila¢ kalintilarin1 diger gida kontaminantlarina
(pestisit kalintilar1, bakteriler, gida katkilari, dogal toksinler) kiyasla daha ciddi bir saglik
konusu olarak gordiikleri ortaya konmustur. Ayni ankete gore % 23’1tk bir tiiketici grubunun
gidalardaki ilag kalintilarini 6nemli bir saglik problemi olarak gormedikleri sonucuna

ulasilmustir (Sekil- 4).
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Sekil- 4: Tiiketici taramasi; ette potansiyel gida kontaminasyonlari (72)

Ulkemizde ise, Gida Giivenligi Dernegi’nin 2008 yilinda yayinladig: bir rapora gore,
“Gida yoluyla gelebilecek cesitli riskler ile ilgili endise duyulan konular” baglig: altinda

sorulan birgok tehlikenin iginde Tiirk tiiketicisinin % 79 unun etlerdeki hormon ve antibiyotik
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kalintilarin1 “cok endise verici” bir tehlike olarak gordiikleri sonucu ¢ikmistir. Ayni rapora
gore Avrupa tiiketicisinin yaklagik yarisinin, Avrupa Birligi’ndeki yasal otoritelerin kalint1 alt
basligini da igeren birgok gida giivenligi riski konusunda yeterince tedbir aldigini diisiindiig;
ticte birinin ise birlik igerisinde yapilan denetim ve uygulamalarin yetersiz oldugu fikrinde
oldugu belirtilmistir. Buna karsin Tiirk tiiketicisinin % 77’sinin yasal otorite tarafindan

yapilanlarin yetersiz oldugunu diisiindiikleri agiklanmistir (73).

Yasal otorite tarafindan yapilan uygulamalar yetersiz (%)

Gida giivenligi konusundaki gelismelerin 10 y1l 6ncesiyle kiyaslanmasi (%)

Son 180 yilda grda gevenlich..

- Kottiye gitti o288 Kottive gitti %652

Kalint1 riskleri ve gida giivenligi denetimleri konusunda kiyaslamali olarak

bakildiginda, Tiirk tiiketicilerinin kalintilar konusundaki algisinin 6nemli seviyede yiliksek
oldugunu, genel algilarinin da belki de iilkemizde ki denetleme mekanizmalarindaki

eksikliklerden dolay1 biraz daha karamsar oldugunu gérmekteyiz (73).

Ulkemiz Tavuk Yetistiriciliginde Yaygin Olarak Kullanilan Antibiyotikler

Kloramfenikol, furazolidon ve enrofloksasin genis spektrumlu veteriner ilaglari olup
sirastyla amfenikol, nitrofuran ve kinolon ana gruplarinda bulunurlar. Bu ilaglar, hayvanlarin
tedavisinde yem katkis1 olarak, hayvanlarin biiylimesini ve verimliliklerini arttirmak i¢in
genis capta kullanilirlar. Gidalarin icerdigi veteriner ilag¢ kalintilari, son yillarda tiiketiciler
arasinda ciddi tereddiitler uyandiran bir sorun haline gelmistir. Sonug olarak bu bilesiklerin
yenilebilir dokulardaki kalintilarinin analizleri, insan saglhigina yonelik risklerini
degerlendirme agisindan son derece 6nemlidir (74). Gida iiretimi i¢in kesilmis pili¢lerde
kalintilar1 rapor edilmis olan kloramfenikol ve nitrofuran AOZ yasakli, enrofloksasin ise

MKUL leri verilmis olan ilaglardir (55, 75-78).
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Kloramfenikol

Kloramfenikol 1947 yilinda Burkholder adli bir arastirmaci tarafindan Streptomyces
venezuelae kiiltiirlerinden elde edilmistir. Bu ilag, yapisinin tayini ve kimyasal sentezinden
sonra 1948-1949 yillarinda insan ve hayvan hastaliklari tedavisinde kullanilmaya
baglanmistir. Kloramfenikol nitrobenzen ve diklorasetik asit tiirevi olan, [D - (-) - tireo -1 - p
- nitrofenil - 2 - dikloro - aseta - mido - 1, 3 - propanediol] kimyasal yapil1 bir antibiyotiktir.
[lacin basit yapis1 ve sentetik olarak eldesinin daha ekonomik olmasi, ilacin dogal yollarla
iretimi yerine bu suni yolun se¢ilmesine neden olmustur. S. Typhosa, Hemophilus influenza,
Bacterioides fragilis, Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae, Streptococcus pneumonia,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Brucella sp., Pasteurella sp., Shigella paradysenteria,
Escherichia coli, Aerobacter acrogenes, S. pyogenes, Francisella tularenses, Proteus
vulgaris, Riketsia spp., Chlamydia, Mycoplasma, Pseudomonas aureginosa, Salmonella spp.,
Bacillus anthracis, Corynebacterium pyogenes, Erysipelotrix rhusiopathia ve Klebsiella
pneumoniae gibi bir¢ok gram pozitif ve gram negatif patojenlerin neden oldugu hastaliklarin
sagaltiminda bakterisid ve bakteriyostatik olarak kullanilan, bakterilerin protein sentezini

etkileyerek galisan, genis spektrumlu bir ilagtir (53, 79-85).

Cl

Sekil- 5: Kimyasal yapilar (A) CAP-kloramfenikol ve (B) CAP-D5 (likit
kromotografide kullanilan i¢ standart) (86)

S6z konusu antibiyotigin et, karaciger, bobrek gibi dokulardaki kalintilar1 kullanimin
kesilmesini izleyen saatler i¢inde hizla yikimlanmaktadir (30). Oda 1sisinda dayanikli olup,
agiz yolu ile verildiginde sindirim kanalindan ¢abuk emilmektedir. Kandaki en yiiksek
yogunluguna uygulama sekline gore 2-4 saat arasinda gegmektedir. Oral yolla verilisinden
yarim veya bir saat sonra bir¢ok dokuda varligi saptanir (79).
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Bazi pre-mikslerde ve ilagla tedavi gerektiren formulasyonlarda, yemlerin veya sularin
icine katilarak bircok tiire (kanatli, tavsan, buzagi, domuz, koyun ve kuzular) verilmektedir
(87). Gida elde edilen tiim bu hayvanlari tedavi etmek i¢in, kullanilabilirliligi yiiksek ve
maliyeti az olan bir ila¢ olmasindan dolayi tercih edilmektedir (83, 84). Ozellikle tifo ve
paratifo tedavisi ile Salmonella spp.’nin yol agtig1 diger hastaliklarda, bakteriyel menenjit ve
beyinde gelisen apselerde, epiglottis, pneumonia ve riketsiosis gibi hastaliklarin sagaltiminda

kullanilmaktadir (53, 79).

Kesfedildigi yillarda bilhassa insan sagliginda tifo ve tifus etkenleri tizerine etkili
oldugundan genis kullanim alant bulmustur (79). Tifoyu ve dolayisiyla bu ilact 6nemli kilan
faktor, tifonun birgok tilkede yiiksek oranda morbidite ve mortalite ile seyretmesi ile akut ve
sistemik bir infeksiyon olmasidir (88). insanlarda 3 hafta kadar siiren, 40°C’ye ¢ikan yiiksek
ates, bas agrisi, bulanti, kusma, ishal, konstipasyon, dalak ve karacigerde biiyiime ile de
seyredebilen tifonun tedavisinde, bakterisidal etkili kinolonlara alternatif olarak S. typhi
iizerinde bakteriyostatik etkisinden faydalanmak iizere 2-3 g/giin 14 giin dozlarinda

kullanilabilmektedir (89).

Ancak bakteriler lizerinde yukarida sayilan genis etkileri yaninda kloramfenikoliin
hizli gelisen ciddi toksik etkileri de vardir (53, 84). Kloramfenikol, insan ve hayvan
viicudunda bazi ilaglarla etkilesime girebilir, baz1 fizyolojik degerleri ve immun yanitlari
degistirebilir. Uzun stireli ve genis dl¢iilerde kullanimi, bakteriyel direng olusumunu
tetiklemektedir (79). Siyanosis sendromu ve yeni doganlarda gelisebilen gri sendrom olarak
da bilinen, kardiovaskiiler kollaps da olusturdugu bilinmektedir. Ozellikle fatal aplastik
anemiye neden olan geri doniisiimsiiz kemik iligi depresyonu olusturmakta olup, kanserojen

bir maddedir (51, 53, 74, 79, 83, 84, 85, 90).

S. Typhi’nin kloramfenikole ve ampisiline karsi son yillarda artan oranda direng
kazandig1 belirtilmektedir. Kloramfenikole kars1 degisik iilkelerde yapilan ¢alismalarda % 1-
90, tilkemizin degisik bolgelerinde gergeklestirilen ¢calismalarda ise, % 0-48 oranlarinda
direng gelistigi bildirilmektedir (88). Diinya ¢apinda ampisilin, kloramfenikol ve co-
trimoksazol (trimethoprim-sulphamethoksazol) direngli “multidrug resistant” Salmonella
enterica subspecies enterica serotype typhi tarafindan her y1l yaklagik olarak 16 milyon tifo

vakasi meydana gelmekte, 580.000°den fazla da 6liim vakasi goriilmektedir (70, 91).
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Tifonun tedavisinde uzun yillar kullanilan kloramfenikol, gelisen ilag direnci, relaps
(tekrar hastalanma) oraninin yiiksekligi (% 10-25), tastyicilik oraninin fazla olmasi ve kemik
iligine toksik etkisi ile artik bu hastaligin tedavisinde ideal ila¢ olmaktan ¢ikmistir (88, 89).
Bu nedenlerden dolay1 da tifo tedavisinde siprofloksasin gibi yeni antibiyotiklerin

kullanilmasi zorunlu hale gelmistir (88).

Ieme sularma 5 giin siire ile 40 mg/kg yogunlugunda kloramfenikol katilan 7 haftalik
pili¢lerin kas, karaciger, deri ve viicut yaglarinda 0.2 mg/kg, bobreklerinde de 0.6 mg/kg
arasinda kloramfenikol tespit edilmistir. I¢me sularina ilavesi durdurulduktan ortalama 8 saat
sonra viicut yagi ve deride antibiyotik varligi saptanmamasina karsin, ayni siire karsel
kesimlerde 48 saat olarak ol¢iilmiistiir. Kloramfenikol uygulanmasinin durdurulmasindan 72
saat sonra bobreklerde 0.3 mg/kg diizeyinde bulunmustur. Burada kisaca 6zetlenen deneysel
veriler ile, gerek sagaltim amaciyla ve gerekse katki maddesi olarak kullanilan
kloramfenikoliin ihmal edilemeyecek olgiilerde hayvansal besinlere gegtigini ve dolayisiyla da
insan saglig1 agisindan bakteriyel direncliligin olusumu ve bu direncli bakterilerin insanlara
gecerek antibiyotiklerin insanlardaki etkilerini nemli derecelerde diisiirmesi ile kronik

toksisite riski yarattig1 gozlenmektedir (79, 81).

DSO kloramfenikol kullaniminin, tiim gida degeri tastyan hayvanlarda 6zellikle de,
sagmal inekler ve pilig iiretiminde kullaniminin yasaklanmasini 6nermistir (8, 92, 93).
Amerika, Kanada, Avustralya ve 1994°ten bu yana da Avrupa Birligi iiyesi lilkelerde gida
degeri tastyan hayvanlarda kullanimi yasaklanmistir (80, 81, 83, 84). Avrupa Birligi’ne Asya
tilkeleri tarafindan ihraci yapilan tavuk, bal ve karides gibi gida iriinlerinde de, yasak
olmasina ragmen kloramfenikol kalintilarina rastlanmistir (81). Avrupa Birligi i¢inde baz1
iilkelerde de diisiik hijyenik kosullarin neden olabilecegi olumsuz etkileri ortadan kaldirmak
ve canl1 biiyiimesini arttirmak i¢in bilingsizce ve yasal olmayan yollarla kloramfenikol
kullaniminin s6z konusu oldugu ve bunun tiiketiciler lizerinde kabul edilemez etkilerinin
olacagi vurgulanmistir (84, 94). Goriildiigii lizere insan saglig1 lizerinde tiim bu potansiyel
zararl etkilerine ragmen, ucuz ve etkili olmalarindan dolay1 hala bazi iilkelerde kullanimlari

serbesttir (95).

24



Siddetli toksik ve yan etkilerinden dolay1 Polonya’y1 da igeren birgok Avrupa
iilkesinde yasaklanmis olan kloramfenikoliin tayini i¢in bircok metod tanimlanmistir. Bilinen
yontemler arasinda mikrobiyolojik teknikler, biyolojik metodlar, Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ve radioimmunoassay teknikleri kullanilmaktadir. Planar
kromotografi, kiitle spektrometresi ile kromotografi, yiiksek performansh likit kromotografi
(HPLC), HPLC-DAD, gaz kromotografisi (GC), kiitle spektrolu gaz kromotografisi (GC-MS),
GC-MS/MS, UV ile likid kromotografi, elektron tutulumlu gaz kromotografisi, LC/MS ve
LC-MS/MS son yillar igerisinde, ¢esitli gidalarda calisilmis ve bu yontemler gelistirilmistir
(80, 81, 96-101). LC-MS/MS de, yaygin kullanim alani bulmasi, spesifikligi ve duyarliligi ile
etkili bir analiz cihazidir. Bu teknigin veteriner ilaglari kalint1 analizinde kullanilabilirligini,

son yillarda yapilan birgok bilimsel ¢alisma ispatlamistir (102, 103).

Bu analiz metodlarindan 6nde geleni immunolojik bir metot olan ELISA yontemidir.
ELISA yonteminin avantaji; kullaniminin kolay, sonuca ulagmak i¢in gegen zamanin kisa (2-
2,5 saat) olmasi, duyarlilik ve belirliliginin (6zgilliigliniin) yiiksek ve her kitte fazla sayida
numune ile ¢alisma olanagi saglamasi olarak belirtilmektedir (18, 100). Bugiine kadar,
gidalarda veteriner ilaglarinin ve pestisid kalintilarinin tespitinde, yiiksek duyarlilik, basitlik
ve kii¢iik hacimli ¢ok sayida 6rneklerde kullanilabilmesi agisindan ELISA en popiiler metod

haline gelmistir (104).

Kloramfenikol i¢in analiz metodlarindan gaz kromotografi veya HPLC gibi metodlar
sayisal degerler vermekle birlikte bu metodlarin cok mesakkatli ekstraksiyon sekilleri vardir.
Bundan dolay1, numuneleri diizenli taramak i¢in benzeri bu metodlar pahali ve ¢ok fazla
zaman tiiketimine de sebep olduklarindan ¢ok kullanigh metodlar degillerdir. Diger taraftan
ELISA metodlari, kloramfenikol tespiti i¢in basit numune ekstraksiyonuna izin veren,
yapilmasi kolay ve kisa zamanlarda ¢ok fazla numuneyi de bir arada islemeye imkan saglayan

metodlardir (98).
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Enrofloksasin/siprofloksasin

Antibiyotik caginin baglamasindan giiniimiize degin bakteriyel direnglilik olgularinin
giderek artma egilimi gostermesi, daha giiglii etkinlige ve genis antibakteriyel spektruma
sahip ajanlarin gelistirilmesine yonelik arastirmalarin yogunlasmasina neden olmustur. Bu
yondeki aragtirmalarin bir boliimii mevcut antibiyotiklerin molekiiliinde degisiklikler
yapilmasina yonelik olurken, 6nemli bir boliimii de yeni kimyasal bilesiklerin gelistirilmesini
veya biyolojik kokenli antibiyotiklerin izolasyonunu amaglamistir. Bu kapsamda 6zellikle
florokinolonlar olmak iizere, tiim kinolon tiirevi antibakteriyel ajanlar sentez yolu ile
gelistirilen, enfeksiydz hastaliklarin sagaltimi amaci ile kullanilan en 6nemli ve dikkat ¢ekici

ilag tiirleri olarak kabul edilmektedir (79).

Kinolonlar, hayvan ve insan sagligi alaninda solunum sistemi hastaliklari, iiriner
sistem enfeksiyonlarinda ve enterik bakteri enfeksiyonlarinin tedavilerinde kullanilan sentetik
antibiyotiklerdir (105, 106). Gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile birgok dnemli kanatl
patojenlerine, 6zellikle de mikoplazmaya karsi ¢ok etkili olan genis spektruma sahip
ajanlardir (107-110). Sigir, domuz ve tavuklarda veteriner ilaci olarak siklikla

kullanilmaktadirlar. Bu nedenlerden dolay1 her gegen giin kullanimlar1 da artmustir (108).

Giraz inhibitdrleri, biyoyararlanimlari ve etki 6zelliklerine gore 4 alt grup altinda
incelenmektedir. Bu alt gruplardan birini, gida degeri tasiyan hayvanlara uygulanmasi sik¢a
yapilan enrofloksasin (metaboliti siprofloksasin) ve danofloksasin olugturmaktadir (108, 111).
Enrofloksasin, sentetik (1 - siklopropil - 6 - floro - 1, 4 - dihidro - 4 okzo - 7 - (etil - 1 -
piperazinil ) - 3 - kinolon - karboksilik asit) bir florokinolondur (112, 113). Hastalikli
hayvanlarda bulunan gram negatif ve gram pozitif bakterilere ve 6nemli patojenik bakterilere
kars1, bakterisidal aktiviteye sahip genis spektrumlu bir antibiyotiktir (42, 48, 112, 114).
Enrofloksasin veteriner sagaltiminda domuzlarda, sigirlarda, tavuklarda, kopek ve kedilerde
kullanilir (48). Tavuk ve hindilerde, mycoplasmosis, colibasillosis ve pastorellosis ve

ozellikle de Salmonella enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (79, 113).
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Sekil- 6: Enrofloksasin ve siprofloksasin’in kimyasal yapilar

Enrofloksasin; 1-siklopropil-6-floro- Siprofloksasin; 1-siklopropil-6-floro-1,
1,4-dihidro-4-okzo-7-(4-etil-1-piperazinil) 4-dihidro-4-okzo-7-(1-piperazinil)-
3-kinolin karboksilik asit 3-kinolin karboksilik asit

(106, 115) (106, 115)

Tiim florokinolonlar oral ve paranteral doz formlarinda olduk¢a dayaniklidirlar. Diger
antibakteriyel ajanlar ile baskilayici etkilesime girmemesi nedeniyle ¢esitli ilaglarla birlikte
kullanilabilirler. Kinolon tiirevi antibakteriyel ajanlarin N-1 konumunda eklentiler yapmasi
yoniinden, enrofloksasin ve danofloksasin birgok patojene karsi siprofloksasine gére daha
giicliidiir. Siprofloksasin de, norfloksasine gore daha etkilidir. Enrofloksasin ve
siprofloksasin diger florokinolonlara gore daha genis antibakteriyel spektruma sahiptirler. Bu
antibiyotiklerin pastorella ve mikoplazma etkenlerine karsi etkin yarilanma dmiirleri 4-6 saat

arasinda degismektedir (79).

Gerek hayvan yetistiriciliginde ve gerekse tip hekimliginde s6z konusu antibiyotiklerin
yogun bir sekilde kullanimi zaman igerisinde 6dnemli bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir
(48, 111).

Escherichia coli, Shigella, Salmonella suslar1, Yersinia enterecolitica, Vibrio cholera,
Aeromonas spp., Campylobacter jejuni gibi intestinal patojen bakterilerden biiyiik bir
cogunlugunun yeni florokinolonlara asir1 duyarli oldugu bir gergektir. Son yillarda
florokinolonlara kars1 duyarli olan bu bakterilerde farkli bir mekanizma ile de direnglilik

olgularinin gelisebildigi bildirilmistir (79).
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Kinolonlarin hayvanlarda bu kadar genis oranlarda kullanilmalari, gidalar araciligiyla
direkt toksik etki veya kisilerde patojenlere karsi direng gelisimine neden olabilen kalinti
olusumlarina neden olurlar (105). Nitekim enrofloksasinin alerjik reaksiyonlar yaninda,
2000’11 yillarin basindan itibaren kullanimina bagli olarak bakterilerde direng gelisimine

neden olabildigi rapor edilmistir (74, 111).

Hayvan barsak florasi, bakteri ¢esitliligi ve yogunlugu nedeni ile direncin gelismesi
icin ideal bir ortamdir. Ciftlik hayvanlarinda enrofloksasin kullanilmasi, zoonotik
bakterilerde siprofloksasine duyarlilifin azalmasina neden olabilir. Direngli bakteriler
hayvansal gidalar araciligiyla insanlara gegebilir ve boylece bu bakterilerin olusturdugu
enfeksiyonlarin tedavisinde siprofloksasinin etkinligi de azalabilir (116, 117). Hayvan
tiirlerine gore degismekle birlikte, florokinolon direncinin yayginlig1 % 5 ile % 75 arasinda

degismektedir (118, 119).

Florokinolon grubu ilaglar arasinda ¢apraz direng gelisimleri de rapor edilmektedir
(56). Bu ajanlara kars1 diinya ¢apinda, hastaneler ve halk arasi enfeksiyonlarda bakteriler
arasinda artan bir direng gelistigi, metisilin direngli Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Escherichia coli, Salmonella
spp., Neisseria gonorrhoeae, tavuklardan insanlara gegebilen dzellikle florokinolon direngli

Campylobacter spp. bu bakteriler olarak sayilabilmektedirler (48, 106, 112).

Direncin olusumunda, kinolonlarin etki mekanizmasi 6nemlidir. Kinolonlarin hedef
bolgesi DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleridir. Bu enzimleri kodlayan bolgede
meydana gelen mutasyonlar, direncin olusmasindan sorumludur. DNA giraz, gyrA ve gyrB
alt birimlerine sahip tetrametrik bir enzimdir. Bu enzim, gyrA alt birimi araciligiyla DNA
molekiiliiniin fosfat gruplari ile kovalent bag meydana getirir. Benzer sekilde iki alt birimden
(ParC ve ParE) meydana gelen topoizomeraz IV de, tetrametrik bir enzimdir. Topoziomeraz
IV, florokinolonlarin gram pozitif bakterilerde birincil, gram negatif bakterilerde ise ikincil
hedef bolgesidir. Yeni kusak florokinolonlar ikili olarak baglandiklarindan, hem DNA giraz
hem de topoizomeraz IV enzimini es zamanli olarak inhibe eder. Boylece florokinolonlar,
DNA giraz ve topoizomeraz I'V’iin olusturdugu kirilmalar1 durdurarak, DNA’nin

sentezlenmesini baskilar (116, 120-122).
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Florokinolon direncine aracilik eden mutasyonlarin biiyiik ¢cogunlugu kinolon
direncini belirleyici bolge (Quinolone Resistance Determining Region: QRDR) olarak
tanimlanan gyrA ve gyrB birimlerinde meydana gelmektedir (116, 117, 120). Topoizomeraz
IV’teki mutasyonlar da ParC ve ParE birimlerinde meydana gelmekte olup, yiiksek etkili
direncin olugmas1 bakimindan 6nemlidir (120). Florokinolon direnci, DNA giraz ve
topoizomeraz IV mutasyonlarinin yani sira, membran proteinlerinin yapisal degisime bagl
olarak, ilacin hiicre i¢i birikiminin azaltilmasi sonucu da gelisebilmektedir (123-125). Bu
yapisal degisime de marC ve marRAB adli ayr1 konumlanmais iki alt birimden olugsan mar
bolgesi aracilik eder. marRAB marR, marA ve mar B'yi temsil eder (232). marA, altmistan
fazla kromozomal genin ekspresyonunu degistiren ve tetrasiklin, kloramfenikol, ampisilin,
nalidiksik asit, siprofloksasin, norfloksasin, puromisin, rifampisin ve bazi dezenfektanlara
kars1 direng gelisiminden sorumlu olan bolgedir (126-129). Mar ekspresyonu antibiyotiklerin
etkinligini azaltarak bakterisid etkinin bakteriyostatik etkiye doniismesine neden olur ve

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yaklasik {i¢ kat artar (126).

Florokinolonlara direngli Campylobacter enfeksiyon insidansi, enrofloksasinin
kullanimu ile birlikte 6nemli derecelerde artmustir (112). Florokinolon ve tetrasiklin grubu
antibiyotiklerin kanatlilarda yaygin bir sekilde kullanilmasi sonucu, bu antibiyotiklere karsi
termofilik Campylobacter spp.’nin artan oranda direng kazandig1 gézlenmistir. Buna bagl
olarak, kanatli etlerinin ¢oklu antibiyotik direnci (Multiple Drug Resistance, MDR) gdsteren
enteropatojenik bakteri tiirlerinin insanlara gegmesinde 6nemli bir kaynak oldugu
belirtilmistir (47).

Kinolonlarin veya kinolon direngli bakterilerin etkileri ile ilgili olarak birbirinden
farkl1 3 adet olusum mekanizmast iizerinde durulmaktadir. Ilki; gidalar kesim sirasinda veya
islenmeleri sirasinda, kinolon direncli zoonotik patojen bakteriler tarafindan kontamine
olurlar. ikincisi; insanlar igin patojen olmayan kinolon direngli bakteriler hayvanlarda
mevcuttur. Kontamine gidalar insanlar tarafindan tiiketilip sindirildiginde, bu bakteriler
direng 6zelliklerini insan barsak sistemindeki kommensal ve potansiyel patojen bakterilere
aktarirlar. Ugiinciisii ise; kinolonlar gidalarin tiiketiminden sonra antibiyotik direngli

bakterilerin olusmasina uygun gidalar i¢inde kalint1 olarak kalmaktadirlar (130).
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Bu mevcut direng her ne yolla kazanilmis olursa olsun, bu durum gida kaynakl
patojen bakterilerden (Salmonella spp., Campylobacter spp., E. coli gibi) kaynaklanan
hastaliklarin tedavi etkinligini azaltacaktir. Hayvandan ve gidalardan izole edilecek kinolon
direngli bakterilerin izlenmesi, hayvanlarda kullanilacak antibiyotiklerin bilingli sekilde

kullanilmalar1 ve kinolon kalint1 izleme ¢alismalarinin yapilmasi en 6nemli dnceliklerden

olmalidir (130).

Kinolonlarin da gida degeri olan hayvanlarda kullanimi, insan sagligini1 yakindan
ilgilendiren 6nemli bir konudur. Ciinkii bu ilaglar bir¢ok ciddi hastaligin sagaltiminda
kullanilmaktadir. Veteriner hekimler, halk sagligi konusunun 6énemli bir parcasi olarak, gida
degeri tasiyan hayvanlarda florokinolonlar ile gereksiz ve uygunsuz olan tedavilerden

kacinmalar1 gerektiginin sorumlulugunda olmalidirlar (106).

Gida degeri tastyan hayvanlarda kullanimi, mikrobiyal direng gelisimi gibi 6nemli bir
soruna yol actigindan “Council Regulation (EEC) No: 2377/90” yasasinda degisime neden
olmus ve bu baglamda bazi1 kinolonlar icin MKL degerleri tanimlanmistir (108). Amerika
Birlesik Devletleri FAO ve Avrupa Birligi’nin yetkili idari birimleri, tiiketicilerin potansiyel
saglik problemlerini 6nlemek i¢in kinolonlarin gidalar igerisindeki MKL’lerini belirlemis,
FDA tarafindan da enrofloksasinin tavuklarda kullanimi yasaklanmistir (106, 112, 131).
Enrofloksasin ve onun metaboliti siprofloksasin i¢in, kanatlilar1 da i¢eren farkli hayvan
tiirlerinde et, yag, karaciger ve siit i¢indeki kalint1 limitleri EEC 1990°da yasal olarak
belirlenmistir (109). 2377/90/EEC’ ye gore kanatl etlerinde kinolon grubundan enrofloksasin
ve siprofloksasin i¢in kasta maksimum kalint1 limitinin 100 pg/kg olmasi gerektigi
bildirilmistir (105, 132). Tiirkiye’de de kinolonlar i¢in, gidalarda bulunmasi gereken
maksimum kalintt limitleri ayn1 oranlarda belirlenerek, Avrupa Birligi mevzuatina uygun hale
getirilmistir (133). Veteriner Ilaglar1 Kalint: Limitleri Tebligi’ne gore farmakolojik etkili
maddesi enrofloksasin olan ilacin aranmasi i¢in belirleyici kalinti maddesi enrofloksasin ve

siprofloksasin’in toplami olarak belirtilmektedir (131).

Mikrobiyel kalint testi, HPLC, HPTLC, flouresans spektroskopi, kapillar elektroforez
ve ELISA kinolonlarin gidalardaki kalintilarinin tespitinde kullanilan metodlar arasinda yer
almaktadir (106, 134-137). ELISA testi siit, sigir, domuz, koyun, tavuk, hindi, balik ve
karideslerde, enrofloksasinin ve siprofloksasinin kantitatif analizi i¢in kompetatif enzim

immunoassay temeli ile yapilmaktadir (108).
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Nitrofuran AOZ

Nitrofuranlar (furaltadon, nitrofurantoin, nitrofurazon ve furazolidon) sigir, domuz,
tavuk, kiiltiir baliklar1 ve karides iiretiminde yem katkis1 olarak biiyiimeyi destekleyici, insan
ve hayvanlarda bakteriyel hastaliklarin (E. coli ve Salmonella spp. kaynakli) profilaktik ve
terapotik sagaltimi ile protozoonlara bagli gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilan,
genis spektrumlu ve sentetik antimikrobiyal ajanlardir (138-144). Etkili antibakteriyal ve

farmakokinetik 6zelliklerinden dolayi, hayvan yetistiriciliginde siklikla kullanilmaktadir
(144).

Bilimsel kaynaklarda 4 temel nitrofuran kimyasal bildirilmektedir. Bunlar;
furazolidon, furaltadon, nitrofurantoin ve nitrofurazon’dur. Bu 4 nitrofuranin, marker
metabolitleri de sirasiyla 3-amino-okzazolidon (AOZ), 3-amino-5-morfolinometil-1,3-
okzazolidin (AMOZ), 1-aminohidantoin (AHD) ve semikarbazid (SEM)’dir (143).

NITROFURAN METABOLITI

FURAZOLIDON AOZ

Sekil- 7: Nitrofuran ve metaboliti AOZ’un kimyasal yapis1 (115, 141).

Nitrofuranlar stabil degildirler ve hiicre i¢inde ¢abuk bir sekilde metabolize olurlar ki
bu 6zellikleri onlarin yenilebilir dokular iginde kalinti tespitlerini zorlastirmaktadir (46, 141).
Tavuk karacigerinde postmortem devrede ¢ok hizli bir sekilde indirgenmektedir (145). Ana

maddesinin plazma seviyeleri, ¢cok hizli bir sekilde diismektedir (141).

Furazolidon [N- (5 - nitro - 2 - furfurilidin) - 3 - amino - 2 - okzozolidon] ise barsak
antiseptigi olarak kullanilmaktadir (79, 146). Gram negatif basiller ve gram pozitif koklar
tizerine etkili olan genis spektrumlu bir ilag olarak bilinmektedir (79). Bu ajan, 6zellikle

kanatlilarda Salmonella’ya karsi etkilidir. Yaygin koksidiyozislerde siilfonomidlere alternatif
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olarak kullanilir. Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Streptecoccus, Pasteurella, Giardia,
Eimeria, Histomonas, Escherichia coli iizerine etkisi oldugundan, sindirim sistemi
diizenleyicisi olarak verilir. Bakteriyel dizanteri, enterit, giardiazis, koksidiyozis ve
mikoplazmaya karsi etkili oldugu da bildirilmistir (79). Grubun diger iiyelerinden olan
nitrofurazon furazolidone ile beraber nispeten ucuz olmalari, ¢evre sartlarina ¢ok dayanakl
olmalar1 ve belirtilen 6zellikleri nedeniyle icme sular1 ve yemlere kolaylikla
karistirilabilmekte, kanatlilarin sekal koksidiyozlari ve bazi bakteriyel sindirim sistemi

hastaliklarinin klinik ve koruyucu sagaltiminda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (41).

Tiim bu olumlu etkilerinin yaninda, toksik etkileri de nispeten fazladir (79). Uzun
caligmalar sonucunda, temel ila¢ ve onlarin metabolitlerinin karsinojenik ve mutajenik
ozellikler gosterdigi belirlenmistir (144). JECFA (The Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives), 1993 yilinda furazolidon ve nitrofurazon’u degerlendirmeye almis ve in
vitro genotoksisite testlerinde furazolidon’un pozitif etkileri oldugunu rapor etmistir. Fare ve
sicanlarda, malign tiimor olusum insidansini artirdigindan, furazolidon genotoksik bir

karsinojen olarak bildirilmistir (143).

Insanlarda 6zellikle de temel maddesi ve metabolitlerinin potansiyel toksikolojik
(karsinojenik ve mutajenik) tehlikesi nedeniyle, Avrupa Birligi’nde 90’larin ortalarinda gida
iiretimi yapilan tiim hayvanlarda yasaklanmalar1 s6z konusuydu (139, 140, 143). Bu
gelismelerin ardindan nitrofuranlarin, (furaltadon, nitrofurantoin ve nitrofurazon) 1993-1995
yillarinda Avrupa Birligi’nden Nijerya’ya kadar uzanan genis bir cografyada tiiketiciler i¢in
tasidig1 bu mevcut potansiyel toksikolojik etkilerinden dolay1 gida degeri tagiyan hayvanlarda
kullanimi yasaklanmigtir (139, 144, 147, 148). Bunlari takiben genotoksik, mutajenik ve
karsinojenik etkileri yiiziinden 1995 yilinda furazolidon da yasaklanmustir (74, 142, 144, 146).
Yine de ¢esitli iilkelerde gerceklestirilen caligmalar; tavuk etlerinin farkli nitrofuran

metabolitleri ile kontamine oldugunu ortaya koymustur (149).

3-amino-2-okzazolidinon (AOZ), bir metabolit olarak temel nitrofuran maddesinin
kalint1 tespitinde aranmaktadir (138). Nitrofuran AOZ’un in-vivo yarilanma 6mrii, dokunun
yapisina gore 4 ile 9 giin arasinda olup, kas i¢erisinde yiiksek bir stabilite gostermektedir. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak, bu yasakli ilacin uygulanmasindan en az birkag hafta sonra bile
ilacin kalintisina rastlamak miimkiindiir. Ayrica, karaciger dokusunda AOZ kalintilarini kas

dokuya gore birkag kat daha fazla siire sonunda bile belirlemek miimkiindiir (142).
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Nitrofuran ilaglarinin kalint1 analizleri, bunlarin doku bagli metabolitlerinin tespitine
dayali olmalidir. Asil ilaglarin hizlica metabolize olmasindan dolayi, bu ana ilaglar tedavi
sonrasi tespit edilemezler. Doku bagli nitrofuran metabolitleri, uygulamadan ¢ok uzun siire
sonra bile tespit edilebilirler ve sonugta bu tespit nitrofuran varliginin gostergesidir.
Uygulamadan sonraki nitrofuran metabolitleri, furazolidon (metabolit: 3-amino-2
okzazolidon, AOZ), furaltadon (metabolit: 3-amino-5 morfolinometil-2-okzazolidon,
AMOZ), nitrofurantoin (metabolit: 1- aminohidantoin, AHD) ve nitrofurazon (metabolit:
semikarbazid, SEM)’dir (144).

Nitrofuranin dokularda tespiti i¢in de birgok metod bildirilmis olup, bunlardan
bazilari, likit kromotografi, elektrokimyasal tespit, kolon eslestirmeli kromotografisi (column
switching chromotography), HPLC-UV ‘dir (146, 148). ELISA da, yarismaci (kompetatif
enzim immunoassay) temeli ile yapilmakta olup, furazolidon’un yasal olmayan yollardan
kullanimini izlemek i¢in “Poliklonal antikor temelli indirek kompetatif ELISA” metodu doku

tutulumlari igin gelistirilmis bir metoddur (144, 147).

Antibiyotik Kalint1 Analiz Teknikleri

Son yillarda, Avrupa Birligi tarafindan ilag kalint1 tarama ve dogrulamalarina iligkin
teknik kriterler getirilmistir (83). AB’nin 2002/657 CEE kararina gore, kloramfenikol i¢in 6n
gordiigii asgari gerekli performans limiti (Minimum Required Performance Limit, MRPL) 0.3
ng/kg, 2003/181/EC kararma gore de nitrofuran metabolitleri igin bu limit 1 pg/kg’dir (81,
150). Bu limit, eger bir laboratuvar, kloramfenikol veya nitrofuran kalintisi belirlemek igin
yapacagi bir ¢alismada buldugu degerin Avrupa Birligi i¢inde resmi bir degerliliginin
olmasini istiyorsa, doku i¢indeki kalintiy1 en az sirasiyla 0.3 png/kg (ppb) (300 ppt) ve 1 ng/kg

(ppb) oraninda tespit ettigini gostermesi gerekliligini belirten limittir.

2002/657/EC’ ye gore, yalnizca kalitatif metotlar igin kesinligi hesaplamaya gerek
yoktur. Kalitatif metodlar, yasakli yani O tolerans diizeyi belirtilen ilaglarda kullanilabilir.
Kantitatif metodlar ise (6zellikle enrofloksasin gibi), MRL (maksimum kalint1 limiti)

belirlenmis ilaglar i¢in gereklidir (151, 152).
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Kalitatif metodlardan olan ELISA testinin temeli, antijen-antikor reaksiyonudur.
Kuyucuklar anti-“aranan ilag” antikorlarina yonelmis antikorlar ile kaplidir. Kuyucuklara
“Aranan ilag” standartlar1 veya ornek ekstraktlari, “Aranan ilag” enzim-konjugati ve anti-
“Aranan ilag” antikorlar1 da eklenir. Serbest haldeki “Aranan ilag” ve enzim konjugat,
“Aranan ilag” antikorlarin1 baglamak icin yarisirlar (Kompetatif-yarismali enzim
immunoassay). Ayni zamanda, anti-“Aranan ilag” antikorlari, immobilize antikorlar
tarafindan baglanir. Baglanmayan diger enzim konjugat daha sonra yikama agamasinda
uzaklastirilir. Substrat/kromojen kuyucuklara eklenir ve inkubasyona birakilir. Bagli enzim
konjugat, kromojeni mavi bir tirtine doniistiiriir. Reaksiyonu durdurma soliisyonunun
eklenmesi, olusan mavi rengin sar1 renge doniismesini saglamaktadir. Olgiim 450 nm’de

fotometrik olarak yapilmaktadir (108, 144, 153).

Dolayistyla bu teknik, antijen-antikor (antibody) reaksiyonunun sekillenmesi, olusan
reaksiyonun enzim-substrat ile goriiniir hale getirilmesi ve spektrofotometre ile okunmasi
esasina dayanan bir tekniktir. Saglanan absorbsiyon, 6rnek i¢indeki aranan madde orani ile

ters orantili olarak gergeklesmektedir (108, 144, 153).

ELISA ile gidalarda farkli olarak aflatoksin M; (154), aflatoksin B1 ve T-2 toxinleri
(155), okratoksin A (156), zeranol, dietilstilbestrol, klenbuterol, 173-6stradiol ve testosteron
kalintilar1 (157, 158), streptomisin ve sulfametazin (sulfadimidin) kalintilar1 (50, 159)

arastirilmistir.

ELISA metodu, tarama i¢in elverisli olmasi ile birlikte, sonuglarin kiitle
spektrofotometrisi ile dogrulanmasi da gerekmektedir. Ciinkii birtakim ¢aligmalar
gostermistir ki, tarama ve dogrulama sonuglar1 arasinda hatali negatif ve pozitif sonuglar
cikabilmektedir. Avrupa’da laboratuvarlar arasi yapilan bir ¢calismada; ¢ig stitte ELISA
taramasinda, ELISA test kitinin toplam yanlis pozitif oran1 % 16.7 ve toplam yanlis negatif

orani % 2.2 olarak bildirilmistir (160).
ELISA gibi tarama metodlarinda, analitin miktarinin dogru sekilde tespit edilmesi

gerekli degildir. Dogrulamada ise amag analit miktarinin tam olarak tespitidir. Bu,

validasyon c¢aligmalarinda secilen en kiiciik konsantrasyona gore yapilmaktadir (151).
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Dogrulama metodunda en az asagidaki parametreler belirlenmelidir.

1 CC,
2. CCs
3. Geri Kazanim
4 Kesinlik
Tekrarlanabilirlilik
Laboratuar ici tekrarlanabilirlilik
Segicilik / spesifiklik
Saglamlik
7. Stabilite
Soliisyonda
Numunede
8. Uygulama
Konsantrasyon
Benzer maddeler/ numune sartlari/ tiirler
Analistler

oo

Kalibrasyon egrisi metoduna gore, CCa’nin hesaplanmasi igin en az 5 konsantrasyon
seviyesi alinarak hazirlanan matriks kalibrasyon egrileri kullanilmalidir. Kalibrasyon
egrisinin olusturulmas igin, yiiklenmis blank (kér) materyalle calisilir. Ornekler tam drnek

hazirlama prosediiriine uygun olarak ¢alisiimalidir (151).

LC-MS/MS analizinde, karar limiti (CCa), bir numunenin o'nin hata olasiligi ile
uyumsuz olduguna karar verilebilecek limit veya iistiindeki limit demektir. Saptama yetenegi
(CCB), B hata olasiligina sahip bir numunede saptanabilecek, tanimlanabilecek ve/veya
miktar1 tayin edilecek maddenin en kiigiik icerigi demektir. Izin verilmis bir limitin
olusturulmadig1 madde durumunda, saptama yetenegi, 1- istatistiksel kesinligi ile gercekten
bulastirilmis numuneleri saptayabilen bir yontemin en diisiik konsantrasyonudur.
Olusturulmus izin verilen limitteki madde durumunda bu, saptama yeteneginin 1-3
istatistiksel kesinlik ile izin verilmis limit konsantrasyonlarini saptayabilen yontemdeki

konsantrasyon demektir (150).

I¢ standart (IS), tanimlanmasi gereken analite miimkiin oldugu kadar benzeyen fiziksel
ve kimyasal 6zelliklere sahip ve her numune ile birlikte her kalibrasyon standardina eklenen

numune i¢inde bulunmayan bir madde demektir (150).

Asgari gerekli performans limit (MRPL), en azindan saptanmasi ve dogrulanmasi

gereken numune igindeki bir analitin minimum igerigi demektir. Izin verilmis bir limitin
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olusturulmadigr maddeler i¢in, yontemlerin analitik performansini uyumlulastirmak igin

tasarlanmigtir (150).

Validasyon, inceleme yoluyla dogrulama ve belli bir amacl kullanimin 6zel
gerekliliklerin yerine getirildigi konusunda etkili bulgunun saglanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Yar1 maksimum yiikseklikteki pik genisligi, orijinal genisligin % 90-110

aralig1 i¢inde ve retensiyon siireleri % 5'lik bir marjin i¢inde es olmalidir (150).
Nicel Yontemlerin Kesinligi
Bir referans veya giiclendirilmis materyalin tekrarlanmis analizi i¢in laboratuarlar-
aras1 sapma katsayis1 (CV), iiretilebilirlik kosullar1 altinda, degisimin i¢-laboratuar katsayisi
Horwitz denklemince hesaplanan diizeyi agmamalidir. Denklem asagida verilmistir:

CV=2(1-05logC)

Burada C, 10'nun bir giicii (iissii) olarak ifade edilmis kitle boliimiidiir. Ornekler

Tablo- 4'te gosterilmistir.

Tablo- 4: Analit kitle boliimleri araliginda nicel yontemler igin {iretkenlik CV’lerine

ornekler

Kitle boliimii Uretkenlik CV’si (%)
1 ng/kg *)
10 pgrkg *)
100 pg/kg 23
1000 ug/kg 16

(*) 100 pg/kg’dan diisiik kitle boliimleri igin Hortwitz Denklemi, kabul edilemeyecek yiiksek degerler verir. Bu nedenle, 100
ng/kg'den daha diisiik konsantrasyonlar i¢in CV'ler miimkiin oldugu kadar diisiik olmalidir.

Tekrar edilebilirlik kosullar altinda yiiriitiilen analizler i¢in, laboratuarlar-aras1 CV,
genelde yukaridaki degerlerin bir buguk ve {igte ikisi arasinda olur. Laboratuar-igi
tiretilebilirlik kosullari altinda yiiriitiilen analizler i¢in, laboratuar-igi CV, iretilebilirlik

CV'sinden daha biiyiik olmayacaktir.
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Kabul edilmis izin verilen limitteki maddeler durumunda yontem, 0,5 x izin verilen
limit konsantrasyonuna karsilik tiretilebilirlik CV'sinden daha biiyiik olmayan laboratuar-igi

iiretilebilirligi basarmalidir.

Validasyon ayrica Codex Alimentarius, ISO veya IUPAC (161) gibi kabul edilmis
laboratuarlar arasi ¢alisma yaparak veya tek laboratuar ¢alismalar1 veya laboratuar ici

validasyon gibi (162, 163) alternatif yontemler kullanilarak yapilabilir.

Kullanilan validasyon yonteminden bagimsiz olarak bir dizi genel performans 6zelligi

ve Tablo- 5’de belirtilen daha 6zel modellere bagimli prosediirler s6z konusudur.

Tablo- 5: Modelden bagimsiz ve modele bagimli validasyon performans parametreleri
(150)

Modelden bagimsiz
] Modele bagimh performans parametreleri
performans parametreleri

Genel performans 6zellikleri Geleneksel validasyon Dahili validasyon yaklagimi
yaklagimi
Spesifiklik Geri saglama Geri saglama
Gergeklik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
Piirtizliilik: kiigiik degisiklikler | Laboratuar i¢i iiretilebilirlik | Laboratuar i¢i iiretilebilirlik
Stabilite Uretilebilirlik Uretilebilirlilik
Karar limiti (CCa) Karar limiti (CCa)
Saptama yetenegi (CCp) Saptama yetenegi (CCp)
Kalibrasyon egrileri Kalibrasyon egrisi
Piirtizliiliik: biiytik Piirtizlilik
degisiklikler
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Kalibrasyon Egrileri

Kalibrasyon egrileri, miktar tayin etme i¢in kullanildiginda:

e Egrinin olusturulmasinda en az bes seviye (sifir dahil) kullanilmalidur,

e Egrinin ¢alisma aralig1 agiklanmalidir,

e Egrinin matematiksel formiilii ve verinin egriye uyumlulugu agiklanmalidir,

e Egrinin parametreleri i¢in kabul edilebilirlik araliklar1 agiklanmalidir.

Standart ¢ozeltiye dayali ardisik kalibrasyon gerekli oldugunda, kabul edilebilir
araliklar, dizilere gore degisiklik gosterebilen kalibrasyon egrisinin parametreleri igin

belirtilmelidir (150).

Karar Limiti (CCa)

(1) Verim: Son ekstrede mevcut olan, numunede igerilen analitin kitle bolimii.
(2) Geri kazanim: Son ekstrede mevcut olan, numuneye eklenen analitin Kitle
boliimiidiir. Verim ve geri kazanimin esit olduklar1 varsayilmaktadir ve bu nedenle yalnizca

‘geri kazanim’ teriminin kullanilmasi yeterlidir.

Izin verilen limitin olusturulmadig1 maddeler durumunda CCa, asagidaki bicimde

olusturulabilir:

a) 1SO 11843 (164)’ye gore kalibrasyon egrisi prosediiriiyle, esit uzakliktaki
adimlarda minimum gerekli performans seviyesinde veya iistiinde gii¢clendirilen bos materyal
kullanilmalidir. Numuneler analiz edilir ve tanimlamadan sonra, sinyali eklenen
konsantrasyona kars1 grafigi ¢ikartilir. y-kesisimindeki uygun konsantrasyon art1 kesisimin
laboratuar-igi iiretilebilirligin standart sapmasinin 2.33 Kati, karar limitine esittir. Bu, yalnizca

niceliksel deneyler i¢in gegerlidir (o= % 1).
b) Matriks basina en az 20 bos materyal analiz ederek, analitin beklendigi zaman

penceresindeki sinyal-ses orantisi hesaplanabilir. Sinyal-ses orantisinin {i¢ kat1, karar limit

olarak kullanilabilir. Bu, niceliksel ve niteliksel deneyler i¢in de gegerlidir.
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Olusturulan izin verilen bir limitli maddeler durumunda, CCa asagidaki bi¢imde

olusturulabilir:

a) 1SO 11843 (164)’ye gore kalibrasyon egrisi prosediiriiyle, yaklasik esit aralikli
adimlarda izin verilen limitte giiglendirilen bos materyal kullanilmalidir. Numuneler analiz
edilir ve tanimlamadan sonra, sinyali eklenen konsantrasyona karsi1 grafigi ¢ikartilir.

Izin verilen limitte karsilik gelen konsantrasyon art1 laboratuar-ici iiretilebilirligin standart

sapmasinin 1.64 kati, karar limitine esittir (o= % 5).

b) izin verilen limitte analit(ler)le giiclendirilen matriks basina en az 20 bos materyali
analiz edilir. Izin verilen limitteki konsantrasyon art1 karsilik gelen standart sapmanin 1.64

kat1, karar limitine esittir (o= % 5) (150).

Saptama Yetenegi (CCP)

Saptama yetenegi, tanimlandig1 gibi eleme, tanimlama veya tanimlama art1 miktar
tayin etme gerekliliklerine gore belirlenmelidir. Izin verilen limitin olusturulmadigi maddeler

durumunda CCp, asagidaki bi¢imde olusturulabilir:

a) 1SO 11843 (164)’ye gore kalibrasyon egrisi prosediiriiyle, esit uzakliktaki
adimlarda minimum gerekli performans seviyesinde veya altinda gii¢lendirilen temsili bos
materyal kullanilmalidir. Numuneler analiz edilir ve tanimlamadan sonra, sinyali eklenen
konsantrasyona kars1 grafigi ¢ikartilir. Karar limitindeki karsilik gelen konsantrasyon art1
karar limitinde ortalama 6l¢iilen icerigin laboratuar-ici iiretilebilirligin standart sapmasinin
1.64 kat1, saptama yetenegine (=% 5) esittir, karar limitinde analit(ler)le gii¢lendirilen
matriks basina en az 20 bos materyali analiz edilir. Numuneler analiz edilir ve analitler
tanimlanir. Karar limitinin degeri art1 6lgiilen icerigin laboratuar-igi liretilebilirliginin standart

sapmasinin 1.64 kati, saptama yetenegine esittir (3=% 5).

b) Niceliksel sonuglarin bulunmadig: yerde, saptama yetenegi, karar limitinde ve
istiindeki gii¢lendirilmis bos materyalin arastirilmasiyla belirlenebilir. Bu durumda, yalnizca
>% 5 hata uyumlu sonuglarin kaldigi konsantrasyon seviyesi, yontemin saptama yetenegine

esittir. Bu nedenle, bu belirlenim i¢in giivenilir bir baz saglamak i¢in en az bir konsantrasyon
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seviyesi i¢in en az 20 arastirma yapilmahdir. Izin verilen limitin olusturuldugu maddeler

durumunda CCp, asagidaki bi¢cimde olusturulabilir:

a) 1SO 11843 (164)’ye gore kalibrasyon egrisi prosediiriiyle (burada net durum
degiskeninin minimum saptanabilir degeri olarak deginilmektedir). Bu durumda, yaklasik esit
aralikli adimlarda izin verilen limitte giiclendirilen temsili bos materyal kullanilmalidir.
Numuneler analiz edilir ve analit(ler)i tanimlair. Saptama limitinde ortalama 6l¢iilen igerigin
standart sapmasi hesaplanir. Karar limitinin degerindeki karsilik gelen konsantrasyon arti
laboratuar-igi tiretilebilirligin standart sapmasinin 1.64 kati, saptama yetenegine esittir (B= %
5).

b) Karar limitinde analit(ler)le giiglendirilen matriks basina en az 20 bos materyal
analiz edilir. Karar limitinin degeri art1 karsilik gelen standart sapmanin 1.64 kati, saptama

yetenegine esittir (B= % 5) (150).
Gidalara Uygulanan Bazi islemlerin Antibiyotik Kalintilar1 Uzerine EtKileri

Gidalarda tolerans diizeyinin lizerinde bulunan ila¢ kalintilari insan saglig1 a¢isindan
tehlikeli olup, boyle gidalarin tiiketilmemesi gerekmektedir. Gidalarda ilag kalintilarina
iliskin mevzuatta, tolerans diizeyleri ¢ig dokulardaki diizeyleri géstermektedir. Bununla
birlikte et, siit ve yumurta gibi hayvansal gidalar genellikle degisik pisirme islemleri
uygulandiktan sonra tiiketilmektedir. Cesitli aragtirmacilar tarafindan, basta antibiyotikler
olmak tizere, bazi ilag kalintilarinin farkl pisirme islemleri ve depolama kosullarinda

yikimlanarak etkisiz metabolitlerine doniisebildigi bildirilmistir (47).

Hayvansal besinlerdeki ila¢ kalintilar1 pisirme, kavurma, kizartma, sogukta saklama
gibi islemler sirasinda parcalanarak veya etkisiz metabolitlere ¢evrilerek zararsiz hale
getirilebilirler. Aminoglikozidler, tetrasiklinler ve makrolidler dayanikli ajanlar olup,
kesilmis hayvan et ve dokularinda daha uzun siire kalirlar. Genel olarak, antibiyotiklerin
kaslardaki kalintilar1 bobreklerdekine gore daha dayaniklidir. Ancak, aminoglikozidler ve
oksitetrasiklinin bobrekteki kalintilar1 daha dayanikli olup; bu durum bobrekteki hiicrelerin
bazi kisimlarina (aminoglikozidlerin fosfoinozitola baglanmasi gibi) giiclii bir sekilde

baglanmalarindan ileri gelmektedir (30).
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Baydan ve ark. (165), etlik pili¢lerin dokularindaki florokinolon grubu ilaglardan
enrofloksasin kalintilari tizerine gesitli pisirme islemleri (1zgara, tuzlu ve tuzsuz haglama) ile
-18°C’de farkli siirelerde (5, 20 ve 30 giin) muhafazanin etkisini arastirmiglardir. lzgara
isleminin ilag kalintisinin azalmasi yoniinde olumlu bir etkiye neden olmadigi, haglama islemi
ile ise dokudan suya geg¢is seklinde bir degisikligin bulundugu bildirilmistir. -18°C’de 5, 20
ve 30 gilin muhafaza sonucu, kalint1 diizeyinin gogiis dokusunda sirasiyla % 20, % 65 ve %
78; but dokusunda % 7, % 53.5, % 78.5; karaciger dokusunda % 8.6, % 47 ve % 84 oraninda

bir azalma gosterdigi saptanmistir.

Kloramfenikoliin 1s1 islemine kars1 duyarli bir ilag oldugu ve pisirme islemleri
sirasinda uygulanan sicaklik derecesinin artmasina paralel olarak kalint1 kaybinin da artacag:
bildirilmistir (166). Kizartma ve kavurma islemleri s6z konusu ilag tizerinde % 50 oraninda
bir azalmaya neden olurken, konserveleme islemi kalintilarin biiyiik 6l¢iide pargalanmasina
sebep olmaktadir. Derin dondurucuda (-20°C) 3 ay siire ile depolama sirasinda 6nemli bir
azalma olusmadigi, yine siitte 2 saat i1sitma ile ancak % 10’luk bir kaybin goériildiigii rapor
edilmistir (30).

Yapilan calismalarda, gidalarin hazirlanmasi, pisirme, firinlama ve mikrodalga gibi
islemler sirasinda nitrofuranin doku bagli kalinti miktarlarinin sabit kaldig1 ortaya konmustur

(141).

fla¢ Kahntilarimin izlenmesi, Onlenmesi ve Risklerinin Ortadan Kaldirilmasi

Besinlerdeki ilag kalintilarina karsi tiiketici sagliginin etkin bicimde korunabilmesi
i¢in, her cesit hayvansal besinde bulunacak ila¢ kalintis1 ¢esitleri ve kirlenme diizeylerinin
siirlandirilmasi da son derece 6nem tasir. Bu sebeple, bilimsel ve yasal denetime temel
olusturacak sekilde, hayvanlarda cesitli amaclarla (sagaltici, koruyucu, gelismeyi hizlandirici

gibi) kullanilmasina izin verilen her veteriner hekimligi ilaci i¢in;
e Hayvanlara uygulanacak en yiiksek dozlari,

e Sagaltim siireleri,

e Su veya yemlere katilan en yiliksek miktarlari,
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Ilag verilen hayvanlarin son ilag uygulamasim takiben kesilmeme veya siit,
yumurta gibi besinlerin tiiketilmeme siireleri,

Hayvansal besinlerde bulunmasina izin verilen kalint1 miktarlari,

Kabul edilebilir giinliik alim miktarlari,

Cogu deney sistemlerindeki etkisiz miktarlarinin belirlenmesi ve bilinmesi

gerekmektedir (30).

Hayvansal kaynakli besinlerde veteriner hekimligi ilaglarindan ileri gelebilecek

kalintilarin onlenmesi;

» Hayvan yetistiricisi veya bakicist,

* Regeteyi diizenleyen veya sagaltimi yapan hekim,

« Tlgili ilag ve gida sanayi ile

* Denetimle gorevli kamu kuruluglarinin ortaklasa sorumlulugunda olan bir gorevdir.

Veteriner ilaglarinin gida iiretimi yapilan hayvanlarda ve tavuklarda kullanilabilmesi

icin su kriterleri karsilamas1 gerekmektedir;

a-

b-

Tavsiye edilen kullanim amacinda, tavsiye edilen kullanim dozajinda etkili
olmalidir,

Ilag veya kimyasal, yenilebilir dokularda insan saghigina zararl olabilecegi
belirlenmis seviyelerde kalint1 yaratmamalidir,

Maglarin kullanimi, yem hazirlanmasi veya hayvanlarin yetistirilmesinde gercekten
etkili olacag biliniyorsa gerceklestirilmelidir,

Kimyasal yapinin tolerans limitlerinde mi yoksa altinda m1 oldugunu gosterir bir
analitik tespit metodu olmalidr,

Ilag ve kimyasallarin parcalanmasi ile olusan yapilar, cevreyi ve gidalari

kirletmemelidir (54).

Veteriner hekimin, sagaltimda kullandig: ilacin besinlere gegen kalintilariyla insan

saglhigina yonelik sakincalari bilmesi yaninda, hayvan sahibi veya yetistiriciyi egitmesi ve

uyarmasi da gerekir. Ayrica, ilag verilmis hayvanlarin besin tiretiminde kullanilma durumunu

da, konuyla ilgili kanun, yonetmelik, tiiziik vb diizenlemelere uygunlugu yoniinden siirekli

izleme ytikiimliiligiindedir (30). Tedavi yapilacagi zaman mutlaka mikrobiyolojik testlerle

hangi ilacin kullanilmasi gerektigi belirlenmeli, daha sonra ila¢ uygulanmalidir (42).
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Antibiyotik kullanimlarinin ve dolayisiyla olusan yan etkilerinin 6niine ge¢mek i¢in 6nemli
bir alternatif yol, hastalik kontroliinde veteriner hekimlerin biyolojik se¢cenek olan as1
kullanmalaridir. Sahada gorevli klinisyen veteriner hekimler, saglik planlar1 i¢inde bu
durumu hastaliklar olusmadan ¢ok once, bolge hastaliklarini veya riskleri tanimlayarak

degerlendirmelidirler (38).

Ticaret ahlaki ve toplumsal degerler yoniinden hayvan yetistiricileri ve besin maddesi
ureticileri ve/veya hazirlayicilari, insan sagligi iizerinde tehlikeli olmayacak besin maddelerini
iiretmek zorunda olduklarmin bilincinde olmalidirlar. Kalintiya yol agan en 6nemli
sebeplerden birisi olan kesim dncesi bekletme siiresine uyulmamasinin, 6zellikle hayvan

sahipleri veya bakicilar tarafindan yapilan ilag uygulamalarindan ileri geldigi unutulmamalidir
(30).

Besinlerde bulunabilecek kalintilar yiiziinden insan sagligi iizerinde sakincali
olabilecek ilag gesitlerini lireten veya hazirlayan firmalar uygulama kilavuzlarinda bu ilaglarin
yararl etkileri yaninda, bilingsizce kullanilmalar1 halinde yol agabilecekleri sakincalari da
belirtmelidirler. Firmalar ilaglarin dagitim ve satis kanallarina uymali, tanitim brosiirleri ve

toplantilarinda meslek ahlaki ilkelerini ihlal etmemelidirler (30).

Kamu, tiiketiciler icin halk saglig1 ve gida giivenliginin tam giivencesi olmalidur. lgili
kurum, ilaglarin etkinligi ve giivenli kullanim1 yaninda, gida giivenligi bakimindan gerekli,
kalintilar1 izleme programlar1 da dahil, kalintiya yol agabilecek tiim uygulamalar ve uygulama
hatalarinin tespit edilmesi ve giderilmesi, konuyla dogrudan veya dolayl olarak ilgili
kigilerin/kurumlarin bilgilendirilmesiyle ilgili politikalar1 belirlemeli ve uygulamaya
koymalidir. Bunun igin oncelikle gidalar igerisindeki ilag kalint1 takibini de igeren Ulusal
Gida Giivenligi Stratejik Plant hazirlamalidir (30).

* Plan tiim gida maddelerini, hayvanlarda kullanilan ve kullaniima ihtimali bulunan
ilaglari/maddeleri kapsamalidir,

* Her gida maddesi, canli hayvan, yem maddesi igin program hedefleri (6rnek sayisi,
aranacak madde olarak) gergeklestirilmelidir,

* Planin aksamasina izin vermeyecek sekilde biitgesi ayrilmalidir,

« Kalint1 ve/veya gida maddelerinin ciftlikten sofraya kadar izlenmesini saglayacak

sekilde planlanmali ve yiirtitiilmelidir,

43



Kamu tarafindan ayrica;

« Kasaplik hayvanlarda ilaglarin viicuttan arinma (kesim 6ncesi bekletme) siireleri
(hayvan tiirii, farmasoétik sekil, uygulama yolu) dikkate alinarak, siit, yumurta ve bal gibi
gidalarin tiiketilmeme siireleri belirlenmelidir.

» Kasaplik ve gida degeri olan hayvanlarda kullanilmasi tehlikeli ve yasak
ilaglar/maddeler listeleri;

o Et hayvanlari,

o0 Sagilan hayvanlar,

0 Yumurtaci kanathilar,

0 Arilar,

0 Su hayvanlarin1 kapsayacak sekilde belirlenip yayinlanmalidir,

* Yasaklanan ilaglarin kullanilmasi engellenmelidir,

* Hayvan tiirleri ve gida maddelerine gore aranacak olanlar yaninda, ruhsatsiz-yasak
olanlar da devamli kontrol edilmeli ve izlenmelidir,

* Bazi ilaglarin veya ilag¢ gruplarinin imalat-tiiketim zinciri arasinda tiimiiyle kontrolli
kullanimi1 saglanmalidur,

» flaglarin etiket/prospektiislerinde istenilen bilgiler bulunmalidur,

* Veteriner hekimlerin sagaltimda veya diger amaglarla kullandiklari ilaglari ve
hayvanlarin kayitlarini tutmasini saglamahdir,

« Ciftlik seviyesinde hayvanlarda kullanilan ilag kayitlarinin tutulmasini saglamalidr,

» Tlaglarin imalat-dagitim-satis kanallarinda etkin bir sekilde kontrolii yapilmalidir,

* Tiirk gida kodeksi yonetmeligi (TGKY) ve bu yonetmelige gore hazirlanan listeler,
tebligler devamli gézden gegirilmeli ve giincellestirilmelidir,

* Veteriner hekimler igin siirekli-egitim programlar: diizenlenmelidir; bu programlar;

o Klinik yapan veteriner hekimleri (6zellikle ilag kalintilarinin sebepleri,
onlenmesi, temel bilgiler, mevzuat gibi konular),
0 Kontrolde gorevli veteriner hekimleri,

0 Ozel sektdrde calisan veteriner hekimleri kapsamalidir (30).
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Kahntilara Iliskin Yasal Diizenlemeler ve Uygulanan Sistemler

flag kalintilarinin yol agabilecekleri ekonomik kayiplarin énlenmesi ve tiiketici
sagliginin korunmasi i¢in, DSO, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Amerika Gida ve Ilag Dairesi
(FDA), Gidalardaki Veteriner ilaglar1 Kalintilar1 Kodeks Alimentaryus Komitesi (CRVDF),
Avrupa Birligi’nin diger ilgili birimleri ile iilkemizde Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Saglik
Bakanlig1 gibi 6nemli kamu kurumlar tarafindan siirdiiriilen ¢calisma ve uygulamalar arasinda
birlik ve uyum saglanmaktadir (47, 167, 168). Bir¢ok ilacin bulunmasina izin verilen
maksimum kalint1 limitleri AB mevzuati ile uyumlu olarak, Tiirk Gida Kodeksi kapsaminda
28.04.2002 tarih ve 247739 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan teblig ile diizenlenmistir.
19.01.2005 tarih ve 25705 sayili Resmi Gazete’de yaymlanan “Canli Hayvanlar ve Hayvansal
Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kalintilarinin izlenmesi i¢in Alinacak Onlemlere
Dair Yonetmelik” esaslarina gore tilkesel kalint1 izleme plan1 uygulanmaktadir. Hayvan tiirii
veya gida ¢esidine gore aranacak maddeler ve incelenecek o6rnek sayisi, 96/23/EC sayili AB
direktifi ile uyumlu olarak hazirlanarak, Bakanlik tarafindan Ankara ve Izmir Il Kontrol
Laboratuarlar ile Etlik, Bornova ve Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiileri kalint1

izlemede yetkili kilinmistir (47).

Bilingsizce antibiyotik kullaniminin ve tiretimde yol a¢tig1 zararlarin 6nlenebilmesi
amaciyla DSO, FAO ve JECFA (Gida Katki Maddeleri Diizenlemeleri Birlesik Komitesi)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda, degisik yontemler uygulanarak, her bir ilag i¢in belirtilen
MKL ve yasal bekletme siireleri tespit edilmistir (53, 169).

Amerika’da tavuk ve kirmizi etlerde gida giiveligini saglamak acisindan, kalinti
takibini yasal olarak yiiriiten FDA, Amerika Gida Giivenligi ve izleme Servisi (FSIS) ve
Amerika Cevre Koruma Ajanst (EPA), yetkilendirilmis ve ¢aligmalar: yiirtitmektedirler (44,
54). Bu kuruluslar, kendi iclerinde yaptiklar1 gorev dagilimiyla, insan sagligina zararli olan
etken maddeleri belirleyerek kullanimlarinin yasaklanmasini, kullanilmalarina izin verilen
ilaclarin, gidalar i¢cinde bulunmas1 gereken MKL oranlarini belirlemekle, yem ve gidalarda bu
kalintilar1 izlemekle gorevlidirler (54). MKL simirlari, ADI (mevcut ilacin giinliik kabul

edilebilir alim1)’ya gore hesaplanmaktadir (169).
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Avrupa Birligi baz1 veteriner ilaglarinin kullaniminda, gida iiretiminde kullanilan
hayvanlar i¢in ciddi diizenlemeler getirmis ve bazilarin yalnizca terapotik amach
kullanimina izin vermis olup, 1990-1998 yillarindan bu yana insan tedavisinde kullanilan
antibiyotik kokenli biiyiitme faktorlerinin kanatli hayvan yetistiriciliginde yemlere katilmasini
yasaklamustir (4, 32, 47). Avrupa’nin yeni Yem Katkilar1 Yasasi’nda da (1831/2003/EC)

antibiyotiklerin tiimiiniin biiyiime arttirict olarak kullaniminin yasaklanmasi karar1 alinmistir

(6).

Cogu tilkelerde, farmakolojik etkili maddelerin kullanimu ile ilgili, Kesilecek kasaplik
hayvanlara 5 giin 6nce antibiyotik ve benzeri ilaglar verilemeyecegi ve antibiyotik tedavisine
maruz kalmis hayvanlarin siitlerinin de bu siire i¢inde tiikketilemeyecegine dair yonetmelikler

bulunmaktadir (45).

Istenmeyen bu etkilerden kaginmak i¢in, besinlerdeki ila¢ ve kimyasal madde
kalintilarin1 ve diizeylerini ortaya koyan son derece duyarli (ppb ve hatta ppt diizeyinde bile
ol¢lim yapabilen), giivenilir ve tekrarlanabilir analiz yontemleri gelistirilmis, WHO, FAO,
Avrupa Birligi’nin ilgili birimleri ve FDA gibi kuruluslar ile iilkemizde Tarim ve Saglik
Bakanlig1 gibi 6nemli kamu kurumlarinca, tiikketici sagliginin korunmasi da dahil, ilag
kalintilarinin yol agabilecekleri ekonomik ve sosyal yonlii olumsuzluklarin 6nlenebilmesi i¢in
bir yandan veteriner hekimligi ilaglarinin kullanim1 alaninda etkin bir kontroliin saglanmasi
hedeflenirken, bir yandan da tiim iilkelerde ayni konularda siirdiiriilen ¢alisma ve uygulamalar

arasinda birlik ve uyum saglanmaktadir (30).

Kullanilan bu antibiyotikler, 6zellikle de toplu tiiketim yerleri de olmak {izere, kurulan
ISO 22000 gida giivenligi yonetim sistemleri ¢ercevesinde potansiyel (olmas1 muhtemel)
kimyasal tehlike olarak HACCP planlarinda yer almakta, iiretim hattina giristen 6nce ve mal
kabulii sirasinda tedarikg¢i firmalardan kalintilar ile ilgili analiz sonuglarinin istenmesi veya
gerekli analizin belirli zamanlarda yapilmasi gerekliligi de vurgulanmaktadir (170). Kanath
etlerinin ilaclar ile kontaminasyonlarinin takibi, kullanimina izin verilmis bilesiklerin
kullaniminin hatal bir sekilde yapilmadiginin ve tiiketiciler i¢in tehlikeli olmayacaginin

anlagilmasi i¢in de gerekli olan bir diizenlemedir (54).
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Tiirkiye'de Mevcut Risk Durumu

Ulkemiz, hayvansal gida teminini entansif hayvanciliktan saglamaktadir. Entansif
hayvancilikla ugrasan tireticimiz kisa zamanda yiiksek verim elde etmek istemektedir.
Ureticimizin yiiksek verim elde etmek igin; hormon, ilag ve biiyiitme faktorii olarak kullanilan
antibiyotikler i¢in belirlenen yasal zorunluluklara uyup uymadiklar1 tam olarak

denetlenememektedir (34).

Belli bilimsel ve mevzuat esaslarina gore, gerektigi zaman kullanilmasi gereken
veteriner hekimligi ilaglarinin tilkemizde ¢ogunlukla gelisi giizel kullanildig1 bilinmektedir.
Bugiin i¢in tilkemizde, antibiyotikler ve antihelmentikler basta olmak iizere, veteriner
hekimligi ilaglar1 hig bir denetim s6z konusu olmaksizin hayvan sahipleri, hayvan bakicilar

veya yetistiricilerince rastgele saglanarak suistimal derecesinde tiiketilmektedir (30).

Tiirkiye’de, veteriner hekimliginde antibakteriyel ilaglarin tedavi edici ve koruyucu
amagla kullanimi1 yaygindir. Tedavi edici amacla ¢iftlik hayvanlarinda, koruyucu amagla da
kanatli sektoriinde kullanimi daha fazladir. Besi hayvanlarinda antibakteriyel ila¢ kullanimi
siirlandirilmig ve kesim oncesi bekleme siiresi belirlenmistir. Ancak, Tiirkiye’de besi
hayvanlarinda bu ilaglarin tedavi edici amagla kullanimindan sonra kesim oncesi bekleme
stiresine dikkat edilmeden veya 6liim riski var ise hayvanlar kesime gonderilebilmektedir.

[lag kalintilarinin kontrolii amaciyla kesimhanelerde rutin ve yeterli bir denetim mekanizmasi
bulunmamaktadir. Son yillarda askeri birlikler satin aldiklar1 etlerin baz1 antibakteriyel ilaglar
acisindan kontroliinii yaptirmaya baglamiglardir, ancak 6zel sektérde ve diger kamu

kuruluslarinda bu konuda yeterli bir ¢calisma bulunmamaktadir (50).

Veteriner hekimligi ilaglarinda ruhsatlandirilma isleminden sonra, bugiine kadar hig
bir sekilde piyasa kontrolii s6z konusu olmamistir. Bu durum hayvan yetistiricilerinin
stirekli olarak aldatilmasina, ilagtan beklenen yararin saglanamamasina ve kalitesiz ilag veya

ilag hammaddeleriyle hayvan ve insan sagliginin tehlikeye sokulmasina yol agmaktadir (30).

Tarim ve Koyisleri Bakanligi, 2009 yil1 Ekim ay1 i¢cinde yayimladig: bir genelge ile,
yukarida anlatilanlar1 bir nevi 6zetleyerek, iilkeye "kacak yollarla™ antibiyotik getirildigini
belirtmektedir. Alinan 6nlemlere ve yapilan diizenlemelere karsi zaman zaman kagak yollarla

ozellikle antibiyotik getirildigi, bu liriinlerin "sar1 toz" veya "altin toz" ismiyle "verimlilik
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artis1 ve hastaliklardan koruma" amaciyla pazarlandigi, ayni sekilde ilag iiretimi i¢in yasal
yollarla ithal edilen baz1 ham maddelerin giimriik islemleri tamamlandiktan sonra fi¢1 ve
torbalarla tavuk, balik, biiylikbas ve kiiclikbas hayvan ¢iftliklerine yasalara aykir1 olarak
pazarlandig1 duyumlar1 alindigina isaret edilen genelgede, denetimlerin arttirilmasi gerekliligi

de vurgulanmaktadir (171).

Genelgede, siirekli antibiyotik kullaniminin mikroorganizmalara kars1 direng
yarattiina, ayrica hayvansal gidalarda kalint1 olusturduguna ve hatta insan hekimliginde de

patojen mikroorganizmalara kars1 direng gelistigine dikkat ¢ekilmektedir (171).

Antibiyotik direnci hem Avrupa’da hem de yurdumuzda halk saglig: tehdidi halini
almistir. Ornegin Tiirkiye’de E. coli’nin gosterdigi 3. kusak sefalosporin direnci 2003 yilinda
% 25.6 iken 2008 yilinda % 41.6’ya yiikselmistir. Avrupa iilkelerinin dnemli bir boliimiinde
metisilin direngli S. aureus (MRSA) oranlar1 % 25’den fazla iken, Tiirkiye’de % 37 “dir. Eger
bu sorun ciddiye alinmaz ve antibiyotik kullanim hizi ayn1 sekilde devam ederse, direng

nedeniyle antibiyotik 6ncesi ¢aga doniilmek durumunda kalinacak ve basit bir enfeksiyon dahi

oldiirticti olabilecektir (172).

Ulkemizde kullanilan, Karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkileri olan nitrofuran,
16kopeni ve aplastik anemiye neden olan kloramfenikol gibi veteriner ilaglarinin Avrupa
Birligi’ne uyum cerc¢evesinde gidalardaki en fazla kalint1 limitleri sifir olarak belirlenmistir
(133,173, 174, 175). Kloramfenikol ve furazolidon da dahil olmak iizere, nitrofuranlarin
insan gidasi elde edilebilen hayvanlara uygulanmasi yasaklanmig, bu maddeleri iceren ve gida
degeri olan hayvanlarda kullanilmaya mahsus olan veteriner ve tibbi ilag ve tiriinlerin daha
onceden verilmis olan ruhsatlart da iptal edilmistir. Bu farmakotoksikolojik etkili maddeleri
ya da bunlar1 igeren {irtinleri gida degeri olan hayvanlara uygulamak, uygulanmasina izin
vermek, gida degeri olan hayvanlarin yetistirildigi ¢iftliklerde bulundurmak, ilgili
bakanliklarin izni olmaksizin bu maddeleri imal veya ithal etmek, dagitmak veya satmak,
ayrica bu konuda arastirma veya denetim yapan ilgili kamu personelini engellemek

yasaklanmistir (176).
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Insan ve hayvan saglig1 ile cevresel etkileri yoniinden son derece etkin olan veteriner
hekimligi ilaglarindan regeteyi gerektirenlerin mutlaka veteriner hekim regetesi karsiliginda
eczanelerden veya dogrudan veteriner hekimlerden saglanmasi gerekirken, bugiin bu duruma
biiyiik 6l¢iide uyulmamaktadir. Tiim bu olumsuz durumlar ve sakincali uygulamalar yaninda,
yetistiricinin gerek hayvan yetistiriciligi, gerekse boyle ilaglara iliskin yeterli bilgiye sahip
olmamasi da bu tiir ilaglarin yiiksek dlgiilerde ve yanlis bir sekilde kullanilmasina sebep
olmaktadir (30).

Ulkemizde halen beyaz et, su hayvanlari, siit ve balda yillik olarak Ulkesel Kalinti
Izleme Plam1 yapilmakta ve uygulanmaktadir. Kalint1 izlemede, Bakanlik tarafindan Ankara
ve Izmir il Kontrol Laboratuarlari ile Etlik, Bornova ve Pendik Veteriner Kontrol ve

Arastirma Enstitiisti Midiirliikleri yetkili kilinmistir (30).

Her yilin 18 Kasim giinii, “Avrupa Antibiyotik Farkindalik Giinii” olarak
bilinmektedir. Ulkemizde Saglik Bakanligi’ndan yapilan yazili agiklamaya gore, antibiyotik
direncinin alarm verecek hizda arttig1 vurgulanarak, halk saglig1 i¢in ciddi risk olan bu
durumdan bahsedilmektedir. Avrupa Hastaliklarin Onlenmesi ve Kontrol Merkezi (ECDC)
Avrupa Birligi liye ve aday iilkelerle birlikte, 18 Kasim’1 “Avrupa Antibiyotik Farkindalik
Gilini” olarak ilan etmistir. Avrupa Antibiyotik Farkindalik Giinii’niin amac1, antibiyotik
direnci problemine kars1 farkindalik yaratmak ve antibiyotiklerin gelecekte de etkili

olabilmesi i¢in herkesin katiliminin nasil saglanacagi hakkinda bilgi vermektir (33).

Ozellikle besin degeri olanlar hayvanlarda olmak iizere, tiim hayvanlarda ilag
kullanimi s6z konusu oldugu siirece, bunlardan saglanan et, siit, yumurta, bal gibi besinlerde
ila¢ kalintilarinin bulunmasi giincelligini koruyacaktir. Bu durumda, veteriner hekimligi
ilaglarinin hayvanlarda bilingli ve kontrollii kullanimi saglanarak, hayvansal kaynakli besin

maddelerinin ila¢ kalintilariyla kirlenme tehlikesi ve boyutu en aza indirilebilir (172).
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GEREC VE YONTEM

Gerec

Tavuk Eti ve Karacigeri Ornekleri

2008 Aralik ile 2009 Agustos tarihleri arasinda Bursa’da gesitli market ve kasap
diikkanlarinda taze olarak satisa sunulan, 90 adet tavuk gogiis eti ve 90 adet but eti ile 90 adet
tavuk karacigeri 6rnegi ambalajlari i¢inde satin alind1 ve soguk zincir altinda analize alinmak

iizere laboratuvara getirildi.

Calismada T.C. Tarim ve K&y Isleri Bakanligi Bursa Gida Kontrol ve Merkez
Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii ve Istanbul Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisii’niin asagida

belirtilen kimyasal ve ¢ozelti ile alet/donati olanaklarindan yararlanildi.

Kimyasallar ve Cozeltiler

ELISA Analizi

Enrofloksasin/siprofloksasin

Distile Su (GFL 2108)

% 70’1lik metanol (Merck)

PBS-Tween buffer (%0.05 tween 20 igeren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) (r-biopharm)
0 ng/kg (negatif kontrol), 1 ng/kg, 3 ng/kg, 9 ug/kg, 27 png/kg, 81 ng/kg’lik metanolik
¢ozelti icinde enrofloksasin/siprofloksasin standart soliisyonlar (r-biopharm)
Siprofloksasin bagli peroksidaz (Konjugat) (r-biopharm)

Anti-siprofloksasin antikoru (r-biopharm)

Substrat/kromojen (tetrametilbenzidin igeren) (r-biopharm)

1 N H,SO, (r-biopharm)

Stok soliisyonu (r-biopharm)
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Kloramfenikol

Distile Su (GFL 2108)

Etil asetat (Merck)

n-hekzan (Merck)

Buffer (r-biopharm)

PBS-Tween buffer (% 0.05 tween 20 igeren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) (r-
biopharm)

0 ng/kg (negatif kontrol), 25 ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 250 ng/kg, 750 ng/kg’lik
kloramfenikol standart soliisyonlar (r-biopharm)

Enzim konjugat (r-biopharm)

Substrat/kromojen (r-biopharm)

1 N H,SO, (r-biopharm)

Stok soliisyonu (r-biopharm)

Nitrofuran, Furazolidon AOZ

Distile su (GFL 2108)

1 M HCI (Merck)

Dimetil siifoksid (Merck)

10 mM 2-nitrobenzoik aldehit (Merck)

0.1 M K;HPO,4 (Merck)

1M NaOH (Merck)

Etil asetat (Merck)

n-hekzan (Merck)

Tampon (r-biopharm)

PBS-Tween Buffer (%0.05 tween 20 iceren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) (r-biopharm)
0 ppt (negatif kontrol), 25 ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 200 ng/kg, 400 ng/kg’lik
kloramfenikol standart soliisyonlar (r-biopharm)

Substrat/kromojen (r-biopharm)

1 N H,SO,4 (r-biopharm)

Stok soliisyonu (r-biopharm)
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LC-MS/MS Analizi

Kloramfenikol

Kloramfenikol dis yiikleme soliisyonu (Reidelde Haen)

Kloramfenikol-d5 deutered kloramfenikol i¢ (dahili) standart soliisyon (Cambridge
Izotop Lab. (SCEC-001A))

Etil asetat (Merck)

Asetonitril (Merck)

n-hekzan (Merck)

Deiyonize su (Elga Purelab Prima)

Asetik asit (Merck)

Metanol (Merck)

Nitrofuran

Nitrofuran i¢ standart soliisyon (ZIVAK)
Nitrofuran dis yiikleme soliisyon (ZIVAK)
Deiyonize su (Elga Purelab Prima)

Asetik asit (ZIVAK)

Metanol (ZIVAK)

Etil asetat (ZIVAK)

50 mM amonyum format (ZIVAK)
n-hekzan (ZIVAK)

Dimetil siilfoksid (DMSO) (ZIVAK)

Alet/donat1

ELISA Analizi

Ultra-turrax (Janke&Kunkel 1ka-werk)
Spatiil

10, 100 ve 1000 ml’ lik balon joje
Hassas terazi (Mettler Toledo AB-204-S)
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50 ml santrifiij tiipii

Manyetik karistirict (Varimag electronicriichrer poly 15)

Santrifiij (Sigma 3K15)

Cam tiip

Saat cami

Distile su cihazi (GFL 2108)

10 ul, 100 pl, 250 pl, 1000 ul mikropipet ve uglar (Eppendorf)
Ben-mari (GFL 1002)

N, Tiipi

Filtre kagidi

Etiiv (Heraus Function Line)

Rotary evoparator (Heidolph Laborata 4001 + Niive BD 402)
Vorteks (Niive NM 110)

Pastor pipeti

Enro/sipro ELISA Kiti (r-biopharm R3111 RIDASCREEN®)
Kloramfenikol ELISA kiti (r-biopharm R1505 RIDASCREEN®)
Nitrofuran AOZ ELISA kiti (r-biopharm R3701 RIDASCREEN®)
ELISA Mikro plate yikayict (Rayto RT-2600C)

ELISA Mikro plate okuyucu (Rayto RT-2100C)

Okuma programi (r-biopharm RIDASCREEN ridawin 7.1 versiyonu)

LC-MS/MS Analizi

Sogutmali santrifiij (Sigma 2-16K )

N evoparator-Numune yogunlastiricit (Zymark Turbo Vap LV)
Calkalamali inkiibator (Edmund Biihler KS-15 Control)

Vortex mixer (Heidolph Multi Reax)

LC-MS/MS cihazi (Thermo Finigan TSQ LC-MS/MS)

LC-MS/MS cihazi (Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS/MS)
Xcalibur 1.3 TF1 - TSQ Quantum, Merlin Yazilim Programi-Kloramfenikol
Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1) Programi-Nitrofuran

Kolon (Synergy MAX — RP 150 x 2.0 mm, 4p)

Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2.0 mm 4p (ZIVAK)

100, 300, 1000 ve 5000 pl mikropipet ve uglar (Eppendorf)
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200, 1000, 5000 pl mikropipet ve uglar (Medispec)
Hassas Terazi (Shimadzu, libror AEU-210)

pH metre (Mettler Toledo MP 220)

Ultrasonik banyo (Kudos SK 03GT)

10, 1000 ml balon joje

50 ml polipropilen tek kullanimlik santrifiij tiip
15 ml tek kullanimlik tiip

2 ml tek kullanimlik enjektor

0,45 um membran filtre (RC)

1,8 ml HPLC flakonu

Mobil faz siseleri

Spatiil

Yontem
ELISA ile Tavuk Etinde Enrofloksasin/Siprofloksasin Kalintis1 Tespiti
Ornek Hazirlama
100 gr tavuk eti ultra-turrax yardimi ile homojenize edildi. Homojenize edilmis
numunenin 1 gr’1 hassas terazide 50 ml’lik santrifiyj tiipii iginde tartilarak, 4 ml % 70’lik
metanol (% 70 metanol+% 30 distile su) ilave edildi. 10 dakika manyetik karistirici ile
karistirildiktan sonra, 20-25°C’de, 3000 g’de ve 10 dakika stire ile santrifiij edildi. Takiben
3.25 mI’lik st faz yikama solusyonu olarak hazirladigimiz PBS-tween buffer ile 1:2 (1+1)
oraninda cam tiipler iginde seyreltildi ve bunun 50 pl’si ELISA analizinde kullanildi (108).
ELISA Analizi i¢in Yikama Cozeltisinin Hazirlanmasi
PBS tween tamponu tuzu (% 0.05 tween 20 igeren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) 1 litre

distile suda ¢oziindiiriildii. Hazirlanan bu tampon ¢dzelti, mikro plate yikama cihazina ait

olan kaba aktarildi.
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ELISA Analizi

Kullanilan Enro/Cipro kitinin, enrofloksasin ve siprofloksasin hassasiyeti % 100, geri
kazanim oran1 % 90-110 ve kanatli eti igin tespit limiti (LOD) 10 pg/kg’dir (108).

Ekstraksiyon sonunda analiz i¢in yeterli olacak sayida kuyucuk Enro/sipro kitinin
icinden alinarak, kuyucuk ¢ercevesine yerlestirdikten sonra, standart ve 6rnekleri koyacagimiz
kuyucuklar belirlendi ve isaretlendi. Kullandigimiz tiim ¢6zelti ve kimyasallar test
baslangicinda, +4°C’den alinarak, 20-25°C’ye getirildi. Kuyucuklara, metanolik ¢6zelti
icinde 0 pg/kg (0 standart-negatif kontrol), 1 ng/kg, 3 ng/kg, 9 ng/kg, 27 ng/kg ve 81 ng/kg
siprofloksasin olan 6 adet standart ve ekstraksiyonu tamamlanmis 6rneklerden 50 pl otomatik
pipet yardimai ile aktarildi. Her bir kuyucugun dibine konjugat olarak siprofloksasin bagh
peroksidaz, daha sonra da kuyucuk igine 50 ul anti-siprofloksasin antikoru ilave edilerek,
kuyucuklar hafifce galkalandi. 1 saat siireyle 20-25°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar yaklasik 250 pl yikama tamponu ile 3 defa mikro plate yikayici ile
yikandi. Kuyucuklara tetrametilbenzidin iceren 100 pl substrat/kromojen ilave edildikten
sonra, 15 dakika oda sicakliginda (20-25°C) ve karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklara 100 ul stop soliisyonu (1 N H,SQOy) ilave edildi ve sonucu 30 dakika
icerisinde 450 nm’de mikro plate okuyucusu ile okunup mevcut program ile degerlendirildi.

Sonuglar hesaplanirken, tavuk eti i¢in diliisyon faktorii 10 olarak alindi (108).

Her calisma sonucunda standartlara ait kalibrasyon egrisi olusturulup, kite ait olan

standart egri ile karsilagtirild.

ELISA ile Tavuk Etinde Kloramfenikol Kalintis1 Tespiti

Ornek Hazirlama

100 gr olacak sekilde, tavuk eti ultra-turrax yardimi ile homojenize edildi.
Kloramfenikol kalinti tespiti enrofloksasin/siprofloksasin kalint1 tespiti igin kullanilacak olan
numuneler iizerinde gerceklestirildi. Homojenize edilmis numuneden 3 gr’1 50 mI’lik
santrifiij tiipline alinarak, 3 ml distile su ve 6 ml etil asetat ilave edildi. 10 dakika iyice
karistirildiktan sonra (ters-diiz ederek), 20-25°C’de 3000 g’de ve 10 dakika siireyle santrifiij

edildi. Yeni bir santrifiij tiipiine 4 ml etil asetat siipernatan (2 gr numuneye karsilik gelen)
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alindi ve 60°C’lik benmari iginde Ny tiiplii sistem ile 5 psi basing altinda kurutuldu. Kuru
kalint1 1 ml n-hexan ile ¢oziildii ve 0.5 ml buffer ilave edilip yaklasik 1 dakika siire ile iyice
vortexlendi. Ayirma islemi i¢in 10 dakika, 3000 g’de, oda sicaklig1 20-25°C olacak sekilde
yeniden santrifiij edildi. Alttaki 50 pl’lik siv1 faz ELISA analizinde kullanildi (177, 153).

ELISA Analizi i¢in Yikama Cozeltisinin Hazirlanmasi
PBS tween tamponu tuzu (% 0.05 tween 20 igeren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) 1 litre
distile suda ¢oziindiiriildii. Hazirlanan bu tampon ¢6zelti, mikro plate yikama cihazina ait
olan kaba aktarild1.

ELISA Analizi i¢in Enzim Konjugat Hazirlanmasi

Enzim konjugat, Tablo- 6’da belirtildigi gibi hazirlandi. Hazirlama sirasinda kitle

birlikte gelen konjugat ve buffer kullanildi.

Tablo- 6: Enzim konjugatin hazirlanmasi

Numune Sayis1 | Konjugat Miktar: Buffer Miktar:
1-4 50 ul 500 pl
4-14 100 pl 1000 pl
15-24 150 pl 1500 pl
25-35 200 pl 2000 pl
ELISA Analizi

Kullanilan kloramfenikol kitinin spesifikligi kloramfenikol i¢in % 100, geri kazanim

orani > % 80 ve LOD degeri 12.5 ng/kg olarak alind1 (153).

Analiz i¢gin gerekli olacak sayida kuyucuk alinarak, kuyucuk gergevesine yerlestirildi.
Standart ve 6rnekleri koyacagimiz kuyucuklar belirlendi. Kuyucuklara 0-negatif kontrol, 25
ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 250 ng/kg ve 750 ng/kg standart ve érneklerden 50 pl otomatik
pipet yardimi ile aktarildi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl yukaridaki tabloya gore
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seyreltilmis enzim konjugat ilave edilip, kuyucuklar hafifce ¢alkalandi ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yaklasik 250 ul
yikama tamponu ile 3 defa mikro plate yikayici ile yikandi. Kuyucuklara 100 pl
substrat/kromojen ilave edilerek, 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona
birakildi. Takiben kuyucuklara 100 ul stop soliisyon (1 N H,SQO,) ilave edilerek sonuglar 30
dakika icerisinde 450 nm’de mikro plate okuyucu ile okunup, mevcut program ile
degerlendirildi. Sonuglar hesaplanirken, tavuk eti i¢in diliisyon faktorii 0.25 olarak alind1
(153, 177).

Calisma iginde bos olarak calisilan kuyucugun etil asetattan kaynakli olarak
spektrofotometrede verdigi sayisal deger, tiim sonuglarin verdigi degerden ¢ikarildi ve LOD

seviyesi 12.5 ng/kg olarak alindi, bunun iizerindeki sonuglar pozitif olarak degerlendirildi.

Her ¢alisma sonucunda standartlara ait kalibrasyon egrisi olusturulup, kite ait olan

standart egri ile karsilagtirildu.

ELISA ile Tavuk Karacigerinde Nitrofuran, Furazolidon Metaboliti AOZ (3-

amino-2-okzazolidinon) Kalintis1 Tespiti

Ornek Hazirlama

Yaklagik 100 gr kadar karaciger numunesi ultra-turrax yardimi ile homojenize edildi.
Homojenizattan 1 gr’1 50 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak, iizerine 3.9 ml distile su, 0.5 ml 1
M HCI ve 100 ul dimetil sulfoksid’de ¢ozilindiirdiigiimiiz 10 mM 2-nitrobenzoik aldehit
eklendi. 37°C’lik etiivde 1 gece (~16 saat) inkiibe edilip, ertesi giin 5 ml 0.1 M K;HPOy,, 0.4
ml 1 M NaOH ve 5 ml etil asetat ilave edildi. 1 dakika siireyle manyetik karistirici ile
karistirildi. 10 dakika, 3000 g’de ve oda sicakliginda santrifiij edilip, iistteki 2.5 ml’lik etil
asetat faz1 yeni bir santrifiij tiipline alinarak rotary evoparatorde kurutuldu. Kalint1 1 ml n-
hekzanda ¢ozdiiriilerek, 1 ml tampon eklendi. Ayni kosullarda tekrar santrifiij edilip, alt
fazdaki 50 pl’lik sivi kisim ELISA analizinde kullanildi (144, 178).
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ELISA Analizi I¢in Yikama Cozeltisinin Hazirlanmasi

PBS tween tamponu tuzu (% 0.05 tween 20 iceren 10 mM fosfat buffer, pH 7.4) 1 litre
distile suda ¢oziindiiriildii. Hazirlanan bu tampon ¢6zelti, mikro plate yikama cihazina ait

olan kaba aktarildi.

ELISA Analizi

Kitin, geri kazanim oran1 % 80-100, spesifikligi AMOZ, AHD ve SEM igin < % 0.01
ve LOD degeri 100 ng/kg’dir (144).

Analiz igin gerekli olacak sayida kuyucuk alinarak, kuyucuk gergevesine yerlestirildi.
Standard ve 6rnekleri koyacagimiz kuyucuklar belirlendi. Kuyucuklara 0-negatif kontrol, 25
ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 200 ng/kg ve 400 ng/kg’lik standart ve ekstrakte edilmis
orneklerden 50 pl otomatik pipet ile aktarildi. Her bir kuyucuga 50 pl enzim konjugat, daha
sonra 50 pl anti-AOZ antikoru ilave edilerek kuyucuklar hafif¢e ¢alkalandi ve 1 saat oda
sicakliginda (20-25°C) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yaklasik
250 pl yikama tamponu ile 3 defa mikro plate yikayici ile yikandi. Yikanmis kuyucuklara
100 pl substrat/kromojen enjekte edildikten sonra, 15 dakika oda sicakliginda (20-25°C) ve
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 100 ul stop soliisyon (1 N
H,SO,) ilave edilerek, sonuglar 30 dakika igerisinde 450 nm’de mikro plate okuyucu ile
okunup mevcut program ile degerlendirildi. Sonuglar hesaplanirken, tavuk eti i¢in diliisyon
faktorii 2 olarak alind1 (144, 178).

Her ¢alisma sonucunda standartlara ait kalibrasyon egrisi olusturulup, kite ait olan

standart egri ile karsilastirildi.

ELISA Yiikleme Icin Dis Standart Katilmas

Enrofloksasin/siprofloksasin

Yiikleme diizeyi 20 pg/kg’lik konsantrasyon elde edilmesi i¢in 1 gr’lik homojenize et
icine 1.6 pg/ml’lik stok standart soliisyondan 12.5 pl, 40 pg/kg’lik konsantrasyon diizeyi i¢in
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25 ul, 80 pg/kg’lik konsantrasyon diizeyi i¢in 50 ul, 100 pg/kg icin 75 ul eklendi ve 6rnek

hazirlanmas1 agsamasina ge¢ilmeden once yaklasik 30 dakika bekletildi.

Kloramfenikol

50 pg/kg’lik stok soliisyondan 1 birim, buffer’dan ise 9 birim alinarak 5 ng/ml
(ppb)’lik 2. calisma soliisyonu hazirlandi. Sonrasinda 3 gr ete 50 pg/kg (0,05 ppb) icin 30 pl,
100 pg/kg icin 60 pl, 200 pg/kg icin 120 ul eklendi ve 6rnek hazirlanmasi asamasina
gecilmeden Once yaklasik 30 dakika bekletildi.

Nitrofuran AOZ

20 ng/mI’lik stok soliisyonundan 2 ng/ml’lik 2. ¢alisma soliisyonu elde edilmesi igin
stok soliisyonu 1/9 oraninda metanol ile dilue edildi (0,5 ml spike solusyon 1+4,5 ml

metanol).

Hazirlanan yiikleme soliisyonlari -20°C’de sakland1 ve yiiklemeler yapilmadan 6nce
oda sicakligina getirildi. Yiikleme seviyesi 100 ppt igin 1 gr homojenize 6rnege, hazirlanan 2.
caligma soliisyonundan 50 pl, 150 ng/kg’lik seviye i¢in 75 pl, 200 ng/kg’lik seviye i¢in 100
ul, 400 ng/kg’lik seviye igin 200 ul, 500 ng/kg’lik seviye i¢in 250 pl eklendi ve 30 dakika
¢oziicliniin ugmasi i¢in bekletilerek daha dnce belirtildigi gibi 6rnek hazirlamaya devam
edildi.

LC-MS/MS ile Tavuk Etinde Kloramfenikol Kalintis1 Tespiti

Sistemin prensibi; etil asetat ile kloramfenikoliin ekstraksiyonu, ekstraktin temizlenip

saflagtirilmas1 ve LC-MS/MS sistemi ile belirlenip sayilmasi esasina dayanmaktadir.

Calisilan bu metod E.U. Commission Decision 2002/657 (150)’ye gore valide edilmis

olup validasyon sonuglar1 Ekler kisminda verilmistir.
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Standart Soliisyonlarin (dis yiikleme ve i¢c) Hazirlanmasi

So stok ¢ozelti hazirlanmasi (1 mg/ml): Hassas terazide bir kisim standart tartildi.
Uzerine konmasi gereken metanol kiitlesi hesaplandi. Terazi sifirlanarak, daras1 alinarak o
ol¢iide metanol konuldu. 15 sn ultrasonik banyoda bekletilip, vorteks ile homojen hale

getirildi.

S1 stok ¢ozelti hazirlanmasi (10 pg/ml): Sp’dan 100 pl alinarak, metanol ile 10 ml

hacime tamamlanir.

S, stok cozelti hazirlanmasi (10 ng/ml): S; ‘den 50 ul alinarak, su i¢inde 50 ml

hacime tamamlanir.

Cap-d5 (iS) 20 ng/ml : (10 pg/ml) olarak hazirlanan ¢ozeltiden 80 pl alinarak, 40

ml’ye tamamlanir.
Hazirlanan standart ¢ozeltiler ve konsantrasyonlar1 Tablo- 7°de gosterilmektedir.

Tablo- 7: Hazirlig1 yapilan standart ¢ozeltiler

Standart Cozeltiler Konsantrasyon | Toplam Hacim

Stok Cozelti Sy 1mg/ml X ..( metanolde)

Calisma Cozeltisi S; 10 ug/ ml S0 100 pl / 10 ml (metanol)
Calisma Cozeltisi S 10 ng/ ml S150ul / 50 ml (su)
Calisma Cozeltisi (IS) 20 ng / ml S180ul / 40 ml (su)

Calisma i¢in, 50 ng/ml’lik olarak hazirlanan stok soliisyondan 80 pl alinarak tizerine
920 pul metanol ilave edildi. Boylece 4 ng/ml’lik calisma soliisyonu elde edildi. (50¥b)/1

ml:4 olarak formiile ediyoruz.
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Ornek Ekstraksiyonu

Dogrulama icin getirilen homojenize tavuk eti 6rnekleri, 50 ml’lik polipropilen
santrifiij tiiplerine 2 gr tartildi. 20 ng/ml (ppb) CAP-d5 kloramfenikol i¢ standarttan 50 pl
(0.5 ppb) ilave edildi. 15 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6 ml etil asetat eklenerek,
200 rpm’ de 15 dakika g¢alkalayici inkiibatorde karistirildi. Takiben 4000 g’de ve +4°C’de 15
dakika santrifiij edildi. 5 ml supernatant, 15 ml’lik tiiplere aktarildi ve N; evaporatorde,
40°C’de 5 psi basingla 1 saat kurutuldu. 500 ul’lik % 85 deiyonize su ve % 15 metanol
karisimi1 kurutulan tiiplere eklendi. 2000 rpm’°de 5 dakika vortexlenerek ¢ozdiiriildii. 0.45
pum’lik filtrelerden gegirilerek HPLC flakonlarina aktarildi. 50 pl’si LC-MS/MS cihazina

enjeksiyon yapilarak analize alindi.

Matriks Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

1.tip: 2 gr numune + 50 pl CAP-d5 (kor)

2.tip: 2 gr numune + 50 pl CAP-d5 + 50 pl 4 ng/ml’lik dis ylikleme soliisyonu: 0.1
ng/ml

3.tiip: 2 gr numune + 50 pl CAP-d5 + 100 pl 4 ng/ml’lik dis yiikleme soliisyonu: 0.2
ng/mi

4.tip: 2 gr numune + 50 pul CAP-d5 + 150 pul 4 ng/mI’lik dis yiikkleme soliisyonu: 0.3
ng/ml

5.tip: 2 gr numune + 50 pl CAP-d5 + 200 pl 4 ng/ml’lik dis yiikleme soliisyonu: 0.4
ng/ml eklendikten sonra 10 dakika bekletildi (179).

Mobil Faz Hazirlanmasi

998 ml deiyonize su, 2 ml asetik asit ile karistirild1 ve ultrasonik banyoya birakildi.
2/1000°1ik asetik asit elde edildi.

Mobil Faz A: % 0.2 deiyonize su i¢inde asetik asit
Mobil Faz B: Metanol
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LC-MS/MS Analizi

Mobil faz hazirlanarak, cihaz 0.20 ml/dak akis hizina gegirildi. Analiz “triple-
quadrapole tandem mass spectrometer” (Resim- 1) ile, negatif iyonize modda (Resim- 2)

gergeklestirildi.

Resim- 1: TSQ Tandem Gold Triple-Quadrapole kiitle spektrometre

MS/MS Sartlari
Cihaz : TSQ Termofinigan
fyon Kaynag: : ES1'5000 V
Kaynak Sicaklig : 350°C
Tarama tiirii : SRM (Selected reaction monitoring)
Aux gazi : 10
Sprey gazi : 60
Argon gazi 1
Tiip denklestirme : 81
Q1 piki genislik m/z :0.7 FWHM
Q3 piki genislik m/z : 0.7 FWHM
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Otomatik Ornekleyici Parametreleri

Enjeksiyon ignesinin tabandan yiiksekligi
Enjeksiyon miktari

Enjeksiyon sonrasi valf degisim zamani
Dongii ylikleme zamani

Enjeksiyon hiz1

Sifon/yikama kaynagi (yikama sisesinde)
Sifon/yikama hacmi

Sifon hiz1

Tabla sicaklik kontrol

Kolon sicakligi

Negatif iyonizasyon: 321=152
321=194

: 2.0 mm
:50 ul
: 0.0 dak
15 ul/s
18 ul/s

: 20/80 (v/v) metanol/su.

£ 1000 pl
: 250 pl/s
:10°C
140°C

326=157 iyonuna parg¢alandi (Resim- 2, Tablo- 8)

Tablo- 8: Taranacak iyonlar

Bilesik MW |RT Parcalanma | Parcalanma | o\ ) oo o,
Uriinleri Enerjisi

Cap(dis 1451 |705002 |152/194/257 |20/16/14 | Neg(-)

standart)

Cap-d5 (i¢

sandary | |326 | 7:95+02 |157 20 Neg(-)

63




ES¥ cAP - Instrument Setup
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Resim- 2: Negatif iyonizasyon ayarlari

LC Pompa Parametreleri

Sabit Faz : Synergy 41, MAX-RP 80 A, 150 x 2.00 mm, 4 micron (Resim- 3)
Mobil faz A : % 0.2 asetik asit

Mobil faz B : Metanol

Analiz stiresi : 20 dakika

Akis Hiz1 : 0.25 ml/dak (Resim- 4 ve Tablo- 9)

Resim- 3: Kolon; synergy 4u, MAX-RP 80 A, 150 x 2.00 mm, 4 micron
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Filz  Surveyor LC Pump  Help
D= & x|2|
General Gradient Program
— A (%)
S _ 100 B (%)
TS0 Cuantum 3_;’ &0 C (%)
S &0 D (%)
- | 2 a0
g E 20
m 0 T T T T T T T T T T T T T T T T |
10 15 20
Time (rmin)
Time{min} | Flow{ml/min) BTN Metanol{%) %C 02 Asetikasit SU(%)
m 1 0.00 0.250 0.00 15.00 0.00 25.00
2 2.00 0.250 0.00 S50.00 0.00 10.00
3 10.00 0.250 0.00 S50.00 0.00 10.00
Surveyar LE 4 12.00 0.250 0.00 15.00 0.00 85.00
Fump 5 20.00 0.250 0.00 15.00 0.00 85.00
* 20.00 0.250 0.00 15.00 0.00 85.00
Resim- 4: Mobil faz akis diyagrami
Tablo- 9: Siireye gore mobil faz degisimi
Sira No Dakika Akis iz Mobil faz A | Mobil faz B
1 0 0.25 85 15
2 2 0.25 90 10
3 10 0.25 90 10
4 13 0.25 85 15
5 20 0.25 85 15

Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Hesaplama

Elde edilen pik alanlar1 ve i¢ standart alan1 miktarlari, X Calibur Finnigan-Merlin

programina kayit edilerek sonuglar alindi.

Programda, sonuclar asagidaki sekilde elde edildi:

[lk olarak elde edilen pikler dogrulama kriterleri yoniinden incelendi. Bu kriterler;

1- Retensiyon zamani’nin standarttan % 5 farki.
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2- ki iyonun oraninin standarttaki orandan % 10 farki.

(Y]

Pozitif numunelerin hesaplari yapilirken; alan/(dahili) i¢ Standart orani “y” olarak
alind1 (y = analiz sonunda elde edilen alan, x = bulunacak miktar). Regresyon analizi

(degiskenler arasi iliski) grafigi bu sekilde ¢ikartilarak hesaplama yapildi (180).

Sonuglar, cihaz programindan ya da belli oranlardaki standartlar eklenerek elde edilen
matrikslerin (matriks standart numunesi) analizi sonucu kullanilarak hazirlanan kalibrasyon

egrisinden hesaplandi.

Matriks standart numunesinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan, ilgili

piklerin alanlari tayin edildi. Her pik alaninin, i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplandi.

5 AES: Matriks standart numunesinin
A Y =axth .. . .
7 — analizinden elde edilen ilgili kloramfenikol
6
g 5 —+ pikinin alan1
w4
w )
< 3 . ..
2 // AIS: Matriks standart numunesinin
; analizinden elde edilen ilgili i¢ standart
0 05 1 1.5 2 pikinin alan1
konsantrasyon

Hesaplanan bu deger, konsantrasyona karsilik grafige gegirildi.

Analiz sonucunda numunede tespit edilen kloramfenikol pikinin alani, ilgili i¢
standardin alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konuldu ve

sonug hesaplandi. Analiz sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a

LC-MS/MS ile Tavuk Karacigerinde Nitrofuran Kalintis1 Tespiti

Bu metot 4 asamada gergeklestirildi;

1- Asit ortamda serbest ve dokuya bagli nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile

tiirevlendirilmesi
Furazolidon metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-okzazolidinon,
Furaltadon metaboliti : (AMOZ) 5-metil-morfolino-3-amino-2-okzazolidinon,
Nitrofurazon metaboliti : (SEM) semikarbazid,
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Nitrofurantion metaboliti : (AHD) 1-aminohidantoin.

2- Baz ilavesi ile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmasi
3- Sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmasi

4- LC-MS/MS teknigi ile analizin yapilmasi.

Calisilan bu metod E.U. Commission Decision 2002/657 (150)’ye gore valide edilmis

olup validasyon sonuglar1 Ekler kisminda verilmistir.

Standart Soliisyonlarin (dis yiikleme ve i¢) Hazirlanmasi

Tablo- 10: Nitrofuran dis standart karigimi igerigi ve konsantrasyonlari

) Konsantrasyon
Analit MW
ng/l (ppb)
AMOZ 201.2 20
AOZ 102.1 20
AHD 151.5 20
SEM 111.5 20

Tablo- 11: Nitrofuran i¢ standart ve konsantrasyonu

) Konsantrasyon
Analit MW
ng/l (ppb)
AMOZ-D5 206.2 40
AOZ-D5 106.1 40
SEM-13Cy5N2 | 114.5 100
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Ornek Ekstraksiyonu

Dogrulamaya alinan homojenize tavuk eti 6rnekleri, 50 ml’lik polipropilen santrifiij
tiiplerine 2 gr tartildi. 100 pl i¢ standart ve 5 ml % 1°lik asetik asit ilave edilerek, ¢alkalamali
etiivde 300 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika karistirildi. 300 pl dimetil siilfoksid ilave
edilirek, multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika siireyle vortekslendi. Tiirevlendirme igin,
50 rpm hizda ve 37°C’ye ayarli ¢alkalamali etiivde 16 saat bekletildi. Tiirevlendirmeden
sonra, drnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi icin bekletildi. 700 pl 50 mM
amonyum format ilave edildikten sonra, ¢alkalamali etiivde 300 rpm’de ve oda sicakliginda 1
dakika karistirildi. Uzerine 5 ml etil asetat ilave edilerek, ¢alkalamali etiivde 300 rpm’de oda
sicakliginda 2 dakika daha karistirildi. 3 ml hekzan ilave edilip, multireaks vorteksin son
hizinda 2 dakika vortekslendi. 4000 g’de 15°C’ ye ayarli santrifiijde 10 dakika siireyle
santriflij edildi. Santrifiij sonunda, tistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 ml (2x3 ml) alinip 15 mI’lik
cam tiipe aktarildi ve azot akimi altinda 42°C sicaklikta ve 5.0 psi basingta kurutuldu.
Kurutma igleminden sonra tiipe 1 ml daha hekzan ilave edildi. Multireaks vorteksin 7.
hizinda, 1 dakika karistirma islemine maruz birakildi. 750 pl metanol ilave edildi ve
multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika yeniden karistirildi. 2500 g’de, 15°C’ye ayarh
santrifiijde 10 dak santrifiij edilip, 5 dakika ortam sicakliginda bekletildi. Enjektor yardimiyla
alt fazdan numune alinip, enjektore takilan 0.45 pum filtreden gegirilerek polipropilen HPLC
flakonuna alindi. LC-MS/MS sistemine, 75 pl enjeksiyon yapildi (181).

Matriks Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

3 adet 2 gr blank (kor) doku numunesi, 50 mI’lik santrifiij tiiptine alind1 ve tizerine

agagidaki tabloya uygun i¢ standart ilave edildi.

Tablo- 12: 2 gr numune i¢in yiikkleme miktarlar

Dokudaki
0.5 pg/kg (0,SMRPL) | 1 pg/kg 1IMRPL) | 1.5 pg/kg (1,5MRPL)
Konsantrasyon
Eklenecek
| 50 pul 100 pl 150 ul
Standart Hacmi
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Mobil Faz Hazirlanmasi

Mobil Faz A: % 0.2 asetik asit
Mobil Faz B: Metanol

LC-MS/MS Analizi
Mobil faz hazirlanarak, cihaz 0.20 ml/dak akis hizina gegirildi. Analiz “ Zivak

Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS/MS” (Resim- 5) ile negatif iyonize modda
gergeklestirildi.

Resim- 5: Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS/MS

MS/MS Sartlari
Iyonizasyon modu : ESI +
APl sisleme gaz basinct 55 psi
Gaz sicaklig : 400°C
Gaz basinci : 40 psi
Tarama zamani : 0.725 saniye
SIM genisligi : 1.0 amu
Igne : +5000 V
Kalkan : + 500V
Kapiller : 30V
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Dedektor +1700 V
CID gaz1 basinct 2.00m Torr
Sprey boliimii sicaklig 65°C
Kiitle alan genisligi (amu) : Q1=1.0 Q3=1.0
Otomatik Ornekleyici Parametreleri
Tablo- 13: Otomatik 6rnekleyici parametreleri
Analit MS MH+ | MS-MS Kapillar Parcalama | Dwell
(m/z) (m/z) Enerjisi Zamani
2-NP-SEM 209.00 166.00 30 7 0.200
2-NP-SEM-13CysN, | 212.00 168.00 30 7 0.075
2-NP-AHD 249.00 134.00 40 9 0.200
2-NP-AOZ 236.00 134.00 30 9 0.075
2-NP-AOZ-D4 240.00 134.00 30 9 0.050
2-NP-AMOZ 335.00 291.00 30 9 0.075
2-NP-AMOZ-D5 340.00 296.00 30 9 0.050
LC Pompa Parametreleri
Tablo- 14: LC pompa parametreleri
Zaman % A % B Akis Hiz1 (ml/dak)
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20
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Kolon-Duran Faz: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150 x 2.0 mm 4p
Akis hizi: 0.20 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 75 puL

Otomatik ornekleyici yikama solventi: 15/85 MeOH: su karisimi (h/h)
Analiz siiresi: 20 dakika

Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Hesaplama

Sonuglar cihaz programindan ya da belli oranlardaki standartlar eklenerek elde edilen
matrikslerin (matriks standart numuneleri) analizi sonucu kullanilarak hazirlanan kalibrasyon

egrisinden hesaplanir.

Matriks standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili

piklerin alanlari tayin edildi. Her pik alaninin, i¢ standart pik alanina oranlari hesaplandi.

AES: Matriks standart numunesinin

8
= ax+b . T
7 // o= analizinden elde edilen ilgili nitrofuran
6
@5 e pikinin alani
< /
g 3 P
2 // AIS: Matriks standart numunesinin
(1) analizinden elde edilen ilgili i¢ standart
0 05 1 15 2 | pikinin alani
konsantrasyon

Hesaplanan bu deger, konsantrasyona karsilik grafige gegirildi.

Analiz sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani, ilgili i¢ standardin
alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konuldu ve sonug

hesaplandi. Analiz sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a
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BULGULAR

ELISA Analizi

Enrofloksasin/siprofloksasin i¢in yapilan analizler sonucunda, kit icersinde verilen
standart kalibrasyon egrileri ile, ¢alismamizin dogrulugunu kiyaslamamiza yarayan 0 pg/kg, 1
ng/kg, 3 ng/kg, 9 ng/kg, 27 pg/kg ve 81 pg/kg’lik standartlar kullanilarak elde edilen

kalibrasyon egrileri Sekil- 8’de sunulmaktadir.

Kit degeri (% B/B0) Toplam ¢alisma sayisi (n)
(A) 3.9 6
ooy Standart Egri
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Sekil- 8 (A, B): iki farkli kit icin 0 pug/kg, 1 pg/kg, 3 pg/kg, 9 ug/kg, 27 ug/kg ve 81
ug/kg seviyelerinde elde edilen kalibrasyon egrileri (% B/BO0-IC 50) ve toplam ¢alisma
sayl1st
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Kitlerin i¢inden Sekil- 8’de goriildiigi iizere iki farkl 6zellik ve degerde standart egri
cikmustir. i1k standart egri (A) (% B/B0) degeri 3.9 pg/kg, ikinci standart egri (B) (% B/BO0)
degeri ise 6.6 ng/kg’dir. Ilk standart egri ile 6 calisma yapilarak ortalamada 4.08 pg/kg,
ikinci standart egri ile 14 calisma yapilarak ortalamada 6.85 pg/kg’lik deger elde edildi. Elde

edilen standart egrilerin ortalama degerleri = % 10°luk hata sinir1 i¢indedir.

ELISA analizinde ¢alismadaki geri kazanim ve dogrulugu hesaplamak i¢in,
enrofloksasin/siprofloksasin i¢in 20 adet blank (kér) numuneye yapilan 20 pg/kg, 40 pg/kg,
60 ng/kg, 80 png/kg ve 100 pg/kg’lik yliklemeler sonucunda elde edilen miktar % 101.34
(91.19-126.55) olarak belirlendi.

Tablo- 15°de ELISA ile analiz edilen tavuk etlerinde enrofloksasin/siprofloksasin

kalintilarinin ortalama, minimum ve maksimum seviyeleri (ug/kg) verilmektedir.

Caligsmada kullanilan 90 adet but 6rneginin 4 (% 4.4)’linde ortalama 12.83 pg/kg’lik
seviyede, 90 adet gogiis 6rneginin ise 8 (% 8.9)’inde ortalama 20.2 pg/kg seviyesinde kalint1
tespit edildi. Enrofloksasin/siprofloksasin kalint1 seviyeleri but etlerinde 10.59-14.2 ug/kg,
gogiis etlerinde ise 11.14- 49.18 pg/kg degerleri arasinda degisti.

Tablo- 15: ELISA analizinde tespit edilen enrofloksasin/siprofloksasin kalintilar1 degerleri

. Ortalama o )

Ornek Pozitif 6rneklerin SD Minimum Maksimum
kalint1 seviyesi

Tiirii sayisi (%) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
(ng/kg)

But 4 (4.4) 12.83 1.558 10.59 14.2

Gogiis 8(8.9) 20.2 13.19 11.14 49.18

Toplam 12 (6.7) 17.74 11.161 10.59 49.18

Calisma sonucunda analize alinan toplam 180 adet 6rnegin 168 (% 93.3)’inde tespit
limitinin altinda (LOD, 10 pg/kg), kalan 12 adet (% 6.7) 6rnekte ise >LOD seviyelerinde
kalintiya rastland1. Enrofloksasin/siprofloksasin kalint1 seviyelerine iligkin frekans dagilimi
Tablo- 16’da, but (A) ve gogiis (B) etlerinde belirlenen kalint1 konsantrasyonlari ise Sekil-

9’da sunulmaktadir.
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Tablo- 16: Tavuk eti 6rneklerinde enrofloksasin/siprofloksasin kalint1 diizeylerinin dagilimi

Enrofloksasin/Siprofloksasin Orneklerin Sayisi Sikhigi (%)
Seviyeleri (ng/kg)
<LOD? 168 93.3
10-25 10 55
25-40 1 0.5
>40 1 0.5
Tespit limiti: 10 pg/kg
(A)
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2 14 - _ = 1056
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> 8-
5
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S 2 .
0 - T — T — T — 1
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£
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Pozitif Ornek Sayisi

Sekil- 9: ELISA ile analiz edilen tavuk but (A) ve gogiis (B) etlerinde
enrofloksasin/siprofloksasin pozitif 6rneklerin sayisi ve kalint1 diizeyleri
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Kloramfenikol i¢in yapilan analizler sonucunda, kit igersinde verilen standart
kalibrasyon egrileri ile, ¢alismamizin dogrulugunu kiyaslamamiza yarayan 0 ng/kg, 25 ng/kg,
50 ng/kg, 100 ng/kg, 250 ng/kg ve 750 ng/kg’lik standartlar kullanilarak elde edilen

kalibrasyon egrileri Sekil- 10°da sunulmaktadir.

Kit degeri (% B/B0) Toplam ¢alisma sayisi (n)
(A) 148.3 17
Standart Egri
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Sekil- 10 (A, B): iki farkl1 kit icin 0 ng/kg, 25 ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 250 ng/kg
ve 750 ng/kg seviyelerinde elde edilen kalibrasyon egrileri (% B/B0-1C 50) ve toplam
calisma sayisi
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Kitlerin i¢inden Sekil- 10°da goriildiigii tizere iki farkli 6zellik ve degerde standart egri
cikmustir. i1k standart egri (A) (% B/B0) degeri 148.3 ng/kg, ikinci standart egri (B) (%
B/BO0) degeri ise 193.8 ng/kg’dir. Ilk standart egri ile 17 galisma yapilarak ortalamada 156.51
ng/kg, ikinci standart egri ile 3 ¢alisma yapilarak ortalamada 190.03 ng/kg’lik deger elde

edildi. Elde edilen standart egrilerin ortalama degerleri + % 10’luk hata sinir1 i¢indedir.

ELISA analizinde ¢alismadaki geri kazanimi ve dogrulugu hesaplamak igin,
kloramfenikol i¢in 20 adet blank (k6r) numuneye yapilan 50 ng/kg, 75 ng/kg, 100 ng/kg, 150
ng/kg ve 200 ng/kg’lik yiikklemeler sonucunda elde edilen miktar % 89.30 (72.4-100.72)

olarak belirlendi.

Tablo- 17°de ELISA ile analiz edilen tavuk etlerinde kloramfenikol kalintilarinin

ortalama, minimum ve maksimum seviyeleri (ng/kg) verilmektedir.

Calismada kullanilan 90 adet but 6rneginin 10 (% 11.1)’unda ortalama 31.32 ng/kg’lik
seviyede, 90 adet gogiis drneginin ise 5 (% 5.5)’inde ortalama 73.34 ng/kg seviyesinde kalinti
tespit edildi. Kloramfenikol kalint1 seviyeleri but etlerinde12.64-56.45 ng/kg, gégiis etlerinde
ise 13.32- 226.22 ng/kg degerleri arasinda degisti.

Tablo- 17: ELISA analizinde tespit edilen kloramfenikol kalintilar1 degerleri

. Ortalama o )

Ornek Pozitif 6rneklerin SD Minimum  Maksimum
kalint1 seviyesi

Tiirii sayisi (%) (ng/kg)  (ng/kg) (ng/kg)
(ng/kg)

But 10 (11.1) 31.32 15.23 12.64 56.45

Gogiis 5(5.5) 73.34 88.60 13.32 226.22

Toplam 15 (8.4) 45.32 53.03 12.64 226.22

Calisma sonucunda analize alinan toplam 180 adet 6rnegin 165 (% 91.6)’inde tespit
limitinin altinda (LOD, 12.5 ng/kg), kalan 15 adet (% 8.4) 6rnekte ise >LOD seviyelerinde
kalintiya rastland1. Kloramfenikol kalint1 seviyelerine iligkin frekans dagilimi1 Tablo- 18°de,
but (A) ve gogiis (B) etlerinde belirlenen kalint1 konsantrasyonlar ise Sekil- 11°de

sunulmaktadir.
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Tablo- 18: Tavuk eti 6rneklerinde kloramfenikol kalint1 diizeylerinin dagilimi

Kloramfenikol Seviyeleri Orneklerin Sayisi Sikhigi (%)
(ng/kg)

<LOD? 165 91.6
12.5-37.5 9 5

37.5-62.5 4 2.2
62.5-87.5 1 0.5

>87.5 1 0.5

*Tespit Limiti: 12.5 ng/kg
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Sekil- 11: ELISA ile analiz edilen tavuk but (A) ve gogiis (B) etlerinde kloramfenikol
pozitif 6rneklerin sayisi ve Kalint1 diizeyleri

77



Nitrofuran AOZ i¢in yapilan analizler sonucunda, kit icersinde verilen standart
kalibrasyon egrileri ile ¢alismamizin dogrulugunu kiyaslamamiza yarayan 0 ng/kg, 25 ng/Kg,
50 ng/kg, 100 ng/kg, 200 ng/kg ve 400 ng/kg’lik standartlar kullanilarak elde edilen

kalibrasyon egrileri Sekil- 12°de sunulmaktadir.

Kit degeri (% B/B0) Toplam ¢alisma sayisi (n)
63.4 10
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Sekil- 12: Tek kit i¢in 0 ng/kg, 25 ng/kg, 50 ng/kg, 100 ng/kg, 200 ng/kg ve 400 ng/kg
seviyelerinde elde edilen kalibrasyon egrileri (% B/B0-1C 50) ve toplam ¢aligma sayisi

Calismada Sekil- 12°de goriildiigi iizere tek degerde standart egri kullanilmistir.
Standart egri (% B/BO0) degeri 63.4 ng/kg’dir. Bu standart egri ile 10 ¢aligma yapilarak
ortalamada 66.56 ng/kg’lik deger elde edildi. Elde edilen standart egrilerin ortalama degerleri

+ % 10’luk hata siir igindedir.

ELISA analizinde, calismadaki geri kazanimi ve dogrulugu hesaplamak i¢in,
nitrofuran AOZ i¢in 10 adet blank (kér) numuneye yapilan 150 ng/kg, 200 ng/kg, 400 ng/kg
ve 500 ng/kg’lik yiikklemeler sonucunda elde edilen miktar % 94.76 (81.94-104.57) olarak
belirlendi.
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Tablo- 19°da ELISA ile analiz edilen tavuk etlerinde nitrofuran AOZ kalintilarinin

ortalama, minimum ve maksimum seviyeleri (ng/kg) verilmektedir.
Calismada kullanilan 90 adet karaciger 6rneginin 11 (% 12.2)’inde ortalama 212.24
ng/kg seviyesinde kalinti tespit edildi. Nitrofuran AOZ kalint1 seviyeleri karacigerde 103.79-

1027.83 ng/kg degerleri arasinda degisti.

Tablo- 19: ELISA analizinde tespit edilen nitrofuran AOZ kalintilar1 degerleri

v Ortalama o )

Ornek Pozitif 6rneklerin SD Minimum  Maksimum
kalint1 seviyesi

Tiirii sayisi (%) (ng/kg)  (ng/kg) (ng/kg)
(ng/kg)

Karaciger 11 (12.2) 212.24 271.5 103.79 1027.83

Calisma sonucunda analize alinan toplam 90 adet 6rnegin 79 (% 87.8)’unda tespit
limitinin altinda (LOD, 100 ng/kg), kalan 11 adet (% 12.2) 6rnekte ise >LOD seviyelerinde
kalintiya rastland1. Nitrofuran AOZ kalint1 seviyelerine iligkin frekans dagilimi1 Tablo- 20°de,

belirlenen kalint1 konsantrasyonlari ise Sekil- 13’de sunulmaktadir.

Tablo- 20: Tavuk karaciger 6rneklerinde nitrofuran AOZ kalinti diizeylerinin dagilimi

Nitrofuran AOZ Orneklerin Sayisi Sikhig (%)
Seviyeleri (ng/kg)

<LOD? 79 87.8
100-115 2 2.2
115-130 4 4.4
130-145 3 3.3

>145 2 2.2

*Tespit limiti: 100 ng/kg
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Sekil- 13: ELISA ile analiz edilen tavuk karacigerinde nitrofuran AOZ pozitif 6rneklerin
sayis1 Ve kalint1 diizeyleri

LC-MS/MS Analizi

But ve gogiis 6rneklerinde kloramfenikol kalintilarinin varligini belirlemek ve
dogrulamak amaciyla 2002/657/EC’ye gore valide edilen LC-MS/MS tekniginden
yararlanildi. CCa 0.10 pg/kg, CCP 0.11 pg/kg, geri kazanim orani (recovery, dogruluk) %
97.33-104 araliginda, RSD (% CV) % 2-4 oraninda ve linearite aralig1 0-0.4 ng/kg olarak
belirlendi. Toplam 6l¢iim belirsizligi 0.63841 olarak tespit edildi. Spesifikasyon (6zgiinliik)
icin 20 adet blank (kor) numunesi ile ¢alisildi. Segicilik (selectivity) i¢in, kromotogramlarda
bilinen hicbir madde ile benzerlik gosteren iyon tespit edilmedi. Ancak bazi numunelerde
257 iyonu geldigi goriildii. Saglamlik tespitinde, Youden-Plan arastirma araciligiyla, kolon
sicakligi 30°C'den 40°C'ye ¢ikarildiginda performansta bir degisiklik olmadig1 ancak RT (pik
zamani) nin 8.34’ten 8.00’e geldigi gortildii. Mobil faz asitlige kaydiginda RT nin 8.00'dan
7.80’e kaydig1 goriildii. Performansta bir degisiklik olmadi. Kullanilan standartlarin zaman

icerisinde ve farkli 1s1 derecelerinde kontrolii yapilarak stabiliteleri kontrol edildi.

Validasyon sonuglarina iligskin veriler ekler kisminda sunulmaktadir.

ELISA analizi sonucu kloramfenikol kalintilarinin varlig1 yoniinden pozitif olarak
degerlendirilen 15 6rnekten 2’si (259 ve 361 ng/kg) ve negatif olarak degerlendirilen 45
ornekten 1’1 (150 ng/kg) LC-MS/MS ile pozitif bulundu.
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Tablo- 21: ELISA ve LC-MS/MS ile kloramfenikol kalintis1 yoniinden analizleri yapilan

toplam Ornek sayilar ve

kalint1 diizeyleri

ELISA analizi

LC-MS/MS analizi

Kalint1 diizeyi Ornek
(ng/kg) sayisl

<12.5
12.5-100
>100

Kalint1 diizeyi
(ng/kg)

<100 44
<100 13
<100 -

Negatif
ornek sayisi

Pozitif ornek
sayisi

Kalint1 diizeyi
(ng/kg)

>100 1
>100
>100 1

[EEN

®ELISA negatif 6rnekler
PELISA pozitif 6rnekler

Sonuglarin hesaplanmasinda, blank (kor) dokulara 3 farkli konsantrasyonda (100

ng/kg, 200 ng/kg ve 300 ng/kg) dis standart yiiklenmis 6rnekten elde edilen regresyon

(degiskenler aras iligki) analizi grafiginden yararlanildi (Sekil- 14, Sekil- 15, Sekil- 16, Sekil-

17 ve Tablo- 22).
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Sekil- 14: 100 ng/kg seviyesinde yiiklenmis blank (kor) numunesinin kromotografisi
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Sekil- 15: 200 ng/kg seviyesinde yliklenmis blank (kér) numunesinin kromotografisi
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Sekil- 16: 300 ng/kg seviyesinde yliklenmis blank (koér) numunesinin kromotografisi

82



Tablo- 22: Regresyon analizi grafigi hesaplama tablosu

Konsantrasyon _ I¢ standart _
152 iyonu alam 152/157 iyonu

(ng/kg) (157 iyonu) alani
0.1 30741 686825 0.044758
0.2 52792 612975 0.086124
0.3 70945 551572 0.128623

0,14 -

0,12 -

y = 0.4193x + 0.0026

o1 R?=0.9999
=
=
S 0,08 -
o
o
= 0,06 -
o~
w
S 004 -
=

0,02 -

0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon (pg/kg)

Sekil- 17: 0.1 pg/kg, 0.2 pg/kg ve 0.3 pg/kg seviyelerinde yiikleme sonucu elde edilen

regresyon analizi grafigi ve R? sonucu

LC-MS/MS ile pozitif sonug alinan 6rneklere iliskin kromotogramlar Sekil- 18, Sekil-
19 ve Sekil- 20’de verilmektedir.
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Sekil- 18: Kloramfenikol yoniinden ELISA negatif 6rnegin LC-MS/MS ile 150 ng/kg

olarak olciilen kromotografisi
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Sekil- 19: Kloramfenikol yoniinden ELISA pozitif (30 ng/kg) 6rnegin LC-MS/MS ile

361 ng/kg olarak o6l¢iilen kromotografisi
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Sekil- 20: Kloramfenikol yoniinden ELISA pozitif 6rnegin (226.22 ng/kg) LC-MS/MS
ile 259 ng/kg olarak 6l¢iilen kromotografisi

Tavuk karaciger orneklerinde nitrofuran AOZ kalintilarinin varligini belirlemek ve
dogrulamak amaciyla 2002/657/EC’ye gore valide edilen LC-MS/MS tekniginden
yararlanildi. CCa 1.07 pg/kg, CCP 1.13 pg/kg, geri kazanim orani1 % 86-88.3 araliginda,
RSD (% CV) % 2.5-3.8 araliginda ve linearite araligi 0.5-2 pg/kg olarak belirlendi. Toplam
oletim belirsizligi 0.5456 olarak tespit edildi. Spesifiklik i¢in nitrofuran grubu antibiyotik
bilesigi icermedigi bilinen 20 farkli 6rnek analiz edilerek, piklerin ¢ikis zamanlarinda
herhangi bir interfere yapip yapmadigina bakildi. Sonugcta herhangi bir interferasyon
gozlenmedi. Bu numuneler validasyon ¢aligmalarinda kullanild1 ve tamamina yiikleme
yapilarak nitrofuran bilesiklerinin tanimlandig1 goriildii. Segicilik i¢in kromotogramlarda
bilinen hi¢bir madde ile benzerlik gdsteren iyon tespit edilmedi. Kullanilan standartlarin

zaman icerisinde ve farkli 1s1 derecelerinde kontrolii yapilarak stabiliteleri kontrol edildi.

Validasyon sonuglarina iligkin veriler ekler kisminda sunulmaktadir.
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ELISA’da nitrofuran kalintilarinin varlig1 yoniinden pozitif sonug alinan bir 6rnek

(1027.83 ng/kg), LC-MS/MS ile de pozitif (1291 ng/kg) olarak degerlendirildi.

Tablo- 23: ELISA ve LC-MS/MS ile nitrofuran kalintis1 yoniinden analizleri yapilan

toplam 6rnek sayilar1 ve kalint1 diizeyleri

ELISA analizi

LC-MS/MS analizi

Kalint1 diizeyi Ornek Kalinti Negatif Kalint1 diizeyi Pozitif 6rnek

(ng/kg) sayisl diizeyi ornek sayis1  (ng/kg) sayisi
(ng/kg)

<0.1 g? <1.07 8 >1.07 -

>0.1 1° <1.07 - >1.07 1

®ELISA negatif 6rnekler

PELISA pozitif 6rnekler

LC-MS/MS analizi sonucunda pozitif sonu¢ veren drnegin dis standart ile

karsilastirmal1 olarak verilen kromotogram Sekil- 21°de sunulmaktadir.
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Kalint1 Miktar1 g———

Kontrol Standarti ¢——

Sekil- 21: Nitrofuran AOZ yoniinden LC-MS/MS ile pozitif (1291 ng/kg) sonug

alinan 6rnegin dis standart ile karsilastirmali kromotogrami (yesil pik: numunedeki kalintt,

kirmiz1 pik: kontrol standart1)

Retensiyon zamani (RT)

Alan (pik alani)

Yiikseklik

Regresyon denklemi

R2

RSD (%CV, tekrarlanabilirlik)

Sonug

:9.018

:1.061e+8

:1.058E+7
y=0.1615x+0.238

: 0.9986

: % 9.826

: 1.291 pg/kg (1291 ng/kg)

87



Tavuk eti ve karacigerinde kloramfenikol ve nitrofuran AOZ kalintilar1 i¢in ELISA ve
LC-MS/MS, enrofloksasin/siprofloksasin kalintisi igin ELISA teknikleri ile elde edilen
bulgular Tablo- 24°te gosterilmektedir.

Tablo- 24: Kalint1 yoniinden arastirilan tavuk eti ve karacigerine ait genel durum

ELISA LC-MS/MS

Kalint1 Tiir Yasal limit® numune  numune ELISA LC'.ME/MS

b c pozitif pozitif
sayis1 sayisli

Enrofloksasin/ But ve } 0

siprofloksasin g0giis 100 pg/ke 180 12 (% 6.6)

Kloramfenikol But ve 0 tolerans 180 60 15(%83)  3(%5)

gogiis
Nitrofuran AOZ Karaciger 0 tolerans 90 9 11 (% 12.2) 1(%11.1)

#2002/30 Hayvansal Kokenli Gidalarda Veteriner Ilaglart Maksimum Kalint: Limitleri Tebligi 'ne gore belirtilen yasal kalinti
limiti

PELISA analizi yapilan numune sayisi

°LC-MS/MS ile dogrulamaya tabi tutulan numune say1si

dLC-MS/MS dogrulamasi sonucu tespit edilen pozitif numune sayis

"LC-MS/MS ile dogrulama yapilmadi
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TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz, tavuk etinin de dahil oldugu hayvansal gida temininin ¢ogunu entansif
hayvanciliktan saglamaktadir. Entansif hayvancilikla ugrasan iireticimiz de kisa zamanda
yiiksek verimler elde etmek istemektedir. Bu anlamda kanatli yem katkilar kanatli
endiistrisinin ayrilmaz bir pargasidir (182). Katkilarin bir¢ogu kanatlilarin tedavisinde ve
profilaktik agidan 6nemli rol oynarlar. Ama bu katkilarin 6zellikle de ilag niteliginde
olanlarin yanlig kullanimlar tiiketiciler i¢in 6nemli problemlere yol acabilir (183).
Ureticimizin yiiksek verim elde etmek ve biiyiitme faktorii olarak kullandiklar: hormon, ilag
ve antibiyotikler i¢in belirlenen yasal zorunluluklara uyup uymadiklar1 da tam olarak
denetlenememektedir. Bu baglamda, entansif tiretim i¢inde kullanilan teknikler ¢ogu zaman

hayvan haklarini ve sagligini, dolayisiyla da insan sagligini ikinci plana atmaktadir (34).

Diinya tizerinde tiretilen veteriner ilaglarinin % 30’u domuz sagliginda, % 27°si s18ir
ve % 26’s1 da kanatl yetistiriciliginde kullanilmakta olup, bunlarin bir kismi1 gidalarla biz
tilketicilere gegmekte, gevredeki toprak ve su kaynaklarina ulasan bir kisim antibakteriyel
ilaclar da toprak omurgasizlari, algler, baliklar ve bitkiler iizerinde toksik etkiler

olusturabilmektedir (49, 184, 185).

Bilindigi gibi, gida tiretiminde kullanilan hayvanlara uygulanan ve bunlardan elde
edilen siit ve et gibi iirlinlerde bulunan ilag kalintilari, birgok iilkede 6nemli bir problemdir
(186-188). Ulkemizde de kontrol mekanizmalarmin yetersizligi ve yetistiricinin bu konuda
bilgisizligi insan sagligini riske sokmaktadir. Tiim diinyada bu konu ciddiyetle ele alinip,
saglikli ve kolay kontrol mekanizmalar1 gelistirilirken tilkemizde bu konuda etkili olarak 6ne

cikan herhangi bir yaptirrmin olmamasi son derece iiziiciidiir.

Bu iiretimin ¢iktilart olan hayvansal {iriinlerde bulunan antibiyotik kalintilarinin, insan
saglig1 lizerindeki istenmeyen etkilerinden dolayi, hayvansal dokularda ve biyolojik sivilarda
analizlerinin yapilmasi giderek 6nem kazanmistir (189). Hayvansal besinlerin antibiyotik
kalintilarindan arindirilabilmesi i¢in uygulanmasi gereken ‘’yasal bekletme stiresi’’, ilagla
tedavinin durdurulmasi ve besinlerde bulunmasina izin verilen kalintt miktar1 sinirlariin
belirlenmesi amaciyla yapilan analizler, gida giivenligi ve toplum saglig1 yoniinden yapilan

caligmalara katki saglamaktadir (190).
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Calismamiz da kars1 karsiya oldugumuz bu tehlikeleri destekler nitelikte olup edinilen

bulgular asagidaki gibidir;

180 adet tavuk eti ve 90 adet tavuk karacigerinin ELISA ile analizleri sonucunda 10
adet (% 11.1) but eti ve 5 adet (% 5.5) gogiis etinin (LOD) tespit edilebilir limitlerin tizerinde
kloramfenikol kalintisi i¢erdigi belirlendi. Ayni 6rneklerde enrofloksasin/siprofloksasin
kalint1 diizeyi, but etlerinin 4 adeti (% 4.4) ve gogiis etlerinin de 8 adetinde (% 8.9) tespit
edilebilir limitlerin tizerinde bulundu. Karaciger 6rneklerinin 11 adeti (% 12.2) nitrofuran
AOZ kalintilar1 i¢in pozitif sonug verdi. 15 adet ELISA pozitif ve 45 adet ELISA negatif
ornek, kloramfenikol bakimmdan LC-MS/MS ile dogrulamaya maruz birakildi. Pozitif
orneklerden 2’ si ile negatif 6rneklerden 1’inin LC-MS/MS ile bu antibiyotigin kalintilarini
icerdigi (150-361 ng/kg) tespit edildi. 1 adet ELISA pozitif ve 8 adet ELISA negatif 6rnek
de, nitrofuran AOZ bakimindan LC-MS/MS ile dogrulamaya maruz birakildi. ELISA pozitif
1 adet 6rnegin, (negatif 6rneklerin hi¢birinin) LC-MS/MS ile bu antibiyotigin kalintilarini
icerdigi (1291 ng/kg) tespit edildi.

1994°te Ankara’da Akar (191) tarafindan yapilan benzer bir caligmada, 175 tavuk
etinin 4 adetinde 0.2-0.6 mg/kg oraninda kloramfenikole rastlanilmustir. Ince tabaka
kromotografi ve biyootografi yontemlerinin kullanildig1 ¢calismada mg/kg diizeyinde sunulan

bu degerler bizim ¢alismamizdaki tespit limitlerinin ¢ok tistiindedir.

Yiiksek’in (192) tavuk doku orneklerini de kapsayan ¢aligsmasinda, piyasadan toplamis
oldugu 50 adet tavuk 6rnegi dokularinda disk diffiizyon ve {iglii plak yontemi kullanmig ve

kloramfenikol kalintisina rastlanilmamustir.

Arjantin’de broyler etlerinde florokinolon grubu antibiyotik (siprofloksasin,
enrofloksasin, balofloksasin) kalintilarinin tespit edilmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada,
ortalama % 77.47 enrofloksasin, % 87.7 siprofloksasin ve % 96.67 balofloksasin kalintis1

0.01-0.1 ug/g diizeylerinde saptanmustir (193).
Tahran’da (iran), Salehzadeh ve ark (48) enrofloksasin ydniinden yaptiklari

arastirmalarin, 90 ayri ¢iftlikten toplam 270 tavuk eti, karaciger ve bobrek ornegi

toplamiglardir. Etlerin 8 (% 8.88)’1, karacigerlerin 12’si (% 13.33) ve bobreklerin 22°si (%
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24.44) MKL degerlerinin iizerinde sonug vermistir. Kas, karaciger ve bobrekte bulunan

kalintilarin ortalama diizeyleri de sirasiyla 18.32, 18.34 ve 26.06 ng/g olarak bildirilmistir.

Schneider ve ark. (194) sigir ve tavuk karacigerlerinde bir florokinolon olan

danofloksasin kalintilarina rastlamislardir.

Diinya’da yapilan bir¢ok ¢alisma, ¢esitli lilkelerde tavuk etlerinin nitrofuran

metabolitleri ile kontamine oldugunu ortaya koymustur (149).

Arastirmalarin sonuglari kullanimi1 yasakli olan ve yasalarla sinirlanmig olan bu
antibiyotiklerin ¢ikarilan yasalara ragmen uzun siirelerden bu yana hala kullanildigini ve
kullanimlar1 maksimum kalint1 limitleri verilerek sinirlandirilmis olanlarin da tireticiler

tarafindan gida degeri tasiyan her tiirdeki hayvanda bilingsizce kullanildigini gostermektir.

Gang ve ark. (195)’nin Cin’de farkli kiimeslerden tavuk diskilari alarak yaptiklar bir
caligmada, 4 adet tavuk diskisinin 5.7 ile 13.4 mg/kg arasinda degisen diizeylerde
kloramfenikol kalintisi i¢erdigini ortaya koymuslardir. Arastirmada 0.3 ile 3 mg/kg
diizeylerinde siprofloksasin tespit edilmistir. Furazolidon da, tavuk giibrelerinden tespit
edilen antibiyotiklerdendir. Ayni ¢aligmada tavuk giibrelerinde furazolidon i¢in kalinti
diizeyleri 0.9 ile 15.6 mg/kg araliklarinda oldugu bildirilmigtir.

Cho ve ark. (196) tavuklarin sindirim ve solunum sistemindeki enfeksiyonlarin
sagaltiminda kullanilan enrofloksasinin kalintilarini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, Kore
Cumbhuriyeti’nde topladiklart 120 tavuk yumurta 6rneginin 3 adetinde 0.43 ile 1.02 mg/kg

arasinda degisen diizeylerde enrofloksasin kalintis1 saptamiglardir.

Bergner-Lang ve ark. (197) 517 bobrek, 312 et ve karaciger 6rneginin sirastyla 223’1
(% 43), 135’1 (% 43) ve 18’inde (% 45) antibiyotik kalintilarina rastladiklarinin ve 6rneklerin
151’inin (10-13.5 pg/kg) tetrasiklin, 60’ 1nin (0.5-100 pg/kg) kloramfenikol ve 2’sinin (12-250
pg/kg) kinolon antibiyotiklerinin kalintilarini tasidigini bildirmislerdir.

Ingiltere Veteriner ilaglar1 Direktorliigii’niin yillik yayimladig: tarama sonuglarina gore
de iilke iginde tiiketime sunulan gidalarda tespit edilebilen antibiyotik kalintilarina iligkin

sonuclar asagida goriilmektedir (167, 198, 199).
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YIL TUR NEGATIF <MKL" >SMKL"

1996 Kirmizi et ve Uriinleri % 99.20 - % 0.12
1997 Kirmiz1 et ve Uriinleri % 99.50 - % 0.13
Kirmizi et ve Uriinleri % 99.90 % 0.07 % 0.05
1998  KANATLI VE URUNLERI % 98.80 % 0.05 % 1.20
Balik % 99.50 - % 0.50
Yumurta % 97.50 - % 2.50
Siit % 99.80 - % 0.20
Kirmizi et ve Uriinleri % 99.95 % 0.03 % 0.02
1999 KANATLI VE URUNLERI % 99.30 % 0.10 % 0.60
Balik % 100 - -
Yumurta % 96.90 % 2.70 % 0.40
Siit % 100 - -
Kirmizi et ve Uriinleri % 99.86 % 0.06 % 0.07
2000 KANATLI VE URUNLERI % 99.10 % 0.45 % 0.46
Balik % 96.70 - % 3.30
Yumurta % 97.60 % 1.20 % 1.20
Siit % 100 - -

“Maksimum kalint1 limiti

Al Pavlov ve ark. (6) Bulgaristan’daki 2 kesimhanede, tavuk etleri ve sakatatlar
iizerinde yaptiklar1 bir ¢calismada, kisin % 4 oraninda go6giis etinde, % 17 oraninda karaciger
dokusunda, yazin ise, 30 adet kas dokuda antibiyotik kalintisina hi¢ rastlamazken, % 7.5
oraninda karacigerde antibiyotik kalintis1 tespit etmiglerdir. 2. kesimhanede yaptiklari tarama
sonucunda, kisin 25 ve yazin 15 adet kas dokusunda rastlamadiklar1 kalintilari, sirastyla %

6.45 ve % 4.4 oraninda karaciger 6rneklerinde belirlemislerdir.

Nijerya’da Kabir ve ark. (8) 200 ticari yumurta ve kesimhanelerden alinan 378 tavuk
fegesini disk difiizyon mikrobiyel inhibisyon metodu ile incelemis ve 10 farkli kiimesten 9’un
da en az bir kez antibiyotik kullanildigini bildirmislerdir. 9’unun da antibakteriyelleri
profilaksi, sagaltim veya her ikisini saglamak amaciyla kullandiklarini bildirmislerdir.
Kiimeslerin hi¢birinde ilaglarin kullanim ve geri ¢ekilme siirelerinin takip edilmedigi
anlagilmistir. 2 adet yumurta (% 1) ve 82 feges 6rneginde (% 21.8) antibiyotik kalintisi
saptanmistir. 178 broiler iginde 59’unda (% 33.1) antibiyotik kalintis1 tespit edilerek,

antibakteriyel kalint1 insidensi diger 1rk piliclere gére daha ¢ok gézlenmistir.
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Obekgi (200) Tarmm ve Kdyisleri Bakanlig1 biinyesinde yiiriitiilmekte olan “ Kanatl
Etlerinde Ulusal Kalint1 izleme Genelgesi” dogrultusunda Tiirkiye nin degisik illerinden
temin ettigi 200 tavuk eti ve 200 tavuk karaciger 6rnegini HPLC teknigi ile tetrasiklin grubu
antibiyotik (tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasiklin) kalintilar1 yoniinden incelemistir.
Tavuk etlerinde % 8.1 oraninda oksitetrasiklin, % 7 tetrasiklin ve % 5.5 klortetrasiklin; tavuk
karacigerlerinde ise % 74 oraninda oksitetrasiklin, % 47 tetrasiklin ve % 5.5 klortetrasiklin
kalintis1 bulundugunu bildirmistir. Kalint1 diizeylerinin, pozitif sonug¢ veren numunelerde

tolerans limitlerinin altinda bulundugu belirtilmistir.

Tahran’da (iran) (15), 2001 Agustostan baslayarak 1 yil siire ile kas, karaciger ve
bobrekler tizerinde yapilan HPLC ile oksitetrasiklin ¢alismasina gore, % 27.77 oraninda kasta,
% 95.55 oraninda karacigerde ve % 18.88 oraninda da bobreklerde MKL seviyelerinin
tizerinde kalintiya rastlanmistir. Kalintilarin diizeyi 88.75, 576.657 ve 517.56 ng/gr olarak

belirtilmistir.

Shareef ve ark. (201) Irak’ta yaptiklari bir ¢alismada, 25 pili¢ karaciger ve gogiis etinin
7’sini (% 28) sulfadiazin ve oksitetrasiklin, but etlerinin 7’sini (% 28) oksitetrasiklin, 4’1 (%

16) sulfadiazin yoniinden pozitif bulmuslardir.

Croubels ve ark. (202) 52 domuz bdbreginden 7’sinde 600 ng/g ile 1265 ng/g arasinda
degisen diizeylerde doksisiklin, 1 6rnekte 1127 ng/g oraninda tetrasiklin, 6 adet sigir
bobreginde oksiterasiklin, ki bir tane bobrekte digerlerinden daha farkli olarak 2662 ng/g, 2
adet tavuk gogiis etinde doksisiklin ki, birinde 333 ng/g oraninda tespit etmislerdir.

Degroodt ve ark. (203) 600 et 6rneginin 1’inde 4 pg/kg diizeyinde furazolidon (AOZ)
kalintisina rastlamiglardir. Yine ayn1 ¢alismada 2000 et 6rnegi kloramfenikol yoniinden
incelenmis ve 10 adet 6rnekte 2-180 pg/kg arasinda degisen kloramfenikol kalintisina

rastlamiglardir.

Erdogdu ve ark. (204) 275 adet si8ir ve koyun eti 6rneginden 13’{inii Charm 2 ile
tarama sonucunda tetrasiklin tlirevi antibiyotik kalintilar1 yoniinden siipheli pozitif bulmuslar,
bunlarmm HPLC-UV ile analizinde 11’inin MKL tizerinde (275-2540 pg/kg) 1 6rnekte de
MKL altinda (32.4 pg/kg) bulmuslardir.

93



Orug ve ark. (50) yaptiklar1 caligmada 2005 ve 2006 yillar1 arasinda toplanan 60 adet
sigir etinde ELISA metodu ile 4’tinde 25.2 pug/kg ile 31.4 pug/kg seviyeleri arasinda
streptomisin, 60 numunenin birinde 12 pg/kg oraninda sulfamethazin kalintis1 tespit

etmislerdir.

2004 yilinda genis ¢apta yapilan bir taramanin sonuglari, 15 farkli Avrupa iilkesinden
toplanan 1500 adet domuz eti numunesinden 12’sinde (% 0.8) nitrofuran metabolitlerine
rastlanildig1 rapor edilmistir. Yiiksek oranda belirlenen metabolit AMOZ’olup, Portekiz’de 1
ornek nitrofuran AOZ (0.3 ug/kg), Yunanistan’da 1 6rnek nitrofuran AOZ (3 ng/kg)

yoniinden pozitif olarak belirlenmistir (205).

Ekim 2003’te “Avustralya Karides Yetistiriciler Birligi” nin yaptigi bir arastirmada,
AOZ birkag karides 6rneginde tespit edilmis ancak diger metabolitlere rastlanmamistir (143).

Tittleimar ve ark.’nin (206) Kanada’da 1993-2004 yillar1 arasinda su tiriinlerinde LC-
MS/MS ile 39 farkl veteriner ilac1 varligini arastirdiklar bir caligmada, 1 adet balikta 0.4
pg/kg oraninda kloramfenikol, 4 adet karideste nitrofuran AOZ 0.5-2 pg/kg seviyelerinde, 3

adet karideste 0.3-0.73 ng/kg seviyelerinde enrofloksasin kalintisina rastlanilmistir.

Isvigre’de Edder ve ark.’nin (207) ¢alismasinda, Asya iilkeleri kaynakli karideslerde
nitrofuran metabolitlerine rastlanilmistir. 157 6rnekten 54’tinde 0.2-150 ng/g (ppb) oraninda
AOZ ve 0.3-86 ng/g oraninda SEM metaboliti belirlendigi bildirilmistir.

Polonya’da Rybinska ve ark.’nin (208) yaptig1 bir ¢alismada, ¢ig siitlerin % 13-

22’sinde, siit tozlariin % 11-20’sinde antibiyotik kalintisina rastlanmistir.

Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada, Acet ve ark. (209) oksitetrasiklin (20 mg/kg) ve
tetrasiklinin (50 mg/kg) agiz yoluyla broyler pili¢lerine verilmesinden sonra, oksitetrasiklin
kalintilarina 0.32- 2.56 pg/gr diizeyinde yalniz bobreklerde, tetrasiklin kalintilarina ise 0.080-
0.240 pg/g diizeyinde plazma harig¢ tiim dokularda rastlandigini belirtmislerdir.

Subat 2002-2003 tarihleri arasinda balik, su iiriinleri ve kanatlilarda furazolidon daha
seyrek olarak da furaltadon ve nitrofurazon ile ilgili bildirilen bir¢cok kalint1 raporu

bulunmaktadir. Tayland, Vietnam, Cin, Endonezya, Hindistan ve Banglades’te karideslerde
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0.5-88 nug/kg arasinda degisen diizeylerde bu kalintilara rastlanmistir. Cin, Hollanda, Brezilya
ve Tayland’da incelenen kanatli 6rneklerinde ise, 0.3-320 pg/kg arasinda degisen diizeylerde

nitrofuran kalintilar1 saptanmigtir (210).

Konya’da 60 adet siit ornegi ELISA teknigi ile test edilmis 6rneklerin 28 (% 46.8) ve
40’1nda (% 66.8) sirasiyla kloramfenikol ve tetrasiklin kalintist belirlenmistir (211).

Sanli ve ark. tilkemizde yedi ticari firma ve 9 ayr siit¢iiliik biriminden elde ettikleri 75
¢ig ve 14 pastorize siitten olusan toplam 89 6rnegi kloramfenikol kalintis1 yoniinden taramus,
ITK/biyootografik yontemle 6 siit Srneginde 0.8-1.6 mg/kg arasinda degisen diizeylerde
kloramfenikol kalintisi1 tespit etmislerdir (212).

Bursa ve gevresinde toplanan 150 adet ¢ig siit drneginin 2’sinde, intertest yontemi ile

kloramfenikol kalintisina rastlanmistir (213).

Konya’da faaliyet gdsteren ¢esitli mandiralardan toplanan 61 siit 6rneginde HPLC ile
kloramfenikol yoniinden analiz edilmis ve 28 siit 6rneginde kloramfenikol kalintis1

belirlenmistir (214).

Ankara ve ¢evresinde siit sigircilig1 yapilan kamu ve 6zel sektore ait isletmelerden
saglanan 444 ¢ig ve pastorize siit 0rneginde intertest ve liclii plak testleriyle kloramfenikol
kalintis1 aranmus, intertest yontemiyle 78 pozitif (% 17.56), 65 siipheli (% 14.63), 301 negatif
(% 67.79), B. subtilis ile yapilan Giglii plak yontemiyle 24 (% 5.40) pozitif, 1 siipheli (% 0.22),
419 (% 94.36) negatif sonug elde edilmistir. Bu farkliligin uygulanan yontemden, 6rnek alma

zamanindan ve isletmelerden kaynaklandigi ifade edilmistir (215).

Belgika’da tiretilen ve ithal edilen ballar ile ilgili bir kalint1 calismasinda (216),
Belgika tiretimi 72 6rnegin 2’sinde (% 2.8) tetrasiklin bulunurken, 93 6rnegin hicbirinde
kloramfenikol saptanmamustir. ithal olarak iilkeye giren ve marketlerde satisa sunulan
tiriinlerden alinan 6rneklere gore ise, 98 d6rnegin 29 (% 29.6)’unda tetrasiklin ve 85 drnegin

40’1nda (% 47.1) kloramfenikol kalintis1 tespit edilmistir.

95



Avrupa’da laboratuvarlar arasi yapilan bir ¢alismada; ¢ig siitte ELISA taramasinda,
ELISA test kitinin toplam yanlis pozitif oran1 % 16.7 ve toplam yanlis negatif oran1 % 2.2
olarak bildirilmistir (160). Bu calisma ile kiyaslama yaptigimizda bizim ¢alismamiz
sonucunda, ELISA’nin LC-MS/MS’e gore kloramfenikol analizlerinde yanlis negatif oran1 %
2.2, yanlis pozitif oran1 da % 86.6 olarak tespit edilmistir. Nitrofuran AOZ i¢in ise

uyguladigimiz tarama ve dogrulama teknikleri arasinda yanlislik tespit edilmemistir.

Kloramfenikol i¢in duruma bakildiginda yanlis pozitif oraninin belirtilen ¢calismaya
(160) ve bizim nitrofuran AOZ ¢alismasina gore fazla oldugu goriilmektedir. Aradaki bu
durumun kloramfenikol i¢in belirtilen ELISA tespit limiti ile LC-MS/MS karar limiti
arasindaki farktan kaynaklandigini soyleyebiliriz. Ayrica analizde kullanilan matriksin tiiri
(tavuk etinde deri, yag, sinir gibi kas dis1 dokularin varligi, matriks efekt), uygulanan
ekstraksiyon sivilari (etil asetatin kendi basina ELISA spektrometrede tespit edilebilir limitin
tizerinde verdigi degerler) ve aranan kalintilarin ¢esidine gore bu farkin olusabilecegini
soylemek de miimkiindiir. Nitrofuran AOZ i¢in yanlis negatif ve pozitif degerlerin
calisgmamizda 0 olarak tespit edilmesi bu antibiyotik i¢in kromotografi ile dogrulamaya tabi
tutulan 6rnek sayisinin kloramfenikol i¢in yapilan calismadaki numune sayisina (15 pozitif ve
45 negatif numune) gore ¢ok az (9 adet, ELISA’daki tiim pozitiflerin gotiiriilmemesi)
olmasidir denilebilir. ELISA sonucu elde edilen tiim pozitif numunelerin gotiiriilmesi yanlis

pozitiflik ve negatiflik i¢in daha dogru sonuglar alinmasini saglayabilirdi.

Tiirkiye ve diinya’da incelenen degisik bircok metod ile yapilan tiim ¢alismalarda
tavuk eti ve tirtinlerinde, Yiiksek (192)’in caligmasi hari¢ olarak farkli antibiyotik kalintilar1 %

0.05 ile % 96.67 araliginda degisen oranlarda rastlanilmistir.

Gorildigi gibi, antibakteriyel ilaglarin Tiirkiye ve diger bircok tilkede bilingsizce
kullanim1 ve dolayisiyla biraktiklar: kalintilar yaygindir. Bu ilaglarin, kontrolsiiz ve bilingsiz
kullanimi1 sonucu organizmada ve organizma disinda, idrar, kan, atik sular ile diger su
kaynaklarina ve topraga, dolayisiyla ¢cevreye bulagmasi kaginilmazdir. Boylece, insan
sagligia yonelik olumsuz etkileri yaninda antibakteriyel ilaglara kars1 direncli bakteri
suslarinin gelisimi ve olusan bu direncin patojen bakterilere aktarilmasi riski de kaygi

vericidir (217, 218).
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Antibiyotiklerin kullanimi konusunda iilkemizde bakanlik, veteriner ilag ve yem
katkis1 imalatgilari ile ithalatgilari, ecza depolari, eczaneler, veteriner hekimler, mesleki
kuruluslar, tiniversiteler, ilgili sektorel sivil toplum kuruluslari ile isletme, ¢iftlik ve

entegrasyon sahiplerine 6nemli gorevler diismektedir.

Gida maddeleri i¢indeki antibiyotik kalintilarinin halk sagligini etkileyen ciddi bir
sorun olmasindan dolayi, kiimeslerde canli hayvan kontrollerinin iiretici isletmeler tarafindan
cok daha dikkatli bir sekilde uygulanmasi ve takip edilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Isletmelerdeki ilgili boliim ve kisilerin (kiimes sahipleri ve kiimes veteriner hekimleri)
piliclerde gelismeye destek vermek ve olusabilecek muhtemel hastaliklar1 engellemek amaci
ile uyguladiklar1 kloramfenikol ve nitrofuran adli yasak iki ilac1 uygulamaktan vazge¢meleri
gerekmektedir. Ulkemizdeki yetkili merci olan Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin da
denetlemelerini, gida kalintilarini izleme ve kullanim1 yasaklanmis ilaglarin da satiglarinin ve

uygulanmalarinin 6nlenmesi yoniinde daha ¢ok arttirmasi gerekmektedir.

Halk saglig1 ile dogrudan ilgili olan ve son gilinlerde Avrupa Birligi uyum siirecinde
gida kontrol hizmetleri i¢inde dnemli bir yer tutan tavuk etlerinde ve karacigerinde
antibiyotiklerin aranmas1 ve 6zellikle enrofloksasin, kloramfenikol ve nitrofuranin iilkemiz
0zel sektoriindeki saha uygulamalarinda kullaniminin yaygin oldugu diisiincesi, bizi bu
caligmay1 gergeklestirmeye yoneltmistir. Kinolon grubunun insan sagligi i¢in 6nemli gida
patojenlerinde antibiyotik direngliligini arttirmasi, kloramfenikol ve tetrasiklinin kan
anomalilerine yol agmasi ve nitrofuranin da 6zellikle teratojenik etkileri, halk saglig:

acisindan bu antibiyotiklerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bu degerlendirmelerin 1s181nda gerceklestirilmis olan ¢alismamizda ELISA analizi
sonucu tavuk but ve gogiis eti 6rneklerinde kloramfenikol ile enrofloksasin/siprofloksasin,
karaciger 6rneklerinde ise nitrofuran AOZ antibiyotiklerinin degisik diizeylerde kalintilarina
rastlanmistir. Kloramfenikol ve nitrofuran AOZ’un gida degeri olan hayvanlara uygulanmasi
yasak ilaglar listesinde yer almalar1 nedeniyle, drneklerde kalintilarina rastlanmasi yasal
olmayan kullanimlarinin s6z konusu oldugunu ve halk sagligina yonelik kanatli eti ve
karacigeri kaynakli potansiyel riski ortaya koymaktadir. Diger taraftan gida degeri olan
hayvanlarda profilaktik ve terapotik amagla kullanimlarina izin verilen
enrofloksasin/siprofloksasin antibiyotiklerinin tavuk etlerinde tespit edilen kalintilart MKL

degerlerinin (100 pg/kg) altindadir. Buna ragmen, s6z konusu antibiyotigin viicuttan tamamen
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atilamama ya da dokularda birikme ihtimalleri g6z 6niine alindiginda, toksik ve alerjik
etkilerinin goriilebilmesi nedeniyle analiz edilen iiriinlerin kesinlikle giivenli olduklarini ifade

etmek s6z konusu degildir.

ELISA analizi sonucu farkli diizeylerde 6rneklerde tespit edilen kloramfenikol ve
nitrofuran AOZ antibiyotik kalintilarini igeren ve igcermeyen 6rneklerin LC-MS/MS ile
dogrulanmasi sonucunda, farkli sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla bu sonug¢ yanlis ELISA
pozitif ve negatif sonuglarin alinabilecegini ve Avrupa Birligi’nce de dnerilen LC-MS/MS
gibi kiitle spektrometre ile kombine bir teknikle immunolojik sonug¢larin dogrulanmasi

gerektigini ortaya koymustur.

Sonug olarak kanatli endiistrisinde antimikrobiyal ajanlarin bilingsizce ve kontrolsiiz
bir sekilde kullaniminin ilgili kurum ve kuruluslarca denetiminin saglanmasi, yine satis dncesi
et ve i¢ organlarin olasi ilag¢ kalintilar1 yoniinden etkin immunolojik ve kromotografik

tekniklerle arastirilmasinin saglanmasi ve stirdiiriilmesi gerekliligi agiktir.
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EKLER

Kloramfenikol i¢in VValidasyon Sonuclar:

Kalibrasyon Egrileri Parametreleri

1. Giin

Standartlar ve kalibrasyon egrisi

EK.1

) Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamani Alan Cap
22 04 09 [dak] [ng/kg]
Cap 321>152 0 0,00000E+00 0
STD 1 Cap 321>194 0 0,00000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.47217E+05
Cap 321>152 8.07 4.61150E+04 0.1
STD 2 Cap 321>194 8.07 1.60230E+04
Cap_d5 326>157 8.07 1.74628E+05
Cap 321>152 8.05 1.07029E+05 0.2
STD 3 Cap 321>194 8.05 4.09540E+04
Cap_d5 326>157 8.00 4.45140E+05
Cap 321>152 8.05 1.61295E+05 0.3
STD 4 Cap 321>194 8.05 6.21740E+04
Cap_d5 326>157 8.04 3.79697E+05
Cap 321>152 8.09 2.19806E+05 0.4
STD5 Cap 321>194 8.09 8.44620E+04
Cap_d5 326>157 8.09 3.93240E+05
Matriks ve kalibrasyon egrisi -1-
. Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamani Alan Cap s/n
22_04_09 [dak] [ng/kg]
cap02 Cap 321>152 0 0.00000E+00 0.0
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 1.79595E+05
capll Cap 321>152 8.08 2.69819E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.08 8.46876E+03 N/A
Cap_d5 326>157 8.08 1.91183E+05
cap23 Cap 321>152 8.07 5.40826E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.78807E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 2.03787E+05
cap30 Cap 321>152 8.06 8.60068E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.49500E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.35606E+05
cap31 Cap 321>152 8.06 1.04692E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.97487E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.39283E+05
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Matriks ve kalibrasyon egrisi -2-

) Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamant Alan Cap s/n
22 04 09 [dak] [ng/kg]
cap06 Cap 321>152 0 0.00000E+00 0.0
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 1.98074E+05
capl2 Cap 321>152 8.08 2.77701E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.08 1.10097E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.08 1.95509E+05
cap21 Cap 321>152 8.07 5.60073E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.15477E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 2.04865E+05
cap28 Cap 321>152 8.07 8.81257E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.72616E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 1.98961E+05
cap35 Cap 321>152 8.06 1.06087E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.99209E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.76192E+05
2. Giin
Standartlar ve kalibrasyon egrisi
. Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamani Alan Cap
23 04_09 [dak] [ng/ke]
Cap 321>152 0 0.00000E+00 0
STD1 Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.33365E+05
Cap 321>152 8.05 4.58710E+04 0.1
STD2 Cap 321>194 8.05 1.38150E+04
Cap_d5 326>157 8.05 3.12955E+05
Cap 321>152 8.06 1.00574E+05 0.2
STD3 Cap 321>194 8.06 3.49450E+04
Cap_d5 326>157 8.06 1.74678E+05
Cap 321>152 8.09 1.61699E+05 0.3
STD4 Cap 321>194 8.09 6.21740E+04
Cap_d5 326>157 8.09 3.79697E+05
Cap 321>152 8.05 2.05974E+05 0.4
STD5 Cap 321>194 8.05 8.70180E+04
Cap_d5 326>157 8.05 3.96762E+05
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Matriks ve kalibrasyon egrisi -1-

Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamani Alan Cap s/n
23_04_09 [dak] [ng/kg]
cap03 Cap 321>152 0 0.00000E+00 O
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.04949E+05
capl7 Cap 321>152 8.07 2.80210E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 9.36360E+03 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 2.31052E+05
cap25 Cap 321>152 8.07 5.68249E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.28228E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 1.02671E+05
cap29 Cap 321>152 8.06 8.85313E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.07725E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.12327E+05
cap36 Cap 321>152 8.06 1.10435E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 4.17397E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.31388E+05
Matriks ve kalibrasyon egrisi -2-
' Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamant Alan Cap s/n
23 04 09 [dak] [ug/kg] |
cap04 Cap 321>152 0 0.00000E+00 O
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.53576E+05
capl0 Cap 321>152 8.08 2.80841E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.08 8.24310E+03 N/A
Cap_d5 326>157 8.08 2.22247E+05
cap22 Cap 321>152 8.07 5.69193E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.18209E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 1.66863E+05
cap34 Cap 321>152 8.06 9.07873E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 4.17193E+06 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.89253E+05
cap37 Cap 321>152 8.06 1.17483E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.53019E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.33081E+05
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3. Giin

Standartlar ve kalibrasyon egrisi

_ Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamant Alan Cap
24 _04_09 [dak] [pg/kg]
Cap 321>152 0 0.0000E+00 0
STD 1 Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.52224E+05
Cap 321>152 8.08 4.4686E+04 0.1
STD 2 Cap 321>194 8.08 1.6754E+04
Cap_d5 326>157 8.08 1.31044E+05
Cap 321>152 8.06 9.7043E+04 0.2
STD 3 Cap 321>194 8.06 3.6883E+04
Cap_d5 326>157 8.06 3.61999E+05
Cap 321>152 8.06 1.5070E+05 0.3
STD 4 Cap 321>194 8.06 5.7262E+04
Cap_d5 326>157 8.06 1.20474E+05
Cap 321>152 8.07 1.9855E+05 0.4
STD5 Cap 321>194 8.07 7.1539E+04
Cap_d5 326>157 8.07 3.54151E+05
Matriks ve kalibrasyon egrisi -1-
' Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamant Alan Cap s/n
24_04_09 [dak] [ug/ke]
cap07 Cap 321>152 0 0.00000E+00 O
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.86299E+05
capl3 Cap 321>152 8.07 2.89118E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 9.92384E+03 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 1.71792E+05
capl8 Cap 321>152 8.07 5.70381E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.05863E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 2.14877E+05
cap32 Cap 321>152 8.06 9.29521E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.55509E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 2.12292E+05
cap38 Cap 321>152 8.05 1.21072E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.05 4.12503E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.05 1.31721E+05
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Matriks ve kalibrasyon egrisi -2-

Retensiyon
DATA Madde Iyon Zamani Alan Cap s/n
24 04_09 [dak] [ng/kg]
cap5 Cap 321>152 0 0.00000E+00 O
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.00000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 3.35582E+05
capl6 Cap 321>152 8.07 3.09111E+04 0.1 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 9.59273E+03 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 2.85818E+05
cap20 Cap 321>152 8.07 5.71360E+04 0.2 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 2.06046E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.07 1.45952E+05
cap33 Cap 321>152 8.06 9.67366E+04 0.3 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 3.63654E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.99505E+05
cap39 Cap 321>152 8.06 1.28217E+05 0.4 N/A
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 5.16990E+04 N/A
Cap_d5 326>157 8.06 1.51629E+05
Zamanlar ve Iyonlar Arasi Oran
1.Giin
Standartlar ve kalibrasyon egrisi
Retensiyon
DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran
22 04 09 [dak] (RT) [ne/kg] lon2/lonl
Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.0
STD1 Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.4722E+05
Cap 321>152 8.07 1.00 4.6115E+04 0.1
STD 2 Cap 321>194 8.07 1.00 1.6023E+04 0.35
Cap_d5 326>157 8.07 1.7463E+05
Cap 321>152 8.05 1.01 1.0703E+05 0.2
STD3 Cap 321>194 8.05 1.01 4.0954E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.00 4.4514E+05
Cap 321>152 8.05 1.00 1.6130E+05 0.3
STD 4 Cap 321>194 8.05 1.00 6.2174E+04 0.39
Cap_d5 326>157 8.04 3.7970E+05
Cap 321>152 8.09 1.00 2.1981E+05 0.4
STD5 Cap 321>194 8.09 1.00 8.4462E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.09 3.9324E+05
0.37
Zaman ve iyonlar arasi oran kriterleri: 1.00 +20% 0.45
1.00 - 20% 0.30
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Cap Regresyon
me/kgl |2 | Analizi
0.0 0 -4109

0.1 46115 |51370

0.2 107029 |106849

0.3 161295 |162328

0.4 219806 |217807

Regresyon Analizi: y=mx+Db

m b
554792 -4109
12857 3149
0.9984

0.9992

Standart Kalibrasyon Egrisi 1

250000 y =554792x - 4109,4
200000 + 2=(),9984
150000 +
= 100000 -
<
50000 -
0 T T T T 1
-50000 10 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Konsantrasyon[pg/kg]
Retensiyon
DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran Rec.%
22_04_09 [dak] (RT) [ng/kg] lon2/lonl
cap02 Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.0
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 1.7960E+05
capll Cap 321>152 8.08 1.00 2.6982E+04 0.06 % 56
Tavuk et Cap 321>194 8.08 1.00 8.4688E+03 0.31
Cap_d5 326>157 8.08 1.9118E+05
cap23 Cap 321>152 8.07 1.00 5.4083E+04 0.10 % 52
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 1.7881E+04 0.33
Cap_d5 326>157 8.07 2.0379E+05
cap30 Cap 321>152 8.06 1.00 8.6007E+04 0.16 % 54
Tavuk et Cap 321>194 8.06 1.00 3.4950E+04 0.41
Cap_d5 326>157 8.06 1.3561E+05
cap31 Cap 321>152 8.06 1.00 1.0469E+05 0.20 % 49
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.9749E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.06 1.3928E+05
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Retensiyon
DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran Rec.%
22_04_09 [dak] (RT) [ug/kg] lon2/lonl
cap06 Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.00
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 1.9807E+05
capl2 Cap 321>152 8.08 1.00 2.7770E+04 0.06 % 57
Tavuk eti Cap 321>194 8.08 1.00 1.1010E+04 0.40
Cap_d5 326>157 8.08 1.9551E+05
cap21 Cap 321>152 8.07 1.00 5.6007E+04 0.11 % 54
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.1548E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.07 2.0487E+05
cap28 Cap 321>152 8.07 1.00 8.8126E+04 0.17 % 55
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.7262E+04 0.31
Cap 326>157 8.07 1.9896E+05
cap35 Cap_d5 321>152 8.06 1.00 1.0609E+05 0.20 % 50
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.9921E+04 0.38
Cap 326>157 8.06 1.7619E+05
2. Giin
Standartlar ve kalibrasyon egrisi
Retensiyon
DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran
2304 09 [dak] (RT) [ug/kg]  lon2/lonl
Cap 321>152 0 0.0000E+00  0.00
STD1 Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.3337E+05
Cap 321>152 8.05 1.00 45871E+04  0.10
STD2 Cap 321>194 8.05 1.00 1.3815E+04 0.30
Cap_d5 326>157 8.05 3.1296E+05
Cap 321>152 8.06 1.00 1.0057E+05  0.20
STD3 Cap 321>194 8.06 1.00 3.4945E+04 0.35
Cap_d5 326>157 8.06 1.7468E+05
Cap 321>152 8.09 1.00 1.6170E+05 0.30
STD4 Cap 321>194 8.09 1.00 6.2174E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.09 3.7970E+05
Cap 321>152 8.05 1.00 2.0597E+05  0.40
STD5 Cap 321>194 8.05 1.00 8.7018E+04 0.42
Cap_d5 326>157 8.05 3.9676E+05
0.36
Zaman ve iyonlar arasi oran kriterleri: 1.00 +20% 0.44
1.00 -20% 0.29
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Ca Regresyon
[ug?kg] Alan An%liziy
0.0 0 -2732

0.1 45871 50046

0.2 100574 |102824
0.3 161699 | 155601
0.4 205974 208379

Regresyon Analizi: y=mx+Db

m

527776
15591
0.9974
0.9987

b

-2732
3819

Standart Kalibrasyon Egrisi 2

250000 -
y =527776x - 2731,6
200000 + R2=0,9974
150000 -
& 100000 -
<
50000 -
0 T T T 1
_50000 2.0 0.1 0.2 0.3 0,4 05
Konsantrasyon [pg/kg]
DATA Madde lyon RT Oran Alan Cap Oran Rec.%
23 04 09 [dak] RT [ug/kg] lon2/lonl
cap03 Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.0
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.0495E+05
capl’ Cap 321>152 8.07 1.00 2.8021E+04 0.06 % 58
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 9.3636E+03 0.33
Cap_d5 326>157 8.07 2.3105E+05
cap25 Cap 321>152 8.07 1.00 5.6825E+04 0.11 % 56
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.2823E+04 0.40
Cap_d5 326>157 8.07 1.0267E+05
cap29 Cap 321>152 8.06 1.00 8.8531E+04 0.17 % 58
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.0773E+04 0.35
Cap_d5 326>157 8.06 1.1233E+05
cap36 Cap 321>152 8.06 1.00 1.1043E+05 0.21 % 54
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 4.1740E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.06 1.3139E+05
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Retensiyon

DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran Rec.%
23 04 09 [dak] RT [ug/kg] lon2/lonl
cap04 Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.00
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.5358E+05
capl0 Cap 321>152 8.08 1.00 2.8084E+04 0.06 % 58
Tavuk eti Cap 321>194 8.08 1.00 8.2431E+03 0.29
Cap_d5 326>157 8.08 2.2225E+05
cap22 Cap 321>152 8.07 1.00 5.6919E+04 0.11 % 57
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.1821E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.07 1.6686E+05
cap34 Cap 321>152 8.06 1.00 9.0787E+04 0.18 % 59
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 4.1719E+06 45.95
Cap_d5 326>157 8.06 1.8925E+05
cap37 Cap 321>152 8.06 1.00 1.1748E+05 0.23 % 57
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.5302E+04 0.30
Cap_d5 326>157 8.06 1.3308E+05
3. Giin
Standartlar ve kalibrasyon egrisi
Retensiyon
DATA Madde lyon Zamani Oran Alan Cap Oran
24 04 09 [dak] RT [ug/kg] lon2/lonl
Cap 321>152 0 0.0000E+00 O
STD Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.08 2.5222E+05
Cap 321>152 8.08 1.00 4.4686E+04 0.1
STD Cap 321>194 8.08 1.00 1.6754E+04 0.37
Cap_d5 326>157 8.08 1.3104E+05
Cap 321>152 8.06 1.00 9.7043E+04 0.2
STD Cap 321>194 8.06 1.00 3.6883E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.06 3.6200E+05
Cap 321>152 8.06 1.00 1.5070E+05 0.3
STD 4 Cap 321>194 8.06 1.00 5.7262E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.06 1.2047E+05
Cap 321>152 8.07 1.00 1.9855E+05 0.4
STD 5 Cap 321>194 8.07 1.00 7.1539E+04 0.36
Cap_d5 326>157 8.07 3.5415E+05
0.38
Zaman ve iyonlar arasi oran kriterleri: 1.00 +20% 0.45
1.00 -20% 0.30
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Cap Regresyon
me/kgl |2 | Analizi
0.0 0 -2561

0.1 44686 47884
0.2 97043 98330
0.3 150699 | 148775

0.4 198550 199221

Regresyon Analizi: y=mx+Db

m b
503113 -2427
14881 2784
0.9991

0.9995

Standart Kalibrasyon Egrisi 3

250000 -
y = 503113x - 2427
200000 - R2=0,9991
150000 -
c
S 100000 -
<
50000 -
0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
-50000 -
Konsantrasyon [pg/kg]
DATA Madde lyon RT  Oran Alan Cap Oran Rec.%
24 04 09 [dak] RT [ug/kg] lon2/lonl
cap07 Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.0
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00
Cap_d5 326>157 8.09 2.8630E+05
capl3 Cap 321>152 8.07 1.00 2.8912E+04 0.06 62%
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 9.9238E+03 0.34
Cap_d5 326>157 8.07 1.7179E+05
capl8 Cap 321>152 8.07 1.00 5.7038E+04 0.12 59%
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.0586E+04 0.36
Cap_d5 326>157 8.07 2.1488E+05
cap32 Cap 321>152 8.06 1.00 9.2952E+04 0.19 63%
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.5551E+04 0.38
Cap_d5 326>157 8.06 2.1229E+05
cap38 Cap 321>152 8.05 1.00 1.2107E+05 0.25 61%
Tavuk eti Cap 321>194 8.05 1.00 4.1250E+04 0.34
Cap_d5 326>157 8.05 1.3172E+05
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DATA Madde lyon RT  Oran Alan Cap Oran Rec.%
24_04_09 [dak] RT [pg/kg] lon2/lonl
cap5s Cap 321>152 0 0.0000E+00 0.00
Tavuk eti Cap 321>194 0 0.0000E+00

Cap_d5 326>157 8.09 3.3558E+05
capl6 Cap 321>152 8.07 1.00 3.0911E+04 0.07 % 66
Tavuk et Cap 321>194 8.07 1.00 9.5927E+03 0.31

Cap_d5 326>157 8.07 2.8582E+05
cap20 Cap 321>152 8.07 1.00 5.7136E+04 0.12 % 59
Tavuk eti Cap 321>194 8.07 1.00 2.0605E+04 0.36

Cap_d5 326>157 8.07 1.4595E+05
cap33 Cap 321>152 8.06 1.00 9.6737E+04 0.20 % 66
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 3.6365E+04 0.38

Cap_d5 326>157 8.06 1.9951E+05
cap39 Cap 321>152 8.06 1.00 1.2822E+05 0.26 % 65
Tavuk eti Cap 321>194 8.06 1.00 5.1699E+04 0.40

Cap_d5 326>157 8.06 1.5163E+05

Matriks Dogruluk Olciim Degerlerinin Ozeti ve Ortalamalar1 (%Rec)

Cap (ng/kg)
0.1 0.2 0.3 0.4
Analizl |% 56 % 52 % 54 % 49
Analiz2 |[%57 % 54 % 55 % 50
Analiz3 | %58 % 56 % 58 % 54
Analiz4 |% 58 % 57 % 59 % 57
Analiz5 |% 62 % 59 % 63 % 61
Analiz6 |% 66 % 59 % 66 % 65
Ortalama | % 60 % 56 % 59 % 56
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Matriks Kalibrasyon Egrileri

1. GUN

Matriks kalibrasyon egrisi (1. Giin - 1. Calisma)

Cap Regresyon Sonu¢
mekel | | Analizi ng/kg] | PO
0.0 0 671 0
0.1 26982 27512 0.10 % 98
0.2 54083 |54353 0.20 % 99
0.3 86007 81194 0.32 % 106
0.4 104692 |108034 0.39 % 97
Regresyon Analizi: y=mx+Db
m b
y= 268409 671
sd= 10823 2651
R? 0.9951
= 0.9976
Matriks Kalibrasyon Egrisi 1 (1. Giin)
120000 -
y =268409x + 670,9
100000 - R2=0,9951
2 *
% 80000 -
=
& 60000
<
40000 -
20000 -
O T T T T T T T 1
0,0 01 01 0.2 0.2 03 03 0,4 04 05
Konsantrasyon
[ng/ke]
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Matriks kalibrasyon egrisi (1. Giin — 2. Calisma)

Konsantrasyon [pug/kg]

Cap Regresyon Sonu¢
mekgl |2V | Analizi [ng/kg] |PEE
0.0 0 1092 0
0.1 27770 | 28345 0.10 % 98
0.2 56007 | 55598 0.20 % 101
0.3 88126 |82851 0.32 % 106
0.4 106087 |110104 0.39 % 96
Regresyon Analizi: y=mx+Db
m b
y= 272529 1092
sd= 12336 3022
R*= 0.9939
= 0.9969
Matriks Kalibrasyon Egrisi 2 (1.Giin)
120000 1 y = 272529x + 1092,2
2 — *
100000 - =0,9939
L 4
s 80000 -
=4
en
= 60000 -
5
< 40000 +
20000 -
0 T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
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2. GUN

Matrix kalibrasyon egrisi (2. Giin — 1. Calisma)

Cap Regresyon Sonu¢
me/kg)| M | Analizi [ng/kg] | PSR
0.0 0 486 0.00
0.1 28021 (28624 0.10 % 98
0.2 56825 |56762 0.20 % 100
0.3 88531 84900 0.31 % 104
0.4 110435 | 113038 0.39 % 98
Regresyon Analizi: y=mx+b
m b
= 281380 486
sd= 8280 2028
R*= 0.9974
= 0.9987
Matriks Kalibrasyon Egrisi 1 (2. Giin)
120000 - y = 281380x + 486,42
R?=0,9974
100000 -
®
=6 80000 +
=
en
= 60000 -
E
< 40000 -
20000 -
0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Konsantrasyonpg/kg]
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Matriks kalibrasyon egrisi (2. Giin — 2. Calisma)

Cap Regresyon Sonug¢
me/kg) |12 | Analizi [ng/kg] | DS
0.0 0 -879 0.00
0.1 28084 28888 0.10 % 97
0.2 56919 |58655 0.19 % 97
0.3 90787 88421 0.31 % 103
0.4 117483 | 118188 0.40 % 99
Regresyon Analizi: y=mx+Db
m b
y= 297668 -879
sd= 5923 1451
R*= 0.9988
= 0.9994
Matriks Kalibrasyon Egrisi 2 (2. Giin)
140000 - y = 297668x - 879,03
120000 R?=0,9988
__ 100000 -
vy
Z» 80000 -
=
g 60000 -
< 40000 -
20000 -
O T T T T 1
20000 2.0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konsantrasyon [pg/kg]
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3. GUN

Matriks kalibrasyon egrisi (3. Giin — 1. Calisma)

Cap Regresyon Sonug¢

[ug/kg] |Alan | Analizi [ug/kg] | Delta
0.0 0 -1242 0.00

0.1 28912 |29376 0.10 % 98
0.2 57038 [59995 0.19 % 95
0.3 92952 (90613 0.31 % 103
0.4 121072 121231 0.40 % 100

Regresyon Analizi: y=mx+Db

m b
y= 306183 -1242
sd= 7302 1789
R%= 0.9983
= 0.9991

Matriks Kalibrasyon Egrisi 1 (3. giin)

140000 - y = 306183x - 1242
R?=0,9983

120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 +

20000 +

Alan [pg/kg]

O T T T T
20000 © 0,1 0,2 0,3 0.4

(@)

Konsantrasyon [ug/kg]
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Matriks kalibrasyon egrisi (3. Giin — 2. Calisma)

Cap Regresyon Sonug
me/kg) | M2 | Analizi [ng/kg] | P2
0.0 0 -1852 0.01
0.1 30911 |30374 0.10 % 102
0.2 57136 |62600 0.18 % 92
0.3 96737 |94826 0.31 % 102
0.4 128217 | 127052 0.40 % 101
Regresyon Analizi: y=mx+b
m b
= 322260 -1852
sd= 11340 2778
R%*= 0.9963
= 0.9981

Alan [pg/kg]

140000 +
120000
100000
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

Matriks Kalibrasyon Egrisi 2 (3. giin)

y = 322260x - 1851,8
R?=0,9963

0
-20000

0 0,1 0,2 0,3 04

Konsantrasyon[pug/kg]

0,5
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Ortalama matriks kalibrasyon egrisi

Giin 1 Giin 2 Giin 3
Matriks | Matriks | Matriks | Matriks | Matriks | Matriks | Regresyon
Cap kal 1 kal 2 kal 1 kal 2 kal 1 kal 2 Analizi Std.Sapma
[ng/kg] | [ng/kg] |[ng/kg] |[pgke] |[pgke] |[ngkg] |[ngke] |[ngkg] | [ngkg]
0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.004
0.1 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.002
0.2 0.20 0.20 0.20 0.19 0.19 0.18 0.20 0.007
0.3 0.32 0.32 0.31 0.31 0.31 0.31 0.30 0.006
0.4 0.39 0.39 0.39 0.40 0.40 0.40 0.40 0.007
Cap|[ng/kg] | CV [%]
0.1 % 2
0.2 % 4
0.3 % 2
0.4 % 2

Not: Ustteki tabloda sona gelen standart sapma * 6/(Giin1-Giin3 toplami)
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Yiikleme Yiikleme

Cap

[ng/kg]
0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4
0.4

Sonug¢

[ng/kg]
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.20
0.20
0.20
0.19
0.19
0.18
0.32
0.32
0.31
0.31
0.31
0.31
0.39
0.39
0.39
0.40
0.40
0.40

Alan/Konsantrasyon [pg/kg]|

Regresyon Analizi: y=mx+Db

0,45

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

m b
0.9992 0.0002
0.0110 0.0027
0.9966

0.9983

Ortalama Matriks Kalibrasyon Egrisi

0,5

Standart Konsantrasyon [ng/kg]
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Tayin Limiti CCa Belirlenmesi
1. Secenek
X=0 i¢in y ekseni tizerinde 0.0002 degerine standart sapmanin 2.33 kati eklenerek

hesaplanir. Burada CO degeri x= 0 olarak elde edilen y degeri iizerinden hesaplanmuistir.

Yani kalibrasyon egrisindeki y= ax+b (Blank’ (kor)den gelen degerlerin standart sapmast

alinir)
Hesaplama
M=0 i¢in Y degeri 0’1n standart sapmasti
0.0002 + 2.33 * 0.004 =0.009 (CCa)y

CCa: (0.009 -0.0002) /0.9992 = 0.01 (CCa)x

2. Secenek

Sayet elde edilen sonug ger¢ekei bulunmazsa ayni islem X=0 'a karsilik Y degeri
iizerinden almir. Standart sapma olarak en diisiik konsantrasyon seviyesindeki 6l¢limlerin

standart sapmas1 aliarak islem yapilir.

y-ekseni tizerindeki 0.0002 degerine standart sapmanin 2.33 kat1 eklenerek hesaplanir.
Burada C0O degeri x= 0 olarak elde edilen y degeri {izerinden hesaplanmistir. Yani
kalibrasyon egrisindeki y= ax+b (1. konsantrasyon degerinden gelen degerlerin standart

sapmasi alinir)

Hesaplama
M=0 i¢in Y degeri 0.1’in standart sapmasi
0.0002 + 2.33 * 0.002 =0.004 (CCa)y
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CCa: (0.004-0.0002)/0.9992 = 0.00 (CCa)x

3. Secenek

Bu degerde kullanilabilir bir sonug¢ vermediyse 1. konsantrasyonun ortalamasi CO
degeri olarak alinir. Ilk konsantrasyon seviyesindeki analizlerin sonuglarini standart sapmasi

aliarak hesaplama yapilir.

Y-ekseni 1. konsantrasyonun ortalama 0.1002 degerine standart sapmanin 2.33 kati
eklenerek hesaplanir. Burada CO degeri 1. seviyedeki konsantrasyonun ortalamasi alinarak
elde edilir. Kalibrasyon egrisindeki y= ax+b (1. konsantrasyon degerinden gelen degerlerin

standart sapmasi alinir)

Hesaplama
0.1’in regaresyon analizi 0.1’in standart sapmasi
0.1002 + 2.33 * 0.002 = 0.104 (CCa)y
CCa: (0.104-0.0002)/0.9992 = 0.10 (CCa)x

Ol¢iim Limiti CCy Belirlenmesi

CCp = CCa + 1.64 kat1 standart sapma kesim noktasi

* [k yaklasmada beklenilen standard sapmanin en diisiik noktada olmasidir.

1. Secenek

y-Ekseni tizerinde hesaplanan karar noktasi: 0.01(CCa)y

(CCB)y = (CCa)y + 1.64 X SDwir.ccq
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(CCB)y =0.01

(CCB)x =0.01 pug/kg

2. Secenek

y-ekseni tizerinde hesaplanan karar noktasi: 0.00 (CCa)y

(CCB)y = (CCa)y + 1.64 X SDyir.cca

(CCB)y =0.01
(CCB)x =0.01 pg/kg
3. Secenek

y-ekseni iizerinde hesaplanan karar noktasi

(CCB)y = (CCa)y + 1.64 X SDwir cco

(CCB)y =0.11

(CCB)x = 0.11 pg/kg
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Metot Validasyon Parametreleri

Isim Iyon
Madde | Cap 321>152
Cap 321>194
ISTD: |Cap d5 |326>157

DATA 1.GUN [220409
2.GUN [230409
3.GUN [240409

Tayin karar limiti CCa, :0.10 pg/kg

Olciim limiti CCB : 0.11pg/kg

Gecerlilik : Elde bulunan sertifikali referans metaryal (CRM)

Dogruluk (Geri Kazamim) : Standart Kalibrasyon

Cap
[ng/kg]
0.1 0.2 0.3 0.4
Analiz 1 | % 56 % 52 % 54 % 49
Analiz 2 | % 57 % 54 % 55 % 50
Analiz 3 | % 58 % 56 % 58 % 54
Analiz 4 | % 58 % 57 % 59 % 57
Analiz5 | % 62 % 59 % 63 % 61
Analiz 6 | % 66 % 59 % 66 % 65

Ortalama | % 60 % 56 % 59 % 56

Matriks Kalibrasyon

Cap
[ng/kg]

0.1 0.2 0.3 0.4
Analiz 1 | % 98 % 99 % 106 % 97
Analiz 2 | % 98 % 101 % 106 % 96
Analiz 3 | % 98 % 100 % 104 % 98
Analiz 4 |% 97 % 97 % 103 % 99
Analiz5 |% 98 % 95 % 103 % 100
Analiz 6 |% 102 % 92 % 102 % 101

Ortalama | % 98.5 % 97.3 % 104 % 98.5
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Kesinlik

Laboratuar ici tekrar edilebilirlilik

2002/657/EC direktifine gore Nicel yontemlerin kesinligi: Bir referans veya
giiclendirilmis materyalin tekrarlanmis analizi i¢in sapma katsayis1 (CV) iiretilebilirlik
kosullar altinda, degisimin i¢-laboratuar katsayis1 Horwitz denklemince hesaplanan diizeyi
asmamalidir. 100 pg/kg i¢in iiretkenlik CV’ si (%) < 23 olmasi gerekirken. 100 pg/kg'dan
daha diisiik konsantrasyonlar i¢in CV' ler miimkiin oldugu kadar diisiik olmalidir.

Tekrarlanabilirlilik

Cap CVv
[ng/ke] [%]
0.1 % 2
0.2 % 4
0.3 % 2
04 % 2

Tekrar edilebilirlik kosullar1 altinda yiiriitiilen analizler i¢in laboratuvarlar-arasit CV
genelde yukaridaki degerlerin bir buguk ve ligte ikisi arasinda olur. Laboratuar-igi
tiretilebilirlik kosullar1 altinda yiiriitiilen analizler i¢in, laboratuvar-i¢i CV iiretilebilirlik

CV'sinden daha biiyiik olmayacaktir.

CV - 2(| -0.5 |Og C)

Selektiviti - Bilinen hi¢bir madde ile benzerlik gdsteren iyon tespit

edilmemistir. Bazi numunelerde 257 iyonu geldigi gortilmiistiir.
Spesifikasyon : 20 adet bos blank (kor) ¢alismasiyla elde edilmistir (n > 20)

Saglamhk . Youden-Plan arastirma araciligiyla kolon sicakligi 30°C'den
40°C' ye ¢ikarildiginda performansta bir degisiklik olmadig1 ancak
RT’nin 8.34’ten 8.00’a geldigi goriildii. Mobil faz Asidige kaydiginda
RT 8.00'dan 7.80’e kaydig1 goriildii. Performansta bir degisiklik

olmada.

Stabilite : Bu standartlarin zaman igerisinde ve farkli 1s1 derecelerinde

kontrolii yapildi.
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EK.2

Nitrofuran AOZ i¢in Validasyon Sonuclari

Bu analiz metodu dort asamada gergeklestirildi;

1. Asidik ortamda serbest ve dokuya bagl nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile
tiirevlendirilmesi,

2. Bazilavesi ile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmast,

3. Sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmasi,

4. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

Bu metodun validasyon ¢alismasi, asagidaki parametreler géz oniine alinarak

yapilmistir.

I. Lineer Olgiim Aralig
I1. Tayin Limiti
I11. Ol¢iim Limiti
IV. Kesinlik
e Tekrar edilebilirlik
o Tekrar iiretilebilirlik
V. Geri kazanim
V1. CCa, CCP
V11. Spesifiklik/Segicilik
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I. Linear olciim arahgi

Lineer 6l¢iim araligini belirlemek i¢in 4 farkli konsantrasyonda 6’sar tekrarli standart

hazirlanarak enjeksiyon yapildi.

0,5 pg/kg 1 pg/kg 1,5 pg/kg 2 pg/kg

Sonug Sonug Sonug Sonug
Tekrar 1 0.107 Tekrar 1 0.241 Tekrar 1 0.362 Tekrar 1 0.490
Tekrar 2 0.108 Tekrar 2 0.253 Tekrar 2 0.371 Tekrar 2 0.494
Tekrar 3 0.108 Tekrar 3 0.232 Tekrar 3 0.363 Tekrar 3 0.492
Tekrar 4 0.110 Tekrar 4 0.233 Tekrar 4 0.350 Tekrar 4 0.472
Tekrar 5 0.107 Tekrar 5 0.230 Tekrar 5 0.354 Tekrar 5 0.504
Tekrar 6 0.114 Tekrar 6 0.232 Tekrar 6 0.359 Tekrar 6 0.488
Ortalama 0.109 0.237 0.360 0.490
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Il —III. Tayin limiti ve 6l¢iim limiti

Lineer 6l¢iim araliginda olusturulan kalibrasyon grafiginden yararlanilarak agagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

Tayin Limiti = 3.3*SD/m
Olgiim Limiti = 10*SD/m
SD = Kalibrasyon egrisinde 0.5 ng/kg seviyesindeki standart hata

m= Kalibrasyon egrisinin egimi
y = 02482 - 00072

R* = 09991
5]
05 /
04 /
E}:
= U3 /
3
10,2
8 /
< 01 /
I:I 1 T T 1
( 05 1 15 2 25
0.1 Konsantrasyon
LOD= 3.3*SD/m 0.038 pg/’kg
LOQ= 10*SD/m 0.117 pg/kg
U(Co) (Denklem Belirsizligi)= 0.0316
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V. Kesinlik

a. Tekrar edilebilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi ii¢ farkli seviyede spike edilmis 6rnekle, her seviye i¢in 6

tekrar yapilarak 3 farkli giinde gergeklestirilmistir.

1 kat MRPL 1 pg/kg 1.5 kat MRPL 15 ng/kg 2 kat MRPL 2 pg/kg
Giin | Giin | Giin Giin | Giin | Giin Giin | Giin | Giin
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Tekrar 1 1.009|1.021 | 1.006 Tekrar 1 1.602 | 1.492 | 1.47 Tekrar 1 1.929 11.998 | 2.018

Tekrar 2 0.998 | 1.068 | 0.986 Tekrar 2 1.594 | 1.527 | 1.581 Tekrar 2 1.965 | 2.014 | 2.062

Tekrar 3 1.049|0.983 | 1.01 Tekrar 3 1.525 | 1.497 | 1.446 Tekrar 3 1.97 |2.012 |2.07

Tekrar 4 1.05 |0.986 | 1.029 Tekrar 4 1.605 | 1.446 | 1.551 Tekrar 4 1.911 |1 1.928 | 2.063

Tekrar 5 1.027|0.976 | 0.98 Tekrar 5 1.47 |1.464 |1.512 Tekrar 5 2.039 | 2.055 | 2.026

Tekrar 6 1.042|0.982 | 1.024 Tekrar 6 1.613 | 1.482 | 1.583 Tekrar 6 1.95 |1.993|1.99

Ortalama |1.03 [1.00 [1.01 Ortalama | 157 |1.48 |1.52 Ortalama 1.96 |2.00 |2.04

S.D. 0.02 |0.04 |0.02 S.D. 0.06 |0.03 |0.06 S.D. 0.04 |0.04 |0.03
C.V. 2.12 |3.57 |1.96 C.V. 3.68 |1.89 |3.78 C.V. 2.26 |2.07 |1.56
Genel Ortalama 1.01 Genel Ortalama 1.53 Genel Ortalama 2.00
Genel SD 0.03 Genel SD 0.06 Genel SD 0.05
Genel CV 2.8 Genel CV 3.8 Genel CV 2.5
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b. Tekrar uretilebilirlik

Tekrar iiretilebilirlik calismasi 1 pg/kg seviyesinde spike edilmis 6rnekle 5 paralel olacak
sekilde, 2 ayr1 kisi tarafindan 4 ayr1 giinde gerceklestirilen 5 farkli ¢calismadan

olusturulmustur.

MRPL 1 ng/kg
1 kat MRPL 1 ng/kg

Kisi 1 Kisi 2 Kisi 1 Kisi 2 Kisi 1
Tekrar 1 0.986 1.028 1.03 0.998 1.068
Tekrar 2 1.01 1.01 1.034 1.049 0.983
Tekrar 3 1.029 0.937 0.947 1.05 0.986
Tekrar 4 0.98 1.022 1.018 1.042 0.976
Tekrar 5 1.024 1.015 0.997 1.027 0.982
Ortalama 1.01 1.00 1.01 1.03 1.00
S.D. 0.02 0.04 0.04 0.02 0.04
C.V. 2.19 3.71 3.54 2.10 3.88
Genel Uretilebilirlik Ortalamasi 1.01
Genel Uretilebilirlik SD 0.03
Genel Uretilebilirlik CV 3.1
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yapilarak 3 farkli glinde gerceklestirilmistir. Geri kazanim her seviye i¢in hazirlanan matriks

standart kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir.

V.

Geri kazanim ¢alismasi ti¢ farkli seviyede spike edilmis 6rnekle, her seviye igin 6 tekrar

Geri kazamim ( %)

1 kat MRPL 1 ng/kg 1.5 kat MRPL 15 ng/kg 2 kat MRPL 2 ng/kg
Giinl |Giin2 |Giin 3 Giinl |Giin2 |Giin3 Giinl |Giin2 |Giin3
Tekrar1 |0.886 [0.91 0.853 Tekrar 1 1.41 1.383 |1.164 Tekrar1 | 1.698 1.892 |1.53
Tekrar2 |0.876 |0.957 |0.839 Tekrar 2 1402 |1.418 |1.238 Tekrar2 | 1.73 1.907 |1.56
Tekrar3 |0.921 [0.873 |0.855 Tekrar 3 1.341 |1.388 |1.147 Tekrar3 | 1.734 1.905 |1.565
Tekrar4 |0.922 |0.875 |0.868 Tekrar 4 1412 |1.337 |1.217 Tekrar4 | 1.682 1.821 |1.56
Tekrar5 |0.902 [0.865 |0.835 Tekrar 5 1.293 |1.355 |1.192 Tekrar5 | 1.796 1.948 |1.536
Tekrar6 |0.915 |[0.871 |0.864 Tekrar 6 1.419 1.374 |1.239 Tekrar6 | 1.716 1.886 |1.511
Ortalama | 0.90 0.89 0.85 Ortalama |1.38 1.38 1.20 Ortalama | 1.73 1.89 1.54
S.D. 0.02 0.04 0.01 S.D. 0.05 0.03 0.04 S.D. 0.04 0.04 |0.02
C.v. 2.13 4.00 1.55 C.v. 3.70 2.04 3.21 C.v. 2.29 2.19 1.39
% Geri % Geri % Geri
Kazanim |90.4 89.2 85.2 Kazanim |92.0 91.7 80.0 Kazanim | 86.3 94.7 77.2
Genel Ortalama 0.88 Genel Ortalama 1.32 Genel Ortalama 1.72
Genel SD 0.03 Genel SD 0.09 Genel SD 0.15
Genel CV 3.7 Genel CV 7.2 Genel CV 8.7
Genel %Geri Kazanim 88.3 Genel % Geri Kazanim 87.9 Genel % Geri Kazanim 86.0
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VI. CC, CCg

Bu amagla 1 pg/kg seviyesinde farkli giinlerde spike yapilmis 25 ayr1 calisma
gerceklestirilmistir.

CCo=cl +2.33*SD;

CCB= CCo + 1.64* Sler,cca

MRPL 1 ng/kg
1 kat MRPL 1 ng/kg
Sonuglar Sonuglar

Tekrar 1 0.998 Tekrar 14 0.98
Tekrar 2 1.049 Tekrar 15 1.024
Tekrar 3 1.05 Tekrar 16 1.028
Tekrar 4 1.042 Tekrar 17 1.01
Tekrar 5 1.027 Tekrar 18 0.937
Tekrar 6 1.068 Tekrar 19 1.022
Tekrar 7 0.983 Tekrar 20 1.015
Tekrar 8 0.986 Tekrar 21 1.03
Tekrar 9 0.976 Tekrar 22 1.034
Tekrar 10 0.982 Tekrar 23 0.947
Tekrar 11 0.986 Tekrar 24 1.018
Tekrar 12 1.01 Tekrar 25 0.997
Tekrar 13 1.029
Ortalama 1.01
S.D. 0.03
C.V. 3.15

CCa= 1.07

CCB= 1.13
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VIIl. Spesifiklik/Secicilik

Spesifiklik i¢in nitrofuran grubu antibiyotik bilesigi icermedigi bilinen 20 farkli 6rnek
analiz edilerek piklerin ¢ikis zamanlarinda herhangi bir interfere yapip yapmadigina bakildi.
Sonugta herhangi bir interferasyon gozlenmedi. Bu numuneler validasyon ¢alismalarinda

kullanild1 ve tamamina yiikleme yapilarak nitrofuran bilesiklerinin tanimlandig: goriildi.

Genel Validasyon Sonuglar:

LOD 0.038 ng/kg AOZ Konsan. Geri Kazamim cVv
LOQ 0117 ng/ke [ng/ke] [%] [%]
CCao 1.07 1 88.3 2.8
CCp 113 15 87.9 3.8
Linearite Arahgi 0.5-2 nug/kg 2 86.0 2.5
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