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OZET

ANTIMIKROBIYAL ILAC KALINTILARININ, DANALARIN KESIiM
ONCESi VE SONRASI BiYOLOJiK ORNEKLERINDE BiOCHIP ARRAY
TEKNIiGIi iLE BELIRLENMESI

Veteriner hekimliginde Yyaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ilaglar,
bilingsiz kullanilmalar1 halinde hayvansal gidalarda kalintiya neden olabilmektedir.
Gidalardaki ilag kalintilar1 kiiresel etkilere sahip, ciddi bir halk sagligi sorunudur.
Besi hayvanlarinda yapilan rutin kalinti analizleri, ¢cogunlukla kesim sonrasi elde
edilen, gida degeri olan dokular iizerinden yiiriitiilmektedir. Kalint1 varliginin, kesim
oncesinde alinan biyolojik 6rneklerden tespit edilmesi, siirecin yonetilebilir olmasini
saglayacaktir.

Bu calismanin amaci, terapotik dozlarda antimikrobiyal uygulanmis besi
danalarimin kesim oOncesinde alinan serum, agiz sivist ve digki gibi biyolojik
orneklerinde kalint1 varliginin biochip array teknigi ile hizli ve pratik bir sekilde
tespit edilip edilemedigi; yasal arinma siireleri sonunda kesime gonderilen
hayvanlarin karaciger, bobrek ve kas 6rneklerinde tespit edilen antimikrobiyallerin
maksimum kalint1 limitlerini asip agsmadigt ve bu kapsamda prospektiiste belirtilen
yasal arinma siirelerinin pratikle uyumlu olup olmadiginin belirlenmesidir.

Calismada her bir antimikrobiyal i¢cin 4 adet besi danasindan olusan bir
calisma grubu olusturulmus ve toplamda 32 adet besi danasi ile calisilmistir.
Veteriner hekimliginde siklikla kullanilan 8 farkli antimikrobiyal ilacin
(oksitetrasiklin, seftiofur, enrofloksasin, tilosin, tilmikosin, florfenikol, penisilin G ve
amoksisilin) ticari preparatlari, prospektiis bilgileri dogrultusunda, deney grubunda
bulunan besi danalarina uygulanmigtir. Numune toplama giinleri, antimikrobiyallerin
yasal arinma siirelerine gore belirlenmistir. Kesim Oncesinde serum, agiz sivisi ve
diski; kesim sonrasinda ise karaciger, bobrek ve kas ornekleri alinarak, bir tarama
yontemi olan biochip array teknigi ile analizleri yapilmistir. Pozitif sonuglarin bir
kism1 LC-MS/MS yontemi ile dogrulanmastir.

Biochip array sonuglarina gore, serumda oksitetrasiklin, enrofloksasin, tilosin,
tilmikosin, florfenikol, penisilin G ve amoksisilinin; agiz sivisinda oksitetrasiklin,
seftiofur, enrofloksasin, tilosin ve tilmikosinin; diski 6rneklerinde ise tilosin ve
florfenikoliin tespit edilebildigi belirlenmistir. Yasal arinma siiresi sonunda alinan
karaciger, bobrek ve kas orneklerinde antimikrobiyallerin tespit edilebildigi, tilosin
hari¢, maksimum kalint1 limitlerini asmadig1 ve prospektiiste belirtilen yasal arinma
stireleriyle uyumlu oldugu tespit edilmistir. Tilosinin karaciger ve bobrek
orneklerinde tespit edilen konsantrasyonlari, LC-MS/MS ile dogrulanmis ve
sonuglarin maksimum kalint1 limitlerini astig1 belirlenmistir. Bu kapsamda, tilosinin
prospektiiste belirtilen yasal arinma siirelerinin yetersiz kalabilecegi ve yasal arinma
stirelerinin daha kapsamli ¢aligmalarla gézden gegirilmesi gerektigi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, antimikrobiyal ila¢ kalintilarinin, sigirlarin kesim Oncesi ve
sonras1 alinan orneklerde biochip array yontemi ile hizli ve pratik bir sekilde tespit
edilebildigi belirlenmistir. Kullanilan ydntemin tarama testi olmasindan dolayi,
kalinti varliginin saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi icin elde edilen pozitif
sonuglarin kromatografik yontemlerle dogrulanmasi gerektigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal, kalinti, biyolojik 6rnek, dokular, biochip array.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL RESIDUES IN SOME
BIOLOGICAL SAMPLES OF BEEF CATTLE BEFORE AND AFTER
SLAUGHTER BY BIOCHIP ARRAY TECHNIQUE

Antimicrobial drugs, which are widely used in veterinary medicine, can cause
residues in animal-origin foods if they are used unconsciously. Antibiotic residues in
food are a serious public health problem with global implications. Routine residue
analysis in livestock are carried out mostly on food value tissues obtained after
slaughtering. Detection of antibiotic residues in biological samples taken before
slaughter will ensure that the presence of residues is manageable. Thus, an
environment of trust might be occurred for food safety, public health and exports.

Aim of this study to determined whether the presence of residues could be
detected in biological samples such as serum, oral fluid and feces taken before
slaughter from beef cattles by biochip array, practically. Beef cattles were treated
with therapeutic doses. In addition, aimed to asses whether the antimicrobial drug
concentrations detected in the liver, kidney and muscle samples of the animals
exceed the maximum residue limits at the end of the withdrawal times. In this way, it
will be evaluated the compatibility of the withdrawal periods of antimicrobials with
practice.

Commercial preparations of 8 different antimicrobial drugs (oxytetracycline,
ceftiofur, enrofloxacin, tylosin, tilmicosin, florfenicol, penicillin G and amoxicillin),
which are frequently used in veterinary medicine, were applied to totally 32 beef
cattle (8 groups of 4 each) in accordaning to prospectus information. Sample
collection days were determined by considering the withdrawal times of the applied
antimicrobials. Before slaughter serum, oral fluid, and feces; after the slaughtering
liver, kidney, and muscle samples were taken and analyzed with the biochip array
technique. Some positive samples were confirmed by LC-MS/MS.

According to the biochip array results, determined that could be detected of
oxytetracycline, enrofloxacin, tylosin, tilmicosin, florfenicol, penicillin G and
amoxicillin in serum; oxytetracycline, ceftiofur, enrofloxacin, tylosin and tilmicosin
in oral fluid; tylosin and florfenicol in feces samples. At the end of the withdrawal
period, it was determined that the antimicrobials detected in the liver, kidney and
muscle samples did not exceed the maximum residue limit with the exception of
tylosin and the withdrawal periods were compatible. Concentrations of tylosin in two
liver and one kidney samples determined by biochip array technique were confirmed
by LC-MS/MS and it was determined that the results exceeded the maximum residue
limits. Withdrawal time of tylosin specified in the prospectus may be insufficient and
should be reviewed with more comprehensive studies.

As a result, determined that antimicrobial residues can be detected quickly
and practically in the samples taken before and after slaughter by the biochip array
based immunoassay method. The biochip array technique used in the study is the
screening test, so that it is necessary to confirm the positive results by
chromatographic methods in order to evaluate the presence of antimicrobial residues
accurately.

Key word: Antimicrobial, residue, biological samples, tissue, biochip array.
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1. GIRIS

Antimikrobiyallerin,  veteriner  hekimliginde hayvan hastaliklarinin
tedavisinde ve ozellikle hayvancilik isletmelerinin endiistriyel nitelik kazanmasiyla
birlikte verim artirici, gelisimi destekleyici ya da profilaktik amagla yem katkisi
olarak  kullanimlar1  yayginlasmistir  (FEDESA, 2001; Kemper, 2008).
Antibiyotiklerin yem katkis1 olarak kullanilmasiyla, et iiretimine yonelik isletmelerde
%3-12 oraninda yemden tasarruf saglandigr bildirilmektedir (Sener, 2006). Bu
olumlu etkiler, hayvanlarin  sindirim  kanalinda  bulunan  bakterilerin
metabolizmalarin baskilanmasi sonucu bakterilerin daha az besin (amino asit)
tilketmelerine ve hayvanlar i¢in zararli toksik iiriinleri (amonyak-iire) daha az

tiretmelerine dayandirilmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde, 2000 yilinda {iretilen 16.200 ton
antibiyotigin %701 veteriner hekimlik alaninda kullanilmistir (Kiimmerrer, 2003).
Avrupa Birligi (AB) ilkelerinde, 2004 yilinda veteriner hekimlikte kullanilan
antimikrobiyaller, yaklasik 5 bin tonluk kullanim oramyla ilk sirada yer almaktadir
(Kools, Moltmann ve Knacker, 2008). Bunu hormonlar, metabolizma diizenleyiciler
ve antiparaziter ilaclar takip etmektedir. 2006 yili verilerine gore Tiirkiye’de
veteriner hekimlikte kullanilan ilaclarin biiyiik c¢ogunlugunu antibakteriyaller
olusturmaktadir (VISAD, 2016). Antimikrobiyal etkinlige sahip B-laktam, tetrasiklin,
aminoglikozit, makrolid, sulfonamid, florokinolon, linkozamid, nitrofuran,
polimiksin ve kinolon grubu ilaglar hayvancilik sektdriinde tedavi ve koruyucu
amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (Cha’fer-Perica’s, Maquieira ve Puchades,
2010; Deshpande, 2002; Yibar ve Soyutemiz, 2013). Avrupa ilag ajansi (EMA)
sundugu raporda, 2013 yilinda hayvan saghginda en c¢ok kullanilan
antimikrobiyallerin tetrasiklinler (%36,7), penisilinler (%24,5), siilfonamidler (%9,6)
ve makrolidler (%7,4) oldugunu bildirmistir (ESVAC Report, 2015). Bu verilere
bakildiginda veteriner hekimliginde antimikrobiyal ila¢ kullaniminin kiiresel

boyutlarda oldugu goriilmektedir.

Antibiyotiklerin yogun ve bilingsiz kullanimi1 gidalarda kalintiya neden
olmaktadir. Kalinti olusumuna neden olan faktorler arasinda, antimikrobiyal terapi

sirasinda hastanin degisen fizyolojik veya patolojik durumlarinin géz ardi edilmesi,



antibiyotik iceren yem katki maddelerinin kullanilmasi ve ¢evrede (yem, su, toprak)
bulunan kalintilara uzun siireli maruziyeti gosterilebilir. Tiim bu faktorlerin yan: sira,
uygulanan antibiyotigin yasal arinma siiresine dikkat edilmemesi ve etiket dis1 ilag
kullanimi1 gidalarda kalintiya neden olan en o©nemli etkenler olarak kabul

edilmektedir (Filazi, 2012).

Etiket dis1 ilag uygulamasi, ilaglarin veteriner hekim kontroliinde hedef
tiirinii, dozunu, uygulama sikligini, uygulama yolunu ya da tedavi sliresini
degistirerek kullanilmasini ifade eder. Tarim ve Orman Bakanligi’nin 24.12.2011
tarih ve 28152 sayil1 "Veteriner Tibbi Uriinler Hakkinda Yonetmelik" te yer verildigi
gibi, hem iilkemizde hem de diinyada kabul goren bir yaklagimdir (Yarsan ve
Pehlivan, 2020). Veteriner hekimlerin, sistemik antibiyotikleri etiket dis1 kullanma
oranlari, sigir ve buzag yetistiriciliginde %30, koyun ve kegi yetistiriciliginde ise
%20’nin iizerinde oldugu bildirilmistir (Yarsan ve Pehlivan, 2020). Gida degeri olan
hayvanlarda belirlenen yasal arinma siireleri, prospektiiste yer alan kullanim sartlari
icin gecerlidir. Etiket dis1 ilag kullanimi, yasal arinma siirelerinin degisimine neden
olabileceginden, kalint1 olusumu agisindan ciddi risk olusturmaktadir. Ozellikle gida
degeri olan hayvanlarin tedavisi s6z konusu oldugunda, veteriner hekimin

sorumluluklar arasinda etkin tedavinin yani sira gida giivenligi de yer almalidir.

Gidalardaki antibiyotik kalintilarinin halk sagligim etkileyen ciddi bir sorun
olmasindan dolayi, besin degeri tasiyan hayvanlara uygulanan antimikrobiyallerin
cok daha dikkatli bir sekilde uygulanmasi ve takip edilmesi gerekmektedir. Aksi
halde halk sagligini tehdit eden pek c¢ok istenmeyen etki ortaya c¢ikmaktadir.
Bunlardan ilki ve en 6nemlisi, direngli bakteri suslarinin gelismesidir. Tiim diinyada
hizla yayilan antimikrobiyal direng, tip ve veteriner otoriteleri tarafindan halk
saghgmi tehdit eden kiiresel bir sorun olarak kabul edilmektedir (Yarsan, 2018).
Diinya saglik orgiitii (WHO), hatali uygulanan antibiyotiklerin, bakterilerde direng
olusumuna neden oldugunu ve bu nedenle beseri hekimlikte kullanilan
antibiyotiklerin giderek etkinligini kaybettigini bildirmistir (WHO, 2011).
Antibiyotik kalintilarinin duyarli bireylerde alerjik reaksiyonlar: tetikleyebildigi ve
bazi antimikrobiyallerin toksik etkiler olusturabildigi bildirilmistir (Singh, Shukla,
Tandia, Kumar ve Paliwal, 2014). Gidalarda bulunan yiiksek antibiyotik



konsantrasyonlar1 gastrointestinal mikroflorayr bozarak metabolik faaliyetleri
aksatabilir, duyarli bakterileri Oldiirerek direngli bakterilerin ¢ogalmasina neden
olabilir. Antimikrobiyal kalintilar halk saglig1 iizerine olan etkilerinin disinda peynir,
yogurt, sucuk, sosis gibi fermente gida iiretiminde starter kiiltiir ve enzim aktivitesini

inhibe ederek ekonomik kayiplara neden olabilir.

Gida degeri olan hayvanlarda bilingsiz ila¢ kullanimi1 ve kalintilarin neden
oldugu istenmeyen etkiler, tiiketicilerin gida giivenligine olan kaygilarim
artirmaktadir (Demircioglu, 2004). Bekar ve digerleri (2013), Mugla ilinde yasayan
tiikketicilerin gida glivenligine olan yaklasimlarini degerlendirmek amaciyla 400 kisi
ile anket calismast yapmustir. Anket verilerine gore, tiiketicilerin %69 unun
antibiyotik, %77’sinin de hormon kalintist igerdigini disiindikleri gidalarin
tiketimini azalttigi  belirlenmistir. Tiiketiciler ve veteriner hekimler ile
gerceklestirilen anket caligmalarinda elde edilen veriler, toplum tarafinda yasanan
kaygi durumunu gézler dniine sermektedir (Ozen, Yiiksel ve Dogan, 2010; Demir ve

Aydin, 2018).

Hayvansal gidalarda bulunabilecek kalinti riskini belirlemek adina,
tiikketicinin kullanimina sunulmus gida orneklerinde kalinti varligini arastiran ¢ok
sayida ¢alisma yapilmaktadir. Ankara Et ve Balik Kurumundan alinan 50 adet sigir
eti Orneginde kalinti analizi yapilmis ve 50 numunenin 7’sinde (%14) bobrek
dokularinda oksitetrasiklin kalintis1 tespit edilmistir (Yiiksek, 2000). Bursa’da 2005
ve 2006 yillar1 arasinda, market ve kasaplar ile civardaki askeri birliklerden alinmig
sigir etlerinde streptomisin ve sulfametazin (sulfadimidin) kalintilar1 arastirilmistir.
Calisma sonucuna gore, 60 adet et numunesinin dordiinde streptomisin, birinde
sulfametazin tespit edilmistir. Ancak sonuglarin tiiketici sagligi i¢in risk olusturacak
diizeylerde olmadigi belirlenmistir (Orug, Cengiz, Bagdas ve Uzunoglu, 2007).
Bursa’da, 2017 yilinda market ve kasaplardan alinan 36 adet dana eti, 9 adet pili¢ eti
Orneginin anabolizan ve antimikrobiyal kalintilar1 biochip array-based immunassay
teknigi ile analiz edilmistir. Calismada, numunelerin hi¢birinde anabolik madde
kalintisina rastlanmazken, 36 dana eti numunesinin 10 tanesinde; 9 pili¢ eti
numunesinin de 2 tanesinde antimikrobiyal kalintiya rastlanmistir. Ancak tespit

edilen miktarlarin kalint1 limitini asmadig1 belirlenmistir (Kilig, 2017). Sanliurfa’da



kasaplardan toplanan sigir ve koyun eti drneklerinde yapilan bir ¢alismada, analiz
edilen 20 sigir etinin 10’unda, 20 koyun etinin 8’inde antibiyotik kalintis1 tespit
edilmistir (Aydemir, Altun ve Durmaz, 2019). Yukarida bildirilen ¢alismalarin

sonuglar1 degerlendirildiginde, gidalarda ilag kalintilarina rastlanabilmektedir.

Uluslararas1 otoriteler tarafindan yapilan yasal diizenlemelerle, gidalarda
bulunabilecek farmakolojik aktif maddelere belirli kisitlamalar getirilmis ve
gidalarda bulunabilecek miktarlart maksimum kalintt limitleri (MRL) ile
siirlandirlmistir (EC, 2010; FAO/WHO, 2018). Ulkemizde, MRL degerleri, AB
Mevzuati ile uyumlu olarak "Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalinti Limitleri

Yonetmeligi" ile belirlenmistir (TGK, 2017).

Ulkemizde hayvansal gidalardaki kalinti kontrolii Tarim ve Orman Bakanlig1
tarafindan, 17.12.2011 tarihli 28145 sayili resmi gazetede yayinlanan "Canli
Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kalintilarinin
[zlenmesine igin Alinacak Onlemlere Dair Yonetmelik" esaslarma gore AB’nin

96/23/EC direktifi ile uyumlu olarak yiiriitiillmektedir (EC, 1996; TGK, 2011a).

Tiiketici saglhiginin korunmasi amaciyla, diizenli olarak gidalarda kontrolleri
yapilarak kalintt varligi agisindan yasal diizenlemelere uygun olup olmadig
belirlenmelidir. Bu kapsamda tarama ve dogrulama testleri kullanilmaktadir. Tarama
testleri pratik, hizli ve ucuz olmalaria ragmen, spesifikligi ve duyarlilig: diisiik olan
yontemlerdir (Ozdemir ve Tras, 2018). Mikrobiyolojik ydntemler (mikrobiyal
inhibisyon testleri), immunokimyasal yontemler (ELISA, Biochip Array Based
Immunassay gibi) ve biyosensorler en sik kullanilan tarama yontemleridir.
Calismada kullanilan biochip array based immunoassay yontemi bir tarama testi
olup, caligma prensibi kompetetif immunokimyasal reaksiyonlara dayanir (Randox

Kullanim Kitapc¢igi, 2016).

Calismada, biochip array based immunassay yontemlerinden olan,
Antimikrobiyal Array II (AM II) ve Beta Laktam Array (BLACT) ile ¢alisilmistir.
AM 1II yontemi ile 6 farkli antimikrobiyal grup es zamanli analiz edilebilirken,

BLACT yontemi ile 3 farkli antimikrobiyal aymi anda kantitatif olarak tespit



edilebilir. Biochip array yontemi, antimikrobiyal grup bazinda 6l¢iim yapmaktadir.
Uygulama kitap¢iginda, Olciim yaptigi antimikrobiyallere ait bireysel duyarlilik
oranlar1 belirtilmistir. Duyarlilik oranlarimin uygulanmasiyla, bireysel antimikrobiyal
konsantrasyonlar1 kabaca belirlenebilmektedir. Calisma prensibi ve tarama testi
olmasi géz Oniinde bulundurularak, elde edilen siipheli sonuglarin kromatografik

yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Kromatografik yontemler, spesifikligi ve duyarlilig1 ile kalint1 analizlerinde
hem analiz hem de dogrulama amaciyla kullanilirlar (Yibar, 2011). Yiiksek
performansli  likit  kromotografi (HPLC), likit kromatografi-kiitle-kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC/MS)
kalinti analizlerinde en sik kullanilan kromatografik yontemlerdir. AB 96/23/EC
direktifinde, gidalarda bulunabilecek veteriner ila¢ kalintilarinin yasal kontroliinde

LC-MS/MS ve GC-MS yontemlerinin kullanilmasi kararlastirilmistir (EC, 1996).

Gida degeri olan hayvanlarda antibiyotik kullanimi sinirlandirilmis ve kesim
Oncesi yasal armmma siiresi belirlenmis olmasma ragmen, saha sartlarinda ilag
uygulanan hayvanlar bu siirelere yeterince dikkat edilmeden dogrudan kesime
gonderilebilmektedir. Bu kapsamda, ilag kalintilarinin  kontrolii amaciyla
kesimhanelerde ve et satis yerlerinde rutin ve yeterli bir yasal bir denetim
mekanizmasi bulunmamaktadir. Ilgili saha calismalari ve mevzuatta tanimlanan
hedef numuneler, hayvansal gidalardaki kalint1 kontroliiniin kesim sonrasi alinan ve
gida degeri olan dokular iizerinden yiiriitiildiigiinii gdstermektedir. Kesim sonrasinda
maksimum kalint1 limitlerini agtig1 tespit edilen gidalar i¢in yapilabilecek tek sey soz
konusu gidanin imhasidir. Ekonomik ve sahada genellikle uygulanabilir
olmamasindan dolayi, bu siire¢ ya halk sagliginin riske girmesiyle ya da yetistirici
icin ekonomik kayipla sonlanmaktadir. Bu nedenle antimikrobiyallerin kesim
oncesinde tespit edilebilecegi pratik bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Kalinti
varhiginin kesim Oncesi alman biyolojik orneklerle tespit edilmesi ve gerekli
goriilmesi durumunda kesimin ertelenmesi kalinti siirecinin yOnetilebilmesini
saglayacaktir. Boylece hem halk sagligmin, hem yetistiricinin, hem de iilke

ekonomisinin korunmasina katkida bulunulacaktir.



Bu calismada tedavi dozlarinda uygulanan antimikrobiyallerin, danalarinin
kesim Oncesi serum, agiz sivist ve digki; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas
orneklerinde tespit edilip edilemedigi, tespit edebilme durumunda ise hangi
orneklerde saglikli sonuglar alindiginin belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica yasal
arinma siiresi sonunda alinan karaciger, bobrek ve kas orneklerindeki kalinti
diizeyleri incelenerek, prospektiiste belirtilen yasal arinma siireleri ile uyumu

degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Veteriner Hekimliginde Antimikrobiyal ila¢ Kullanim

Antimikrobiyaller, ¢esitli bakteri, mantar ve aktinomisetler gibi canli
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen veya kimyasal yoOntemlerle sentezlenen,
mikroorganizmalarin gelismesini durduran ya da dldiiren bilesiklerdir (Sener, 1990;

Kayaalp, 1991; Sanli ve Kaya, 1994).

Antimikrobiyaller, iretilis amacina uygun olarak, hastaliklarin tedavisi
amactyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Boylece, hastaliklarin neden olacagi 6nemli
kayiplar ciddi boyutlara ulasmadan engellenebilmektedir. Bu nedenle de hayvanlarin
sagligr ve refahinin siirdiiriilebilirligi agisindan degerli araglardir. Bunun yani sira,
diinya capinda artan gida ihtiyacini karsilamak adina olusan maksimum verim ve
minimum kayip anlayisi, antimikrobiyaller i¢in yeni bir kullanim alani yaratmistir.
Bu kapsamda profilaktik amagla ya da gelisimlerine katki saglamak adina yem
katkis1 olarak uzun yillar kullanilmistir (Sener ve Yildirnm, 2002). ABD’de
kullanilan toplam antibiyotigin %84°li veteriner hekimlikte, bunun da %78,5’1
profilaktik ve biliylime hizlandirict olarak, %.5,7’si de tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Oru¢ ve digerleri, 2007). 1997 yilinda, Avrupa Birliginde
hayvancilik alaninda kullanilan antimikrobiyallerin %31’inin gelisimi artirmak
amaciyla yem katkist olarak kullanildigi bildirilmistir (Ungemach, 2000).
Antimikrobiyallerin yem katki maddesi olarak kullanimi, bakteriyel direng gelisimi
ve kalint1 konusunda halk saglig1 agisindan ciddi endise yaratmistir. Bu kapsamda,
2006 yili itibariyle AB’nde ve Ulkemizde antibiyotik biiyiime faktdrlerinin ¢iftlik
hayvanlarinda yem katkis1 olarak kullanimi tiimiiyle yasaklanmistir (EC, 2003; TGK,
2006).

Antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda ilk siralarda yer
almaktadir (Topal, Senel, Topal ve Obek, 2015). Tiirkiye’de 2006 verilerine gore,
veteriner hekimliginde ila¢ gruplart bakimindan toplam tiiketimin %77 sini
antibakteriyaller olusturmaktadir (VISAD, 2006). Hayvan saghginda yaygin olarak
kullanilan antimikrobiyal gruplar beta-laktamlar, makrolidler, aminoglikozidler,

tetrasiklinler, kinolonlar, amfenikoller ve polimiksinler’dir (Despande, 2002).



2.2. Cahismada Kullanilan Antimikrobiyal Gruplar

Bu boliimde, ¢alismada kullanilan antimikrobiyallerin grup ve bireysel

ozelliklerinden bahsedilecektir.
2.2.1. Beta-Laktamlar

Beta-laktam grubu antibiyotikler, glinimiizde en yaygin kullanilan ve beta-
laktam halkas1 olarak adlandirilan ortak molekiilleri ile digerlerinden ayrilan 6nemli
bir gruptur. Gelistirilen beta-laktam grubu antibiyotiklerin tiimii, ortak molekiil olan
beta-laktam halkasina bagli aminoasitler {izerinde yapilan modifikasyonlar

sonucunda sekillendirilmistir (Sanli ve Kaya, 1991).

Beta-laktamlar, alt grup ve etken maddeye bagli olarak Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere kars1 etkilidir. Temel olarak hiicre duvar sentezini bozarak ve bakterilerin
otolizin ve murein hidrolaz gibi otolitik enzimlerini aktive ederek bakterisit etki
gosterirler. Bakterinin, hiicre duvari yapisinda bulunan peptidoglikan sentezinin
transpeptidasyon asamasinda gorevli olan transpeptidaz ve karboksipeptidaz
enzimlerinin inhibisyonuna, hiicre duvar biitiinliigliniin bozulmasina, ozmotik direng

kaybina ve oliimiine neden olmaktadir (Sar1, 2005; Ayaz, 2008).

Beta-laktam grubu antibiyotikler kimyasal yapilarina gore; penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar olmak iizere dort alt gruba
ayrilmislardir. Calismada kullanilan beta-laktam grubu antimikrobiyallar, penisilinler

ve sefalosporinlerdir.
2.2.1.1. Penisilinler

Tiim penisilinlerde ortak yapi1 6-aminopenisilanik asittir. Bu yap1 bir
tiazolidin halkas1 ve bu halkaya bagli dortlii bir beta-laktam halkasindan olusur.
Gilintimiize kadar pek cok penisilin tiirevi gelistirilmistir. Bunlarin bazilar1 kiiltiir
ortamma On maddelerin katilmasiyla (biyosentetik), bazilar1 da 6-APA’e bazi

gruplarin baglanmasiyla yari-sentetik olarak elde edilmistir (Sanh ve Kaya, 1991).

Penisilinler; Dogal Penisilinler (Penisilin G, Penisilin V), Aminopenisilinler

(Ampisilin,  Amoksisilin),  Karboksipenisilinler  (Karbenisilin,  Tikarsilin),



Ureidopenisilinler (Piperasilin, Mezlosilin), Penisilinaza Direngli Penisilinler
(Metisilin, Oksasilin), Beta-laktamaz Inhibitorleri (Klavulanik Asit, Sulbaktam)
olmak tizere 6 grupta siniflandirilirlar (Aydemir, 2004; Balc1, 2007).

Penisilin G, Penicillium chrysogenium mantarlarindan elde edilir (Sanli ve
Kaya, 1991). Penisilin iiretecek olan mantarin tiiriine ve kiiltiir ortamlarina eklenen
6n maddenin g¢esidine gore tiretilen biyosentetik penisilinler; penisilin F, -G, -X, -O, -
V ve —K diye isimlendirilir. Dogal penisilinlerden yalnmizca Penisilin G tedavi
bakimindan 6nem tasir (Sanli ve Kaya, 1991). Gram (+) bakterilere kars1 etkindir.
Mide asidine dayaniksiz olduklarindan parenteral yolla uygulanirlar (Botsoglou ve
Fletouris, 2001). Penisilin G’nin viicutta kalig siiresini artirmak i¢in gesitli organik

tuzlar ile hazirlanmuis ticari formlar1 bulunmaktadir.

Amoksisilin, yar1 sentetik olarak {iretilir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Hem
Gram (+) hem de Gram (-) bakterilere kars1 etkili oldugundan, penisilin G’ye gore
etki spektrumu daha genistir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Mide asitine karsi
dayaniklidir. Beta-laktamaz enzimi tarafindan kolaylikla inaktive edilir. Bu nedenle
cogunlukla, beta-laktamaz inhibitorii olan klavulanik asit ile kombinasyon halinde

kullanilmaktadir.
2.2.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler ilk olarak 1945 yilinda Cephalosporicum acremonium
kiiltiirlerinden izole edilmis olup, penisilinlere molekiiler yap1 ve biyolojik etkinlik

agisindan benzerdir (Abraham ve Loder, 1972).

Yapisal olarak, beta-laktamazlara karsi direnci artiran beta-laktam halkasina
bagli 6 {yeli dihidrotiyazin halkasindan olusur (Sener, 2006). Kimyasal
modifikasyonlarla molekiiler 6zellikleri degistirilerek, birbirinden farkli molekiiler
yap1 ve etki spektrumlarma sahip sefalosporin alt gruplar gelistirilmistir (Onciil,

2002). Bu gruplar, antibakteriyel tedavide siklikla tercih edilmektedir.

Sefalosporinler molekiiler yapilar1 ve etki spektrumlarina gore dort ana grupta
toplanir. Bunlar birinci kusak sefalosporinler (sefazolin, sefalotin, sefaleksin,

sefadroksil), ikinci kugsak sefalosporinler (sefuroksim, sefonisid, sefaklor, sefoksitin),



ticlinci kusak sefalosporinler (seftiofur, sefotaksim, sefoperazon, seftazidim) ve
dordiincii kusak sefalosporinler (sefepim, sefkuinom, sefpirom)’ dir. Birinci kusaktan
dordiincii kusaga dogru Gram (+) etkinlik azalirken, Gram (-) etkinlik artar (Saran ve

Karahan, 2010). Calismada, 3. kusak sefalosporin olan seftiofur kullanilmistir.

Seftiofur, hem Gram (+), hem de Gram (—) bakterilere karsi etkinlik
gosterirken, ayni zamanda beta-laktamaz enzimine karsi da dayaniklidir (Botsoglou
ve Fletouris, 2001). Mide asitinde inaktive olur, bu nedenle parenteral yolla
kullanim1 énerilmektedir (Sanli ve Kaya, 1991; Onciil, 2002).

2.2.2. Makrolidler

Makrolidler ilk olarak, 1952 yilinda topraktan izole edilen Streptomyces
erythreus susundan elde edilmistir (Sivapalasingam ve Steigbigel, 2010).

Makrosiklik lakton halkasina, glikozit baglariyla sekerlerin baglanmasiyla
olusan bir yap1 gosterirler. Lakton halkasindaki karbon atomlarinin sayisina gore

isimlendirilir.

Makrolidler, birgok Gram (+) bakterinin yani sira, bazi Gram (-) bakterilere,
mikoplazma, klamidya, treponema ve riketsiyalara karsi da etkinlik gosteren genis
sepektrumlu antimikrobiyallerdir (Joseph, Moellering ve Moellering, 2003). Bakteri
ribozomunun 50S alt {initesindeki 23S rRNA’nin V bdélgesine geri doniisiimlii olarak
baglanirlar. Bylece RNA bagimli protein sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki

gosterirler (Zuckerman, Qamar ve Bono, 2009).

Eritromisin, klaritromisin, azitromisin, tilosin, tilmikosin, spiramisin,
tulatromisin, roksitromisin ve oleandomisin makrolid grubu antimikrobiyallerin
baslica iiyesidir. Ik olarak izole edilen ve asidik ortamda etki giicii zayiflayan
eritromisinin, bu dezavantajin1 gidermek amaciyla aside dayanikli, yar1 d6mrii uzun,
yiiksek etkinlik, diisiik yan etkili yar1 sentetik yeni makrolidler gelistirilmistir
(Prescott, 2000; Ozansoy, 2013; Kaya, 2002).

Tilosin, Streptomyces fradia susu tarafindan tiretilen, 4’1i tilosin tiirevinin
(tilosin-A, tilosin B, tilosin C ve tilosin D) karisimindan olusur (JECFA, 2009).
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Gram (+) bakterilere ve mikoplazmalara kars1 etkilidir (EMEA, 1997a). Genis etki
spektrumu nedeniyle, hastaliklar1 dnlemek i¢in, uzun yillar yem katki maddesi olarak

kullanilmistir. Avrupa Birligi karar1 ile yem katki maddesi olarak kullanimlari

yasaklanmustir (EC, 1998).

Tilmikosin, tilosin B’nin (desmikozin) kimyasal modifikasyonlar1 ile yari
sentetik olarak dretilmistir (Barragry, 1994; EMEA, 1997b). Tilosin ile benzer
antimikrobiyal spektruma sahip olmakla birlikte, Pasteurella multocida ve
Pasteurella haemolitica’ya karsi da etkilidir (EMEA, 1997b). Damar i¢i yolla
uygulandiginda kardiyotoksik etki gosterebilmektedir (Yan ve digerleri, 2019). Bu
nedenle, deri alt1 yolla uygulanmaktadir. Tiim ticari preperatlar i¢in uygulama dozu
ve uygulama yolu standarttir (10 mg/kg, deri alti-kas i¢i). Siit ineklerinde uzun siiren
yasal arinma siiresi ve kalint1 riski nedeniyle kullanimlar1 yasaklanmistir (Aver ve

Elmas, 2014).
2.2.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklinlerin ilk iyesi, 1948 yilinda Streptomyces aureofaciens
mantarindan izole edilmistir (Tasova, 2010). Yapisinda, 4 halkali hidroksinaftasen

¢ekirdegi ve buna bagl karboksamid grubu igerir (Budavari, 1996).

Tetrasiklinlerin tiimii, Gram (-) ve Gram (+) bakterilerin yan1 sira klamidya,
riketsia ve protozoalara karsi da etki gosteren genis spektrumlu antimikrobiyallerdir
(Landoni ve Errecalde, 1992). 30S’lik ribozomal alt {initeye baglanir ve bakterinin

protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik etkinlik saglar (Yilmaz, 2013).

Tetrasiklinler, temel olarak 2 grupta toplanir. Bunlar, mantarlardan izole
edilen dogal tetrasiklinler (klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve demetilkortetrasiklin) ve
hidronaftasen halkasina yan gruplarin baglanmasiyla olugsan yar1 sentetetik
tetrasiklinlerdir (tetrasiklin, doksisiklin, metasiklin, minosiklin) (Botsoglou ve
Fletouris, 2001). Tigesiklinin 2005 yilinda kullanima girmesiyle, tetrasiklinlerin yeni

bir alt grubu olarak glisilsiklinler tantmlanmistir (Tasova, 2010).

Oksitetrasiklin, 1949 yilinda Streptomyces rimosus Kkiiltiirlerinden elde

edilmistir (Kater, 2006). Genis etki spektrumunun yan sira, antiinflamatuar etkiye de
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sahiptir (Tasova, 2010). Bu 06zelliklerinden dolayi, hastaliklarin 6nlenmesinde ve
bliylimeyi tesvik etmek amaciyla yem katkisi olarak yillarca kullanilmistir
(Botsoglou ve Fletouris, 2001). Oksitetrasiklinin yem Kkatkis1 olarak kullanimi
Avrupa Birligi tarafindan 1971 yilinda yasaklanirken, Tiirkiye de, antibiyotik igeren

yem katki maddelerinin kullanimi 2006 yilina kadar devam etmistir (Tuncer, 2007).
2.2.4. Kinolonlar

Nalidiksik asit, 1962 yilinda sentetik olarak olusturulmus, kinolon grubu ilk
antimikrobiyaldir (Oliphant ve Green, 2002). Kimyasal yapisinda gerceklestirilen

modifikasyonlarla ikinci, tiglincii ve dordiincii nesil kinolonlar gelistirilmistir.

Kinolonlar bakterinin DNA giraz ve tip IV topoizomeraz enzimlerini inhibe
ederek, bakterisid etki gosterir (Oliphant ve Green, 2002). Gram (-) bakteriler
tizerinde giiglii etkinlik gostermeleriyle karakterizedir. Kinolon ¢ekirdegine,
piperazin grubunun eklenmesi ile Gram (-) etkinlik artarken, flor grubunun
eklenmesiyle Gram (+) etkinlik artar (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Gelistirilen yeni
nesil kinolonlar, genisletilmis Gram (-) etkinligin yan1 sira, Gram (+) bakterilere ve

anaerobik mikroorganizmalara kars1 da etkilidir (Y1lmaz, 2017).

Kinolonlar biyoyararlanim ve etki 6zelliklerine gore farkli kusaklara ayrilir.
Birinci kusakta nalidiksik asit, oksolinik asit ve sinoksasin; ikinci kusakta
florokinolonlar olarak da adlandirilan, siprofloksasin, enrofloksasin, marbofloksasin,
danofloksasin ve norfloksasin; Ticlincii kusakta orbifloksasin, levofloksasin,
sparfloksasin ve grepafloksasin; dordiincii kusakta ise travofloksasin, gatifloksasin,

moksifloksasin, gemifloksasin ve sitafloksasin yer alir (Cengiz, 2010).

Enrofloksasin Gram (-) ve Gram (+) bakterilere, eski kusak kinolonlara
direngli olan Pseudomonas spp.’lere ve hiicre i¢i mikroorganizmalara (riketsiya,
klamidya ve mikoplazma) kars1 yliksek antimikrobiyal etkiye sahiptir (Vancutsem,
Babish ve Schwark, 1990; Mitchell, 2006). Genis antimikrobiyal etkinligi nedeniyle
kanatlilarda, sucul canlilarda ve ¢iftlik hayvanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kaya, Yarsan, Baydan, Bilgili ve Seker, 1996; Ozdemir, 2010; Kabaday1, 2014).
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2.2.5. Amfenikoller

Amfenikollerin ilk {iyesi olan kloramfenikol, 1949 yilinda Streptomyces

venezuelae mantarindan izole edilmistir (Wang ve digerleri, 2014).

Amfenikollar, genis etki spektrumuna sahiptir. Gram (-) ve Gram (+)
bakterilerin yani sira, spiroketlere ve riketsiyalara karsi da etkilidir (Kumar, 2017).
Bakterilerin 50S ve 70S ribozomal alt iinitesine reverzible olarak baglanarak, protein

sentezini inhibe eder ve bakteriostatik etki gosterir (Kumar, 2017).

Amfenikol grubunda bulunan antimikrobiyaller kloramfenikol, tiamfenikol ve
florfenikoldiir. Tiamfenikol ve florfenikol, kloramfenikoliin bir tiirevidir (Belda,
Campillo, Manzanares, Cordoba ve Vinas, 2020). Kloramfenikoliin yapisinda
bulunan p-nitro grup, aplastik anemiye neden olur (Dowling, 2013). Bu nedenle
kloramfenikoliin ¢iftlik hayvanlarinda kullanimi yasaklanmistir (EMEA, 1994).
Tiamfenikol ve florfenikolin yapisinda p-nitro grubu bulunmaz (Birdane, Birdane,
Ozdemir, Kabu ve Yavuz, 2015; EMEA, 1996). Calismada, veteriner hekimlikte

yaygin olarak uygulanan forfenikol kullanilmistir.

Florfenikol, kloramfenikoliin yapisal analogudur. Kimyasal formu sayesinde,
kloramfenikolde goriilen yan etkilere neden olmaz ve daha giiclii antimikrobiyal
etkinlik saglar (Birdane ve digerleri, 2015). Bakterilerin 6zellikle 70 S ribozomal alt
tinitesine baglanarak peptidil transferaz enzimini inhibe eder ve bdylece
bakteriostatik etki gosterir (EMEA, 1996) Antimikrobiyal etki spektrumunun
benzerligi ve kloramfenikoliin gosterdigi zararli etkileri gostermemesi ve
kloramfenikoliin ¢iftlik hayvanlarinda yasaklanmasi nedeniyle, florfenikol kullanimi

on plana ¢ikmistir (Yildirim, 1993).
2.3. Hayvansal Gidalarda Kalinti Olusumuna Neden Olan Faktorler

Modern hayvancilik uygulamalarinda, veteriner ilaglarinin kullanimi giivenli

gida iiretimi i¢in son derece dnemlidir.

Tedavi, profilaksi ya da gelisimi artirict amagla gida degeri olan hayvanlara

uygulanan ilaglar, kalinti olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Kalinti, hayvanlara
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dogrudan uygulanan ya da cevresel faktorler dolayisiyla (yem, su, toprak, gibi)
maruz kaldiklari ilaglarin veya metabolitlerinin ¢esitli nedenlerle hayvansal gidalarda

birikmesidir.

Antimikrobiyal kullannminin yayginlagmasi ve ilaglarin kullanim sartlarina
uyulmamasi, kalint1 riskini giindeme getirmektedir. Hayvansal — gidalarda  kalint1
olusumunun 6nlenmesi amaciyla, gida degeri olan hayvanlarda kullanilan tiim ticari
preparatlar i¢in yasal arinma siireleri tanimlanmistir. Yasal arinma siiresi, kullanilan
veteriner tibbi iirliniin, hayvanlara en son uygulandig1 zamanla, bu hayvanlardan gida

elde edilmesi arasinda ge¢mesi gereken siireyi ifade eder (TGK, 2011b).

Biitiin otoritelerce kabul edilmis, kalintt olusumunun en 6nemli nedeni, ilag
icin belirlenmis olan yasal arinma siiresine uyulmamasidir (Filazi, 2012). Yasal
arinma siiresi, saglikli hayvanlar ilizerinde yapilan c¢aligmalarla belirlenmektedir.
Viicutta fizyolojik parametrelerin ve organ fonksiyonlarinin bozulmasi, ilacin
viicuttaki farmakokinetigini degistireceginden bu siireler uzayabilir. Ilacin
metabolizma ve eliminasyonunda gorevli olan organ yetmezlikleri, plazma
proteinlerinin artmasi/azalmasina neden olan patolojik durumlar (gebelik, siroz vb)
ve viicut 1s1smin ylikselmesi gibi organizmaya bagli faktorler ilaglarin viicutta kalis
siiresini degistirebilir (Filazi, 2012). Ornegin, bobrek yetmezliginde penisilin ve
sefalosporinler gibi baglica idrar ile atilan antimikrobiyallerin; karaciger
yetmezliginde ise makrolitler, tetrasiklinler, florokinolonlar gibi karacigerde
metabolize olan antimikrobiyallerin atilim siiresi uzayabilir (Sanl, Filazi ve Kum,

1997; ince ve Filazi, 2007).

Hastalik durumu disinda, hayvanin tiirii, yas1 ve cinsiyeti gibi tamamen
fizyolojik Ozelliklerine gore de ilaclarin atilim ozellikleri degisebilir. Hayvanlarin
karaciger ve bobrek fonksiyonlar: tiire, yasa ve cinsiyete gore farklilik gosterir. Bu
farklilik, ilaclarin viicuttaki proteinlere baglanma derecesinin, metabolizmasinin ve
atiliminin da farkli olmasina ve ilag yar1 dmriiniin degismesine neden olabilmektedir
(Kaya ve Unsal, 2000). Ornegin, ¢cok geng ya da ¢ok yasl hayvanlarin karaciger ve
bobrek kapasitesi diisiik oldugundan, bu hayvanlar daha yiliksek kalint1 riski
tasimaktadir (Botsoglou ve Fletouris, 2001; Mengozzi ve digerleri, 2002).
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Kalint1 olusumunda ilacin uygulandigi canliya bagh faktorler disinda ilaca
ve/veya insan etkinligine bagl faktorler de wvardir. Tim ticari preparatlarin
prospektiisiinde, ilacin uygulanacagi hedef tiir, uygulama dozu, uygulama yolu ve
hazirlanis sekli yer alir. Ilag piyasaya ¢ikmadan dnce alinan tiim giivenlik onaylar1 ve
belirlenen yasal arinma siireleri prospektiiste tanimlanmis kullanim formlart igin
gecerlidir. Prospektiiste yer alan bilgiler disinda ila¢ uygulanmasi, gidalarda kalintiya
neden olabilecegi gibi tedavi edilen hayvanlarda da istenmeyen durumlara yol
acabilir (Kaya, Yavuz, Akar, Liman ve Filazi, 1992). Prospektiiste belirtilen
hazirlanis oranlarina uyulmamasi, daha yiiksek konsantrasyonda ilaca maruz
kalinmasina ve kalint1 riskine neden olur (Filazi, 2012). Kas i¢i uygulanmasi gereken
bir ilag, deri alt1 yolla uygulandiginda daha yavas emilim gostereceginden, viicutta
kalig siiresinin uzayabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Ayrica ilacin,
prospektiiste tanimlanan uygulama yolu disinda kullanilmasi, kalint1 riskinin yani
sira tedavi edilen hayvanda ciddi sorunlara da neden olabilir. Ornegin penisilin G’nin
sodyum ve potasyum tuzlari suda ¢oziiniir oldugundan damar i¢i yolla kullanima
uygundur. Ancak yine ayni penisilin G’nin prokain ve benzatin igeren formlar1 suda
coziinmediginden, yalmzca kas i¢i yolla uygulanmalar1 gerekmektedir (Papich,
2016).

Tarim ve Orman Bakanlig1 24.12.2011 tarith ve 28152 sayil1 Veteriner Tibbi
Uriinler Hakkinda Y®énetmeliginde, etiket dis1 ilag kullanimini veteriner hekimlerin
sorumluluguna birakmigtir (TGK, 2011b). Bu kapsamda, veteriner hekim alternatif
ticari lrlin bulunmamas: halinde, kullanilacak ilacin dozaj rejiminde degisiklik
yaparak etiket dis1 ilag uygulayabilir. Fransa’da, sigirlarda etiket dis1 antibiyotik
kullantminin degerlendirilmesi i¢in yapilan bir ankette; yazilan 3.048 recetenin 404
tanesinde Onerilen dozdan daha yiiksek; 122 tanesinde daha diisiik dozda antibiyotik
uygulandig belirlenmistir. Ayni ¢alisma, 3.010 regeteden 256'sinin dnerilenden daha
sik, 85’inin Onerilenden daha seyrek araliklarla kullanildigini géstermistir (Cazeau ve
digerleri, 2009).

Gegmiste yem katkis1 olarak kullanilan antimikrobiyallerin, subterapotik
dozlarda uzun siireli viicuda alinmasi kronik maruziyete ve kalintiya neden olmustur

(Okerman, Van Hoof ve Debeuckelaere, 1998). Ancak 2006 yilinda AB iilkelerinde
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ve Tiirkiye’de, antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda biiylimeyi tesvik edici amagla
yem katkis1 olarak kullanimi tiimiiyle yasaklanmistir (EC, 2003; TGK, 2006).

Bulundugumuz ekosistemde ¢evre, hayvan ve insan bir biitlin olarak siirekli
etkilesim halindedir. Cevrede bulunan kalintilar hayvanlara, hayvanlarda bulunan
kalintilar, hem besin zinciri yoluyla insanlara, hem de hayvansal atiklarla tekrar
cevreye kolaylikla gecebilmektedir (Sener ve Yildirnm, 2002). Bu nedenle,
gidalardaki kalinti konusu tek tip tek saglik anlayisiyla ele alinmalidir. Aksi halde,
diinya lzerinde ila¢ kullanimi devam ettigi siirece, hayvansal gidalarda ilag

kalintisinin bulunmasi ve degisik diizeylerde tiiketiciye gegmesi kaginilmazdir.

Hayvansal gidalardaki kalintt sorunuyla ilgili goriislerinin belirlenmesi
amactyla 400 klinisyen veteriner hekim ile anket galismasi yapilmistir (Ozen ve
digerleri, 2010). Calisma sonucuna gore, katilimeilarin %67,3’i hayvansal gidalarda
kalintt oldugunu diistinmektedir. Ankete katilan hekimler, kalinti varliginin en
Oonemli nedeninin, muayenesiz ve regetesiz ila¢ satisina bagli “kontrolsiiz ilag

kullanim1” oldugunu bildirmistir.

Bu kapsamda, kalinti varligimin 6nlenmesinde veteriner hekimlere nemli
gorevler diismektedir. Regetesiz ve muayenesiz ilag satisinin yapilmamasi, akilcr ilag
kullanimi, ila¢ uygulamasi sonrasinda yasal arinma siiresi bakimindan hasta takibinin

devam etmesi ve yetistiricilerin bu konuda bilgilendirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
2.4. Gidalardaki ila¢ Kalintilarin Neden Oldugu istenmeyen Etkiler

Gidalarda antibiyotik kalintilarmin bulunmasi istenmeyen etkilere neden
olabilir. Bu etkiler baglica, antibiyotiklere kars1 bakteriyel direng, alerjik
reaksiyonlar, mikroflora dengesizlikleri ve gida endiistrisinde fermente {iriin
tiretimindeki kayiplardir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). 1969'da Amerikan Gida ve
llag Dairesi (FDA), siit, et ve yumurtada bulunan kalintilardan kaynaklanan
potansiyel saglik tehlikesine dikkat ¢cekmis ve 6zellikle penisilin basta olmak {izere
maksimum kalint1 limitlerini asan miktarda antibiyotik iceren gida iiriinlerinin insan

tiiketiminde kullanimin1 yasaklamigtir (Singh ve digerleri, 2014).
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2.4.1. Antimikrobiyal Diren¢ Gelisimi

Halk saghigi ve gida giivenligi icin Onemli bir tehdit olarak goriilen
antimikrobiyal direng, diinyanin pek c¢ok yerinde beseri ve veteriner hekimlik
alanlarinda kiiresel bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kalint1 ve direng iliskisi
iki temel mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan ilki hayvanlarda antibiyotiklere
kars1 gelisen direngli bakterilerin dogrudan besin zinciri ile insana bulagsmast; digeri
ise olusan bu direngli bakterilerin hayvansal atiklar veya biyolojik sivilarla ¢evreye

yayilmasidir (Barza, 2002; Swartz, 2002).

Antibiyotikler, terapotik dozda kullanildiginda, uygulanan doz patojenleri
ortadan kaldirmak i¢in yeterli kabul edildiginden, direng¢ gelistirme riski, kabul
edilebilir smirlar i¢inde degerlendirilmistir. Asil risk, subterapotik dozlarda uzun
streli kullanimla ortaya ¢ikmaktadir (Singh ve digerleri, 2014). Biiylimeyi
destekleyici veya profilaktik amagla uygulanan antibiyotikler, uzun bir siire boyunca,
terapotik konsantrasyondan diisiik miktarlarda viicutta kalir. Bu durum, bakterilerin
antibiyotige karst direngli suslarinin ortaya cikmasina neden olabilir (Pavlov,
Lashsev ve Rusev, 2005). Antibiyotik kalintilarinin, insan viicudunda bulunan
duyarli bakterileri yok ederek, direngli bakterileri baskin hale getirdigi, boylece
hastalik durumunda kullanilan antimikrobiyallerin tedavide basarisiz oldugu

bildirilmektedir (Duru ve Sahin, 2011).

Ciftlik hayvanlarinda enrofloksasin kullanilmasiyla, zoonoz bakterilerin
siprofloksasine kars1 direng gelistirebildigi, gelisen direncgli bakterilerin hayvansal
besinler araciligiyla insanlara gecebildigi ve bdylece bu bakterilerin olusturdugu
enfeksiyonlarin tedavisinde siprofloksasin etkinliginin azalabildigi bildirilmistir

(Hopkins, Davies ve Threfall, 2005; Lee ve digerleri, 2005).
2.4.2. Alerjik Reaksiyonlar

Antibiyotik kalintis1 igeren gidalarin tiiketilmesi, bireysel ila¢ duyarlilig1 olan
bireylerde bir takim reaksiyonlara neden olabilir (Singh ve digerleri, 2014). Ozellikle
beta-laktamlar ve siilfonamidler olmak tizere, neomisin, nitrofuranlar, eritromisin,

spiramisin, novobiyosin ve tetrasiklinler gibi bir¢ok ila¢ hassas kisilerde alerjik
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reaksiyonlara neden olabilir. Gidalarda bulunan antibiyotik kalintisinin, tek basina
alerjik reaksiyonu baglatamadigi ancak, duyarli kisilerde alerjik yanit1 tetikleyebildigi
bildirilmistir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Ila¢ duyarliliginin, toplumun yaklasik
%7’sinde goriildiigli tahmin edilmektedir (Singh ve digerleri, 2014).

Ilag kalintilarinin, insanlarda olusan alerjik reaksiyonlarin énemli bir nedeni
oldugu diisiiniiliir. Ancak, rapor edilmis kalint1 kaynakli alerjik reaksiyon sayis1 fazla
degildir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Gidalardaki ila¢ kalintilarindan kaynaklanan,
akut toksisite sikligina iliskin az sayida belgelenmis rapor bulunmaktadir (Katz ve
Brady, 2000). Hamann, Tolle ve Hesscheu (1979), penisilin kalintis1 igeren eti
tilketen bireyde, anaflaktik reaksiyon gelistigini bildirmistir (Singh ve digerleri,
2014). Ayrica, penisilin enjekte edildikten 3 giin sonra kesilen domuzun etini yiyen
bir kasabin 6ldigi rapor edilmistir (Tschevschner, 1972). Burada, bireysel
duyarliligi olan bireylerde kalinti kaynakli ila¢ alerjisinin nadir de olsa ortaya
cikabilecegi goriilmektedir. Alerji riski, rastlanma siklig1 az olmasina karsin ortaya
cikardig1 etkilerin biiyiikliigii bakimindan goz ardi edilemeyecek kadar 6nemli bir

konudur.
2.4.3. Toksik Etkiler

Gidalarda bulunan antibiyotik kalintilar1 toksik etki gdsterme potansiyeline
sahiptir. Maruz kalinan kalintinin miktarina ve maruziyet siiresine bagli olarak ortaya
cikan toksik etki degisiklik gosterir. Yiiksek konsantrasyonun, kisa bir siire
alinmasiyla akut toksik etki goriiliirken, diisiikk konsantrasyonlarin, uzun siireli
alinmasiyla olusan kronik toksik etkiler karsinojenik, mutajenik veya teratojenik
nitelikte olabilir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Gidalardaki kalintt
konsantrasyonlar1 genellikle, akut toksik etki olusturacak diizeyde degildir (Black,
1984). Bu nedenle kronik toksik etkiler daha yaygin olarak goriilmiistiir.

Kloramfenikol, kemik iligi supresyonu yaparak, aplastik anemi ve 16semiye
neden olur (Kaya, 2018). Dozdan bagimsiz olarak, gidalardaki diisiik
konsantrasyonlar1 dahi bu etkiyi olusturabilir (Polak, Wesseling, Schut, Herxheimer
ve Meyler, 1972). Bu nedenle kloramfenikoliin gida degeri olan ciftlik hayvanlarinda
kullanimi tiimiiyle yasaklanmistir (EMEA, 1994).
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Cesitli toksikolojik caligmalarda nitrofuranlarin, genotoksik ve kanserojen
ozellik gosterdigi ve gida iiriinlerinde kalintilarinin olugsmasindan dolayi insan sagligi
igin risk olusturabilecegi belirtilmistir (Antunes, Machado ve Peixe, 2006). AB’nde,
1993 yilinda furaltadon, nitrofurantoin ve nitrofurazonun hayvansal gida iiretiminde

kullanim1 yasaklanmigtir (EC, 1993).

Fransa, Italya, Ispanya gibi iilkelerde, 1990’l1 yillarda, klenbuterol
uygulanmis sigir  Karacigerini tiiketen kisilerde toksik etkilere rastlandigi
bildirilmigstir (Pulce, 1991; Brambilla ve digerleri, 2000; Garay, 1997; Martinez,
1990; Salleras, 1995; Sporano ve digerleri, 1998). Bu orneklerdeki kalinti tiirii
antibiyotik olmasa da, gida kaynakli kalinti varligimin insan saghgmi etkileyecek

diizeyde gecebildigini gostermesi bakimindan énemlidir.

Tavsan ve siganlarda, florokinolonlarin embriyo tizerinde teratojenik 6zellik
gosterdigi ve oldiiriicti olabildigi bildirilmistir (Guzman, Garcia, Marin, Willoughby
ve Demestre, 2003). Sulfametazinin, erkek sicanlarda tiroid bezi tiimoérlerine neden
oldugu belirlenmistir (Poirier ve digerleri, 1999). AB komisyonu karariyla (EC,

2010), yumurta iireten hayvanlarda sulfametazinin kullanimi yasaklanmaistir.
2.4.4. Intestinal Mikroflora Uzerine Etkileri

Sindirim kanali florasinda bulunan mikroorganizmalar bir denge igerisinde,
fizyolojik gorevlerini siirdiiriirler. Bu yapi, besinlerin ve bazi ilaglarin emilimi,
patojen mikroorganizmalarin kontrol altinda tutulmasi gibi pek ¢ok fizyolojik,

biyokimyasal ve immiinolojik olaydan sorumludur (Tannock, 1998).

Gidalarda kalint1 olarak bulunan antimikrobiyaller, bagirsak mikroflorasini ve
enzim aktivitesini degistirebilir (Botsoglou ve Fletouris, 2001). Florada meydana
gelen herhangi bir degisiklik, endojen bilesiklerin metabolizmasini etkileyebilir ve
ozellikle enterohepatik dolasima giren ajanlarin ve diger ilaglarin etkinligini
degistirebilir (Gorbach, 1993). Mikrofloradaki duyarli bakterilerin 6lmesine ve
direncli bakterilerin ¢ogalmasina neden olabilir. Ayrica, uzun siireli antibiyotik
kalintis1 igeren gida tiiketiminin insanlarda siiperenfeksiyon gelisme riski tasidigi

bildirilmistir (Schenck ve Callery, 1998).
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2.4.5. Gida Endiistrisine Etkileri

Antibiyotik kalintilar1 sadece halk sagligi tizerinde degil, ayn1 zamanda gida
endiistrisinde de sorunlara yol acabilir. Gida degeri olan dokularin antibiyotik
kalintis1 igermesi yogurt, peynir ve sucuk iiretimi basta olmak iizere fermente gida
enduistrisinde, starter kiiltiirlerin tiremesini engelleyerek kalite problemlerine neden

olur (Van Den ve Stobberingh, 2000; Ugur, Nazli ve Bostan, 1999).

Penisilinler, tetrasiklinler, aminoglikozitler siite gecebilen ve kalintiya neden
olabilecek antimikrobiyallerdir. ~ Sitte bulunan antibiyotikler, laktik asit
fermentasyonunu kismen ya da tamamen inhibe ederek, pihti olusumunu engeller
bdylece, tat ve doku problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Singh ve digerleri,
2014). Penisilinlerin diisiik konsantrasyonlarinin 0,05-0,01 (IU/ml) dahi starter kiiltiir

aktivitesinin yavaslamasina neden olabildigi bildirilmistir (Ardi¢c ve Durmaz, 2006).

Sucuk iiretiminde ise, etlerde bulunan ilag kalintilari, nitrat rediiktazin
etkinligini inhibe ettiginden, nitrozomiyoglobin sekillenemez ve sucugun dogal rengi
olusamaz (Kaya ve Unsal 2013). Botsoglou ve Fletouris (2001), sosis iiretiminde
goriilen fermentasyon basarisizliginin, ham maddede penisilin ve tetrasiklin gibi
antimikrobiyal ila¢  kalintilarinin = varhigindan  kaynaklandigim1i  ve  bu
konsantrasyonlarin penisilin i¢in 0.9 ve 1.6 IU/g ve tetrasiklin igin 4 ve 1.9 g/g
oldugunu bildirmistir.

2.4.6. Ekosistem Uzerindeki Etkileri

Antibiyotik kalintilarinin insan ve hayvan sagligi yanininda ¢evresel boyutu
da vardir. Insanlara ve hayvanlara uygulanan antimikrobiyaller, %10-90 arasinda
diskiyla atilmakta ve bir sekilde topraga, suya ve yem maddelerine (otlara, sebze,

meyve) karismaktadir (TUBA, 2017).

Ilaglar kolay uygulanabilmeleri ve uzun siire boyunca etkin kalabilmeleri
amaciyla olabildigince dayanikli ve sivi fazda hareketlilikleri yiiksek olarak
uiretilirler. Bu 6zelliklerinden dolayi, ilag igindeki aktif maddeler ve metabolitleri,
ekosistemde kolaylikla birikim ve dagilim gosterebilir (Ruhoy ve Daughton, 2008;

Duong ve digerleri, 2008). Antibiyotikler, konvansiyonel aerobik ¢amur sistemleri
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ile aritilamadigindan aritma tesisi ¢ikis sularinda bulunabilir (Kim ve Aga, 2007;
Kiimmerer, 2009). Beseri ve veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilan ampisilin
ve eritromisinin, atik sularda en ¢ok goriilen antibakteriyeller oldugu bidirilmistir

(Kiimmerer, 2001; Zuccato, Castiglioni ve Fanelli, 2005).

Danimarka’da yapilan bir ¢alismada, domuz ¢iftliginde sivi hayvan giibresi
kullanilan tarlalarda, tetrasiklin direngli bakteri prevelansinin arttig1 rapor edilmistir

(Wegener, 2003; Flamm 2010).

Lemus ve digerleri (2008), ¢iftlik hayvanlarinin karkaslarinda bulunabilecek
antibiyotik kalintilarinin, vahsi yasam popiilasyonlarina gegebilecegini One
stirmistiir. Pek ¢cok Cinereous (%57) ve Egyptian (%40) akbabalarinin plazmasinda
yiikksek konsantrasyonlarda antibiyotik bulundugu, tiim Cinereous akbabalarin
karaciger Orneklerinde 1ise enrofloksasin ve siprofloksasin tespit edildigi
bildirilmistir. Antibiyotiklerin bilingsiz ve yaygin kullanimi, g¢evreye sacilimini
artirmakta ve kisir bir dongii igerisinde devam ederek ekosistemdeki tiim paydaslarin

sagligini tehdit etmektedir.
2.5. Gidalardaki Ila¢ Kalintilarina Toplumsal Yaklagim

Son donemlerde, gidalarda bulunan ila¢ kalintilarinin resmi otoritelerce tespit
edilerek ifsa edilmesi ve bu konunun medyada siklikla yer almas: tiiketicide ciddi bir
farkindalik yaratmistir. Ancak bu farkindalik bir takim endiseleri de beraberinde
getirmistir. Tiiketiciler bugiin, ozellikle hayvansal kaynakli gidalarin dogal ve
giivenilir olduguyla ilgili ciddi kaygi tasimaktadir (Kaya ve Unsal 2013). Demir ve
Aydin (2018), hayvan yetistiriciliginde kullanilan hormon ve antibiyotiklerle ilgili
haberlerin, kanath eti tiiketimini etkileyip etkilemedigini tespit etmek amaciyla 475
tilkketiciyle anket calismasi yapmustir. Anket sonuglarma gore, Kars ilindeki
tilkketicilerin %70’inin tavuk etini riskli olarak gordiikleri ve ozellikle gelir seviyesi
yiiksek olanlarin tiiketimlerini biiyilik 6l¢lide azalttigi, gelir durumu diisiik olanlarin
ise cikan haberler nedeniyle yasanan fiyat diismesine bagli olarak tiiketimlerini
artirdiklart belirlenmistir. {lag kalintilarinin neden oldugu bu kaygr durumu, pek ¢ok
kisiyi giivenli-pahali gida ile gilivensiz-ucuz beslenme arasinda bir se¢cim yapmaya

zorlamaktadir.
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Hayvansal gidalarla ilgili yasanan bu giiven bunalimini ortadan kaldirmak
adina, "herkes i¢in giivenli gida" anlayisiyla hareket edilerek, hayvansal gidalarda
bulunabilecek kalint1 diizeylerinin simirlandirilmasi ve ulusal/uluslaras1 otoriteler
tarafindan belirlenen kriterlere gore kontrollerinin yapilmasi biiyilk 6nem arz

etmektedir (Yibar ve Soyutemiz, 2013; Kaya, 2018).
2.6. Antibiyotik Kalintilarina fliskin Yasal Diizenlemeler ve Kalint1 Kontrolii

Ulkemizde gida giivenilirliginin saglanmasi, insan ve hayvan saghginin
korunmasina yénelik olarak, Avrupa Komisyonu (EC), Avrupa Ilag Ajansi (EMA),
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Amerikan
Gida ve llag Dairesi (FDA), Diinya Hayvan Saghg Teskilati (OIE) ve Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) gibi gida giivenligi ve halk saglig1 alanlarinda
faaliyet gosteren uluslararasi kuruluslarla igbirligi yapilmaktadir (Alper, 2005).

Antibiyotik kalintilarinin istenmeyen etkilerinin Oniine gegmek ve tiiketici
saghigim1 korumak adina, veteriner hekimlikte kullanilan ilaglarin gidalarda
bulunabilecek  miktarlarina  diizenleme  getirilmistir. Hayvansal  gidalarda
bulunmasina izin verilen farmakolojik aktif madde miktari, gida otoriteleri tarafindan
belirlenen maksimum kalinti limitleri ile sinirlandirilmistir (EC, 2010; FAO/WHO,
2018; TGK, 2017).

Maksimum kalint1 limitleri, AB Mevzuati ile uyumlu olarak Tarim ve Orman
Bakanhigr "Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siiflandirilmasi ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi" ile
belirlenmistir (TGK, 2017). Ilgili yonetmelikte, besin degeri olan hayvanlarda
kullanimina izin verilen farmakolojik aktif maddelere ait maksimum kalint1 limitleri
ile, insan saglig1 agisindan tehlikeli olmasi nedeniyle gida elde edilen hayvanlarda
kullanim1 yasakli olan aktif maddeler yer almaktadir. 2003 yilinda AB ile uyumlu
olarak hazirlanan teblige gore (TGK, 2003), besi hayvanlarinda kullanilan hormon ve
benzeri maddelerin anabolik amagla kullanimi, imali, ithalati ve piyasaya arzina

iliskin yasaklamalar ve sinirlamalar getirilmistir.
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AB ile uyumlu olarak 2006 yilinda yayinlanan "Yem Katkilar1 ve
Premikslerin Uretimi, Ithalati, ihracati, Satist ve Kullammi Hakkinda Tebligde
Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig" kapsaminda antibiyotiklerin gelisimi tesvik
edici amagla, yem katki maddesi olarak kullanimi yasaklanmistir (EC, 2003; TGK,
2006).

Tiirkiye’de 2013 yilinda yiiriirliige giren "Hayvan Beslemede Kullanilan Yem
Katki  Maddeleri Hakkinda  Yonetmelik" uyarinca  koksidiyosatlar  ve
histomonostatlar disinda antibiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullanilmasi
yasaklanmustir (TGK, 2013). Ilgili yonetmelik ve tebligler ile kullanim1 yasaklanan,
siirlandirilan veya sarta baglanan farmakolojik maddelerin hayvansal gidalardaki

varligl/ miktarlari yasalara uygunluk bakimindan diizenli olarak kontrol edilmelidir.

Bu amacla olusturulan kalinti izleme programlarinda kalintis1 aranacak
maddelerin listesi ve kalint1 aranacak gida maddeleri AB’nin 96/23/EC direktifinde
ifade edilmistir (EC, 1996). Bu direktifle uyumlu olarak, Tarim ve Orman Bakanlig1
tarafindan 17.12.2011 tarihli 28145 sayili resmi gazetede yaymlanan "Canli
Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kalintilarmin
Izlenmesine i¢in Alinacak Onlemlere Dair Yonetmelik" esaslarina gore ulusal kalint:
izleme plan1 uygulanmaktadir (TGK, 2011a). Bu kapsamda, Bakanlik tarafindan
2013/09 sayili "Canli Hayvan ve Hayvansal Uriinlerde Kalint1 Izleme Genelgesi" ile
kalint1 izleme konusunda yetkili referans laboratuvarlar belirlenmistir (TGK, 2013).
Bu laboratuvar Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligii, Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisit Miidiirligii, Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii, Izmir Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii, Ankara Gida Kontrol
Laboratuvar Miidiirliigii ve TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’dir.

Ayrica, 2018 yilinda veteriner hekimlikte baslatilan e-recete uygulamasiyla,
gida degeri olan hayvanlarda kullanilan ilaglarin ve kalinti arinma siirelerinin
veteriner hekimler, mezbahalar, isletmeler ve bakanlik tarafindan izlenebilmesi ve

boylece “Ulusal Kalnt1 Izleme Plani’na katki saglanmasi planlanmaktadir (Kaya,
2018).
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2.7. Antimikrobiyal Kalinti Analizinde Kullanilan Yontemler

Gida kaynakli ilag kalintilarinin tespitine yonelik pek cok analitik yontem
gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bu yontemler, tarama ve dogrulama metotlar
olarak baslica iki grupta incelenebilir. Tarama metotlar1 ¢alisma prensibine gore
mikrobiyolojik metotlar, immunokimyasal metotlar ve biyosensorler olarak
smiflandirilmaktadir (Ozdemir ve Tras, 2018). En sik kullanilanlar1 mikrobiyolojik

ve immunokimyasal yontemlerdir.

Mikrobiyolojik yontemler, sivi ya da kati ortamda kontrollii bir sekilde
bulunan Bacillus spp, Escherichia coli veya Streptococcus thermophilus gibi
mikroorganizmalarin, bulundugu ortamda meydana getirdigi degisimlerin izlenmesi
esasmna dayanir. Ortamda antibiyotik varsa bu mikroorganizmalar inhibe olur,
antibiyotik yoksa faaliyetlerine devam eder. Buna gore ortamda antibiyotik varlig
belirlenir. Bu yontem ile antibiyotiklerin belirlenme diizeyi sinirhidir, antibiyotik
varligr belirlense dahi mikrobiyal inhibisyonun hangi antibiyotik tiirlinden
kaynaklandig1 spesifik olarak tespit edilemez (Ozdemir ve Tras, 2018). Ayrica gida
maddelerinde katki ve koruyucularin bulunmasi hatali negatif sonucglarin elde
edilmesine neden olabilir (Chiffmann, Schiitz ve Wiesner, 1992). Buna Kkarsin,
uygulama yoOnteminin kolay ve ekonomik olmasi, ¢ok sayida Ornegin hizlica
taranabilmesi, tespit edebildigi antimikrobiyal ¢esidin fazla olmasindan dolay1
pratikte siklikla tercih edilirler (Mitchell, Griffiths ve McEwen, 1998).

Immunokimyasal metotlar ise, antijen-antikor reaksiyonu sonucu olusan
kompleksin, enzim-substrat ile goriiniir hale getirilmesi ve spektrofotometrik
cihazlarla ile okunmasi prensibine dayanan yari kantitatif yontemlerdir (Yibar,
2011). Kullanimlarinin pratikligi, analizin kisa siirede sonuglanmasi ve yiiksek
duyarlhiliga sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilirler (Ozdemir ve Tras, 2018). Sahada
siklikla kullanilan ELISA (enzym-linked immuno sorbent assay) ve calismada
kullanilan biochip array based immunoassay yontemi, immunokimyasal analiz

yontemlerindendir.

Biochip array based immunoassay, idrar, diski et, siit ve bal gibi matrikslerde

kalint1 analizi i¢in kullanilan immiinokimyasal tabanli bir tarama yontemidir (Orug,
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Rumbeiha, Ensley, Olsen ve Schrunk, 2013). Bu yontem seg¢ilen matrikste, tek
ekstraksiyonla, farkli antimikrobiyal gruplar1 es zamanli olarak analiz ederek yari-
kantitatif sonu¢ verir (Randox Kullanim Kitap¢igi, 2016). Biochip array tekniginde
farkli antimikrobiyal gruplar i¢in antimikrobial array (AM) I, II, 11, IV ve beta-
laktam array (BLACT) gibi farkli kitler bulunmaktadir. Calisma kapsaminda AM 11
ve BLACT kitleri kullanilmistir.

Kompetatif immunokimyasal reaksiyon, iizerinde ayr1 test noktalari bulunan
ve 3x3’lik 9 kuyucuktan olusan "carrier'lerin yiizeyinde gerceklesmektedir.
Yiizeyde bulunan test noktalari, farkli antimikrobiyallerin es zamanli analizini saglar.
Bu sistem, her bir kuyucukta bir numunenin, toplam bir carrierde ise 9 numunenin

calisilmasina olanak verir (Sekil 1).

Sekil 1. Carrier ve yiizeyinde bulunan test noktalari.

Biochip array based immunoassay, kompetatif immunokimyasal reaksiyona
ve bu reaksiyon sonucu olusan sinyalin okunmasi prensibine gore calisir. Bu
prensipler sekil 2° de basamaklar halinde (1-6) gosterilmistir. Buna gore, analizi
yapilacak 6rnek veya standartlarin ve reaktiflerin kuyucuklara eklenmesi (Sekil 2.1)
ve carrierin, karanlik ortam saglayan 1siticili karistiricida (thermoshaker) inkiibe
edilmesiyle (Sekil 2.2), immunokimyasal reaksiyon gergeklesir. Reaksiyonun
tamamlanmasindan hemen sonra sinyal reaktifinin eklenmesiyle (Sekil 2.3),
kuyucugun yiizeyindeki farkli test bolgelerinde olusan kemiliiminesansin
(immunokimyasal reaksiyon sonucu olusan 1sima) goOriinlir olmasi saglanir.
Carrierlerin okutulmasi, sistemin bir parcasi olan Evidence Investigator cihazi
tarafindan otomatik olarak gerceklestirilir (Sekil 2.4). Reaksiyon sonucu kuyucuklar
tizerindeki ayr test bolgelerinin her birinden tretilen 151k sinyali ayn1 anda algilanir

(Sekil 2.5). Kullanilan yazilim programi sayesinde, reaksiyonlardan iiretilen 1s1k
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sinyali, konsantrasyona gevrilerek (Sekil 2.6), sayisal veriler elde edilir (Randox

Kullanim Kitapgigi, 2016).

Sekil 2. Biochip array based immunassay ¢alisma prensibi (1-6).

Biochip array yontemi, antimikrobiyal grup bazinda 6l¢iim yapmaktadir. Bu
nedenle, rutin tarama amaciyla yapilan analizlerde, tespit edilen konsantrasyonlarin,
antimikrobiyal grup igerisindeki hangi bilesikten kaynaklandigini belirlemek
miimkiin degildir. Bu ¢alismada ise, deney grubunda bulunan hayvana uygulanan
antibiyotik bilindigi i¢in, sonuclarda meydana gelen yiiksekligin (kitapgikta bildirilen
duyarlilik oranlar1 uygulanarak) antimikrobiyol grup igerisindeki hangi bilesikten

kaynaklandig1 belirlenebilmistir.

Tarama testleriyle, genellikle antimikrobiyal etkiye sahip herhangi bir
antibiyotigi veya belirli bir antibiyotik grubunu nitel yada yari nicel olarak tespit
edebilirken dogrulama yontemleriyle genellikle numunede bulundugu diisiiniilen ya
da daha onceden belirlenen hedef bilesiklerin bireysel analizi nicel olarak yapilir
(Ozdemir ve Tras, 2018). Kromatografik yontemler, spesifikligi ve duyarlilig
nedeniyle kalinti analizlerinde 6nemli yere sahiptir (Yibar, 2011). Hem bireysel
analiz hem de dogrulama amaciyla kullanilirlar. HPLC, LC-MS/MS ve GC-MS
kalint1 analizlerinde en sik kullanilan kromatografik yontemlerdir Ciddi laboratuvar
alt yapist ve uzman personel gerektirdiginden sahada yaygin olarak kullanimi
ekonomik ve pratik degildir. Buna karsin, tarama metotlari, cok sayida antibiyotigi
hizli ve ucuz bir sekilde analiz edebilmesi nedeniyle kabul gérmiis ve sagladigi
avantajlardan dolay1 yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Ancak bu yontemlerin,
calisma prensibi dolayisiyla numunedeki analit konsantrasyonunu kesin ve eksiksiz
olarak tespit etmesi beklenemez. Miktarlarin net olarak tespiti dogrulama

yontemleriyle yapilir (Yibar, 2011). Bu nedenle, kalint1 varligi ve miktari ile ilgili
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kesin yargiya varabilmek igin tarama testleri ile elde edilen sonuglarin kromatografik

yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

AB 96/23/EC direktifinde de belirtildigi tizere, gidalarda bulunabilecek
veteriner ilag kalintilarinin yasal kontroliinde LC-MS/MS ve GC-MS yo6ntemlerinin
kullanilmas: kararlastirilmistir (Coskun, Erdogdu ve Ozdemir, 2012; Daeseleire,
Vandeputte ve Van Peteghem, 1998). AB kriterlerine gore, diger test yontemleriyle
tespit edilen kalintt konsantrasyonlarinin tolerans limitini astig1 beyan edilmeden
once, LC-MS/MS veya GC-MS gibi yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir
(Stolker ve Brinkman, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Deney ve Kontrol Grubu Hayvanlar

Calismanin ciftlik ve hayvan uygulamalar1 kismi, gerekli etik kurul onayi
(06.05.2014, Karar No: 2014/08/01) alindiktan sonra Balikesir’in Bandirma ilgesinde
bulunan Banvit A.S’nin besi ¢iftliginde, 2015 yili Temmuz ve Ekim aylar1 arasinda

gerceklestirildi.

Calismada kesim yasina ulasmis, 1,5 yasinda, Holstein 1rki toplam 32 erkek
dana kullanildi. Her bir antimikrobiyal ila¢ i¢in 3’ii deney 1’i kontrol olmak iizere 4

adet besi danasindan olusan ¢alisma grubu olusturuldu.

Ayni ¢alisma grubunda bulunan deney ve kontrol grubu hayvanlar, kulak
kiipe numaralarina gore kaydedildi ve ayni padok igerisinde barindirildi. Her bir

hayvana ait gilinliik beden 1sis1, yem tiiketimi, canli agirlik artis1 ve genel saglik

durumuna ait veriler kayit altina alind1 (Sekil 3).

Sekil 3. Hayvanlarin genel kontrollerinin yapildig1 ve numunelerin alindig1 ortamlar.
3.1.2. Caliymada Kullanilan Antimikrobiyaller ve Uygulanma Prosediirleri

Calismada, veteriner hekimliginde sahada yaygin olarak kullanilan toplam 8
antimikrobiyal tercih edildi ve prospektiis bilgileri dogrultusunda tedavi dozlar1 esas

alinarak deney grubundaki hayvanlara uygulandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Calismada kullanilan ilaglarin prospektiis bilgileri.

Antimikrobiyal Ticari Firma g e Yasal Arinma
Bilesik Adi Adi Dozu Yolu Siiresi Siiresi
Seftiofur Clinexin %5 Bavet Img/kg ca im 1x1, 5 glin 7 giin
Enrofloksasin Baytril Bayer 5 mg/kg ca im 1x1, 5 glin 14 giin
Amoksisilin- . . . .
Klavulanik asit Synulox Zoetis 1ml/20 kg ca im 1x1, 5 giin 20 giin
Tilosin Tylan R 200 Elanco 10 mg/kg ca im 1x1, 5 glin 21 giin
Oksitetrasiklin Tenaline LA Ceva 20 mg/kg ca im 1x3, 2 doz 28 giin
Florfenikol Florvil Vilsan 20 mg/kg ca im 1x2, 2 doz 30 giin
Penisilin G- Penoksal LA Vilsan 1ml/20 kg ca im 1x1, 4 giin 60 giin
Streptomisin
Tilmikosin Makrovil Vilsan 10 mg/ kg ca sC 1x1, 1 giin 60 giin

LA: Uzun etkili, im: Kas igi, sc: Deri alt1

3.1.3. Numunelerin Toplanmasi

Deney ve kontrol grubunda bulunan tiim hayvanlardan kesim oncesi, agiz
stvist (20 ml), kan (4 tiip), disk1 (100 g); kesim sonrasi ise karaciger (200 g), bobrek
(200 g), but (200 g), konturfile (200 g) ve pengeta (200 g) numuneleri alind1. Ug
disk1

farkl1 bolgeden toplanan kas Ornekleri birlestirildi. Kan, agiz sivisi ve

numuneleri, ila¢ uygulamasindan 6nce (0. giin) ve ila¢ uygulamalari tamamlandiktan
sonra her bir antimikrobiyal i¢in Tablo 2’de belirtilen giinlerde toplandr (Sekil 4).

Karaciger, bobrek ve kas numuneleri ise yasal arinma siiresi sonlandiktan sonraki

kesim giinlinde alind1 (Sekil 5).

Tablo 2. Numunelerin toplanma giinleri.

Etken Madde Yasal Arinma Siiresi Numune Toplama Giinleri
Seftiofur 7 giin 0 1 3 7 - - -
Enrofloksasin 14 giin 0 1 3 10 14 - -
Amoksisilin-Klavulanik asit 20 giin 0 1 3 10 15 20 -
Tilosin 21 giin 0 1 3 10 15 21 -
Oksitetrasiklin 28 giin 0 1 3 10 20 25 28
Florfenikol 30 giin 0 1 3 10 20 25 30
Tilmikosin 60 giin 0 1 3 10 30 50 60
Penisilin G-Streptomisin 60 giin 0 1 3 10 30 50 60
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Alinan numuneler kiipe numaralarina ve numune alma giinlerine gore
etiketlendi ve ayn1 giin soguk zincir altinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Laboratuvarina getirildi. Penisilin ve amoksisilin
gruplarma ait drnekler -80 °C’de, diger gruplara ait numuneler -18 °C’ de analiz

giiniine kadar muhafaza edildi.

Sekil 5. Kesim sonras1 doku ve organ numunelerin toplanmasi ve etiketlenmesi.

3.1.4. Analizlerde Kullanilan Kitler

Antimikrobiyal bilesiklerden seftiofur, enrofloksasin, tilosin, oksitetrasiklin,
florfenikol ve tilmikosinin analizlerinde Antimicrobial Array Il (AM 11) EV 3524
(Sekil 6), penisilin-streptomisin ve amoksisilin-klavulanik asidin analizlerinde ise
Beta-Lactam Array (BLACT) EV 3793 (Sekil 7) olmak tizere iki farkli test kiti
kullanildi. Analizlerde AM II ve BLACT test kitlerinin igerisindeki solventler ve
kullanima hazir olarak bulunan ayni anda kimyasal 151k veren immiino-reaksiyonlarin

gerceklestigi 9 kuyucuga sahip carrierler ile ¢alisildi (Sekil 8 ve Sekil 9).
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Sekil 6. AM Il EV 3524 test Kiti. Sekil 7. BLACT 3793 test kiti.

Sekil 8. Kit igerisindeki biochip carrier. Sekil 9. Kit igerisindeki malzemeler.

3.1.5. AM II ve BLACT Analizlerinde Kullanilan Kimyasallar, Cozeltiler ve

Hazirlanmasi

e AM Il Assay Diluent (AM 1l DIL ASY)/ BLACT Assay Diluent (BLACT DIL
ASY) (Randox, AM II EV 3524/ BLACT EV 3793, Birlesik Krallik). Kit
icerisinde kullanima hazir olarak bulunmaktadir.

e AM Il Conjugate (AM Il CONJ)/ BLACT Conjugate (BLACT CONJ)
(Randox, AM II EV 3524/ BLACT EV 3793, Birlesik Krallik). Kit igerisinde
konsantre olarak bulunmaktadir.

e AM Il Conjugate Diluent (AM 11 DIL CONJ)/ BLACT Conjugate Diluent
(BLACT DIL CONJ) (Randox, AM II EV 3524/ BLACT EV 3793, Birlesik
Krallik). Kit igerisinde kullanima hazir olarak bulunmaktadir.

e Working Strength Conjugate (WSC). Kit igerisinde bulunan AM II DIL
CONJ/ BLACT DIL CONJ’tan 1 ml alinarak AM II CONJ/ BLACT CONJ’1n
igerisine ilave edildi. 20-25°C’de sistemin kendi Kkaristiricist  olan
thermoshakerda 15 dk karistirildi. Dilue edilmis AM II CONJ/ BLACT
CONJ’'in AM 1T DIL CONJ/ BLACT DIL CONJ ile 1:9 oraninda dilue

edilmesiyle hazirlandi.
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e LUM-EV805 ve Peroxide (Randox, AM Il EV 3524/ BLACT EV 3793
Birlesik Krallik). Kit i¢erisinde kullanima hazir olarak bulunmaktadir.

e Working Signal Reagent (WSR). Kit igerisinde bulunan Luminal-EV805 ve
Peroxide’in 1:1 oraninda karigtirilmasiyla hazirlandi.

e Wash Buffer (WB) (Randox, AM II EV 3524/ BLACT EV 3793, Birlesik
Krallik). Kit igerisinde konsantre olarak bulunmaktadir. Kullanim Oncesi
dilue edilmistir.

e Diluted Wash Buffer (DWB). Diliisyon faktorii 31.25 olacak sekilde 32 ml

WB iizerine 868 ml double deionize su ilave edilerek hazirlandi.
3.1.6. Analizlerde Kullanilan Alet ve EKipmanlar

e Evidence Investigator otomatik okuyucu sistem (Randox, Birlesik Krallik)
e Thermoshaker (Randox, Birlesik Krallik)

e LC-MS/MS (Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS, USA)

e Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

e Double deoinize su cihazi (Purelab, Birlesik Krallik)

e Hassas Terazi (Acculab, ABD)

e Karistirict (Niive, SL 350, Almanya)

e Santrifiij (Sigma, Almanya)

e Ultra turrax (Janke&Kunkel 1ka-werke, Almanya)

e Vorteks (Boeco Vortex, Almanya)
3.1.7. Kullamlan flac¢ Standartlar

e Oxytetracycline hydrochlorid, (5 mg, Sigma-Aldrich),
e Ceftiofur hydrochlorid, (100 mg, Sigma-Aldrich),

e Enrofloxacin, (100 mg, Sigma-Aldrich),

e Tylosin tartarate, (100 mg, Sigma-Aldrich),

e Tilmicosin, (100 mg, Sigma-Aldrich),

e Amoxicillin trihydrate, (250 mg, Sigma-Aldrich),

e Penisilin G procaine, (200 mg, Sigma-Aldrich).

e Florfenicol, (500 mg, Sigma-Aldrich).
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3.2. Yontem
3.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

e Kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edildi.
e Agiz sivisi 6rnekleri sap, saman gibi fiziksel kirliliklerden temizlendi.

e Diski 6rnekleri cam baget ile karistirilarak homojenize edildi.

e Doku ornekleri once kiigiik pargalara ayrildi sonrasinda ultra-turrax ile

homojenize edildi (Sekil 10).

Sekil 10. Doku ve organ drneklerinin kiigiik pargalara ayrilmasi ve ultra-turrax ile
homojenizasyonu.

3.2.2. Ekstraksiyon Yontemleri
3.2.2.1. Serum Ekstraksiyon Yontemleri
3.2.2.1.1. AM-II Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Serum orneklerinden 3 ml alinarak 0,4 um acrodisc filtre ile filtre edildi. Elde
edilen filtrattan 100 pl alind1 ve 900 ul DWB ile dilue edilerek analiz i¢in hazir hale
getirildi.

3.2.2.1.2. BLACT Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Serum Orneklerinin BLACT yontemine gore ekstraksiyon prosediiriic AM-II

yonteminin prosediirii ile aynidir.
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3.2.2.2. Agiz Sivis1 Ekstraksiyon Yontemleri
3.2.2.2.1. AM-II Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Agiz sivist Orneklerinden 1 ml alind1 ve oda sicakliginda 5000 rfc’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen supernatanttan 50 ul alind1 ve 450 ul DWB ile

dilue edilerek analiz i¢in hazir hale getirildi.
3.2.2.2.2. BLACT Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Agiz sivist Orneklerinin BLACT yontemine gore ekstraksiyon prosediirii

AM-II yonteminin prosediirii ile aynidir.
3.2.2.3. Diski ve Doku Ekstraksiyon Yontemleri
3.2.2.3.1. AM-II Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Homojenize edilmis digki/doku 6rneginden 1 g alindi ve iizerine 9 ml DWB
eklenerek 30 saniye vortex ile karigtirildi. Sonrasinda oda sicakliginda 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan 200 pl alindi ve 200 ul DWB

ile dilue edilerek analiz i¢in hazir hale getirildi.
3.2.2.3.2. BLACT Analizi Ekstraksiyon Yontemi

Homojenize edilmis digki/doku 6rneginden 1 g alind1 ve tizerine 19 ml DWB
eklenerek 1 dakika vortex ile karistirildi. Ardindan oda sicakliginda 2880 rcf’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan 100 ul alinarak analize gegildi.

3.2.3. AM II ve BLACT Yontemine Ait Validasyonlar

Tiim standartlar Img/ml konsantrasyonda hazirlandi. Geri kazanim (recovery)
caligmasi i¢in tiim standartlar distile suda, enrofloksasin metanol/su karisiminda

¢cozdirildii.

Geri kazanim degerlerini hesaplamak icin kontrol grubuna ait kan, agiz sivisi
ve diski 6rnekleri ile ¢alisildi. Kan ve agiz sivisi 6rnekleri 2 ml, digki 6rnekleri ise 2

g alinarak Tablo 3’te belirtilen konsantrasyonlarda standartlar eklendi ve
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ekstraksiyon metodu aynen uygulandi. Standart eklenen ve eklenmeyen numunelerin
analizleri yapildi ve sonuglarinin ortalamalar1 alindi. Standart eklenen ve eklenmeyen
numuneler arasindaki fark hesaplanarak % geri kazanimlar belirlendi. Florfenikol,
penisilin ve amoksisilin i¢in ise kit yetersizligi nedeniyle geri kazanim degerleri

belirlenememistir.

Tablo 3. Geri kazanim c¢aligmasinda kullanilan O6rnekler ve uygulanan
konsantrasyonlar.

. i Kan ve Agiz sivisi (ng/ml) Diski ( ng/g)
Antimikrobiyaller
K-1 K-2 K-3 K-1 K-2 K-3

Oksitetrasiklin 2 1 - 2 1 R
Seftiofur 4 2 1 4 2 1
Enrofloksasin 8 4 2 8 4 2
Tilosin 4 2 1 4 2 1
Tilmikosin 4 2 1 4 2 1
Amoksisilin * * * * * *
Penisilin G * * * * * *
Florfenikol * * * * * *

K: Konsantrasyon, *Kit yetersizligi nedeniyle ¢alisilamayan 6rnekler.

Kullanilan metot doku numuneleri (karaciger, bobrek ve kas) i¢in valide
edilmis oldugundan bu numunelere kullanim kitapgiginda belirtilen ve Tablo 4’te
gosterilen cross-reaktivite degerleri uygulandi (Randox Kullanim Kitap¢igi, 2016).
Doku numuneleri i¢in firma tarafindan tanimlanan ol¢iim araligi (assay range)
degerleri Tablo 4’te gosterilmistir (Randox Kullanim Kitapgigi, 2016). Kan, agiz

stvisi ve digki 6rnekleri i¢in de bu degerler dikkate alinmistir.
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Tablo 4. AM 1l ve BLACT y6ntemine ait cross reaktivite ve 6l¢iim araligi

degerleri.
Antimikrobiyal Cross- Olgiim Antimikrobiyal Cross- Olgiim
Bilesikler Reaktivite Arahig Bilesikler Reaktivite Arah@
% (ng/g) % (ng/g)
Norfloksasin 100 Tetrasiklin 100
Pefloksasin 84 o 4-epitetrasiklin 87
Eﬁ *Enrofloksasin 76 ; Rolitetrasiklin 67
é *Siprofloksasin 59 = *Oksitetrasiklin 52
g Ofloksasin 57 é *4-epioksitetrasiklin 52
E Enoksasin 54 0-11,50 é Klortetrasiklin 51 0-2550
Orbifloksasin 23 E 4-epiklortetrasiklin 20
Danofloksasin 20 Doksisiklin 23
Marbofloksasin 16 Demeklosiklin 41
Difloxacin 8 Metasiklin 11
*Seftiofur 100 Ampisilin 100
*Desfuroylseftiofur 92 *Amoksisilin 59
Amoksisilin <1 x Dikloksasilin 70
{-’D‘ Ampisilin <1 ; Kloksasilin 52
S| Dikloksasilin <1 < Oksasilin 47
E Kloksasilin <1 0-7,00 é *Penisilin G 388 0-6,00
@ Sefadroksil <1 < Penisilin V 246
Sefazolin <1 E Sefazolin 6
Oksasilin <1 Sefaperozon 105
Tikarsilin <1 Sefkuinom 12
*Florfenikol 100 *Tilosin 100
2 Tiamfenikol 53 *Tilmikosin 37
E *Florfenikol amin <1 Zz Basitrasin <1
E Norfloksasin <1 0-5,00 § Eritromisin <1 0-5,00
= Ceftiofur <1 = Josamisin <1
o Tilosin <1 Olendomisin <1
Streptomisin <1 Sipiramisin <1

3.2.4. AM II ve BLACT Kitlerinin Analiz Prosediirii

AM 1l ve BLACT Kkitlerinin analiz prosediirii aynidir ve asagida belirtilmistir
(Randox Kullanim Kitapgigi, 2016).

Calisilacak test kiti oda sicakliginda yaklasik 30 dakika bekletildikten sonra
analize baslandi. Oncelikle carrierin tiim kuyucuklarma 100 pl assay diliientlerden
(AM 11 DIL ASY/ BLACT DIL ASY) eklendi. Uzerine ekstraksiyonu tamamlanarak
analize hazir hale getirilmis numunelerden 100 pl alinarak her bir kuyucukta bir

numune ¢alisilacak sekilde ilgili kuyucuga aktarildi. Sonrasinda kuyucuklar tasiyan
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carrier 25 °C’de 370 rpm’de 30 dakika thermoshakerda inkiibe edildi (Sekil 11).
Inkiibasyon sonras1 tiim kuyucuklara 100 ul WSC ilave edildi ve carrier 25 °C’de
370 rpm’de 60 dakika thermoshakerde tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi carrier tizerindeki soliisyonlar dokiilerek uzaklastirildi ve ardindan yaklasik
350 ul DWB ile iki kisa ve dort uzun siireli olmak ilizere yikama islemi
gerceklestirildi. Son yikamadan sonra tiim kuyucuklara 250 ul WSR eklendi ve 2
dakika karanlikta bekletildi.

3.2.5. AM II ve BLACT Gériintiileme/Okutma Islemi

WSR eklenmis olan carrier tam 2 dakika sonra Evidence Investigator’a
yerlestirildi. Sonuglarin okunmasi Evidence Investigator cihazi ile otomatik olarak
gerceklestirildi (Sekil 12). Evidence Investigator goriintiileme yazilimi (Sekil 12)
kullanilarak numune bilgileri ve diliisyon faktorleri sisteme kaydedildi. Diliisyon
faktorleri agiz sivisit ve serum numuneleri i¢in 10, diski ve doku numuneleri igin

20°dir.

«  RANDOX

Sekil 11. Thermoshaker. Sekil 12. Evidence Investigator cihazi
3.2.6. LC-MS/MS Analizleri

Biochip array analiz sonuglarma gore yiiksek pozitiflik gosteren veya
sistemin Olcebildigi maksimum degerin iizerinde sonug¢ alinan numunelerin bir kismi
LC-MS/MS ile analiz edilerek dogrulandi. Analizler Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii  Doping Laboratuvarinda gergeklestirildi. 6 adet karacigerde (1
oksitetrasiklin, 3 tilosin, 1 tilmikosin ve 1 florfenikol), 4 adet bobrekte (1

oksitetrasiklin, 3 tilosin) ve 1 adet kas numunesinde amoksisilin analizi yapildi.

37



Doku ekstraksiyonu ve LC-MS/MS analizlerinde Geis-Asteggiante ve

digerlerinin (2012) bildirdigi metot kullanildi. Antimikrobiyal standartlart1 1mg/ml

konsantrasyonda hazirlandi. Oksitetrasiklin ve florfenikol metanolde; enrofloksasin

tilosin, tilmikosin ve penisilin G metanol/su karisiminda; amoksisilin etanolde

¢ozdiiriildii.

3.2.6.1. Kalibrasyon Egrisi

Kontrol hayvanina ait igerisinde antimikrobiyal olmadig1 bilinen homojenize

edilmis 2 g dokuya (karaciger/ bobrek/ kas) MRL’in 0,5; 1 ve 2 kati oraninda

antibiyotik karisimi ve 75 pl internal standart (sulfametaxanol-d4) eklendi (Sekil 13).

Ekstraksiyon prosediirii aynen uygulandi. Antibiyotik karisim konsantrasyonlar1 ve

hazirlanislar1 Tablo 5°te verilmistir.

2 gr doku
+
15 pl mix
+
75 ul
| internal standart
.,

e

Sekil 13. Kalibrasyon egrisi i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan karigimlar.

i

A

b

2 gr dokm
+
30 pl mix
+
75 ul
internal standart
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60 pl mix
+
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Tablo 5. Dokularda kalibrasyon egrisi igin hazirlanan konsantrasyonlar.

29 29 29
numuneye numuneye numuneye
Referans Standart Alinan Mix standart 15l 30 ul 60 pl
standart  konsantrasyon  miktar  konsantrasyon eklendiginde eklendiginde eklendiginde
Kodu (ug/ml) (ml) (ng/ml) olusan olusan olusan
konsantrasyon  konsantrasyon  konsantrasyon
ng/g ng/g ng/g
oTC 1000 *0,2 20000 150 300 600
-2
% TYL 1000 *0,06 6666 50 100 200
T
g ™ 1000 *0,66 66660 500 1000 2000
FFC 1000 *2,00 200000 1500 3000 6000
> oTC 1000 *0,40 40000 300 600 900
£
'8 TYL 1000 *0,06 6660 50 100 200
o)
§ AMX 1000 *0,03 3340 25 50 100

OTC: Oksitetrasiklin, TYL: Tilosin, TM: Tilmikosin, AMX: Amoksisilin, FFC: Florfenikol. *10 ml’ye metanol ile
tamamlandi.

3.2.6.2. Ekstraksiyon Yontemi

2 g doku numunesi 50 mI’lik tiiplere alindi ve homojenize edilip lizerine 10
ml asetonitril/su (4/1, v/v) karisimi eklendi. Vortekte 5 dakika karistirilip, 3700
rfc’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant elde edildi.

Supernatant Dispersive Solid Phase Extraction (DSPE) Clean-up islemi igin,
QUECHhERS ECC1850CT santrifiij tiipli icerisine alindi. 10 ml hekzan eklenerek, 30
saniye vortekste kanistirildi ve 3700 rcf’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan faz
farkindan yararlanarak hekzan aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. 5 ml ekstrakt
45° C’de azot altinda ucuruldu ve iizerine % 0,1’lik formik asitli su eklenerek 1
ml’ye tamamlandi. Numune 0,2 pm PVDF membran filtreden gecirilerek analiz i¢in

hazir hale getirildi.

*DSPE, ¢esitli bilesiklerin analizi igin bir ekstraksiyon teknigi olarak kullanilmistir. Bu teknik, karmagik matrikslerden farkl
analitlerin ekstraksiyonu, izolasyonu ve temizliginde kullanilir. DSPE, ¢esitli alanlarda genis bir uygulama yelpazesi bulmustur

ve segici ve ¢ok yonlii bir teknik olarak kabul edilmektedir.
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3.2.6.3. LC-MS/MS Analiz Sartlari

Tastyict solvent olarak mobil faz A (% 0,1’lik formik asit/su, v/v) ve mobil
faz B (% 0,1’lik formik asit/acetonitril, v/v) kullanildi. Analizler gradient 0,2 ml/ dk
akis hizinda gerceklestirildi. Mobil faz akis programi Tablo 6’da sunulmustur.

Analizler Agilent Masshunter Workstation yazilim1 kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 6. Mobil faz akis tablosu.

Zaman Mobil faz A Mobil Faz B
dk % %
0:00 90 10
05:00 85 15
07:00 80 20
11:00 60 40
15:00 40 60
16:00 90 10
20:00 90 10

Mobil faz A (% 0,1 formik asit-su), mobil faz B (% 0,1 formik asit-asetonitril).
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4. BULGULAR

Analiz sonuglari serum, agiz sivist ve digki i¢in geri kazanim ve cross-
reaktivite degerleri dikkate alinarak hesaplandi (Tablo 7 ve Tablo 8). Doku
numuneleri (karaciger, bobrek ve kas) icin kullanilan metot valide edilmis
oldugundan yalnizca cross-reaktivite degerleri uygulandi (Tablo 8). Amoksisilin,
penisilin G ve florfenikol i¢in kit yetersizligi nedeniyle geri kazanim degerleri
belirlenemedi (Tablo 7).

Tespit edilen degerler, TGK’de (2017) maksimum kalinti limitleri igin
tanimlanan belirleyici kalint1 tiirline gére ana molekiil ya da metabolit {izerinden
hesaplanarak verildi (Tablo 8).

Calismada, 0. giin ve kontrol hayvanlarina ait degerlerinin iizerinde kalan
miktarlar pozitiflik, sistemin tespit edebildigi maksimum konsantrasyonun tizerinde

kalan miktarlar ise yiiksek pozitiflik olarak degerlendirildi.

Tablo 7. Serum, agiz sivisi ve digki numunelerine ait geri kazanim degerleri (%).

Geri Kazamim Degerleri

Antimikrobiyaller

Serum Agiz Sivisi Diska
Oksitetrasiklin 32 33 1
Seftiofur 1290 135 9
Enrofloksasin 400 188 4
Tilosin 180 546 115
Tilmikosin 33 136 15
Amoksisilin * * *
Penisilin G * * *
Florfenikol * * *

*Kit yetersizligi nedeniyle geri kazanim degerleri hesaplanamamustir.

Tablo 8. Antimikrobiyal bilesiklere ait aktif madde ve metabolitlerinin cross-
reaktivite degerleri ve MRL i¢in tanimlanan belirleyici kalint1 tiirii (%).

Aktif Cross- Metaboliti Cross- MRL
Madde Reaktivite Reaktivite Belirleyici Kalint1
Enrofloksasin 76 Siprofloksasin 59 Enrofloksasin ve siprofloksasin toplami

. . Desfuroylceftiofur olarak ifade edilen
Seftiofur 100 Desfuroylseftiofur 92

kalintilarin toplam1

Florfenikol 100 Florfenikol amin <1 Florfenikol ve florfenikol amin toplam1
Tilosin 100 - - Tilosin A
Tilmikosin 37 - - Tilmikosin
Oksitetrasiklin 52 4-Epioksitetrasiklin 52 Ana Madde ve 4- Epimerleri toplam1
Penisilin G 388 - - Benzilpenisilin (Penisilin G)
Amoksisilin 59 - - Amoksisilin
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Antimikrobiyallerin LC-MS/MS

ile cizdirilen kalibrasyon egrileri ve

kromatogramlar1 Sekil 14’te gosterilmistir. Buna gore, korelasyon katsayilari (R2)

oksitetrasiklin, tilosin, tilmikosin ve florfenikol i¢in >0,99 iken, amoksisilin i¢in 0,77

olarak belirlenmistir.

Oksitetrasiklin

002-Oxytetracycline - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 QCs
x10 1| v = 4.479531 * x -1.029086

R"2 = 0.99328948
Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Responses

+ MRM (869.5 -> 174.1) BB-S3...
x10 3 *5.363 min.

Counts

O = N W

5 55 6

Relative C:

Acquisition Time (mi...

Tilosin

017-Tylosin - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 QCs
x10 17 y = 11.111555 * x -0.135549
2.2 R*2=0.99973674
5| TypeiLinear, Origin:include, Weight:None
18
16
14
1.2
P
08
06
0.4
0.2

Relative Responses

+ MRM (916.4 -> 174.2) BB-S2..
x10 3 *6.369 min.

Counts

6

o N A

6 65 7

— T T T T T T T T T T T
0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1.1 12 13 1.4 15 16 1.7 1.8

Relative Concentration

L
19 2 21

Acquisition Time (mi...

Tilmikosin

016-Tilmicosin - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 QCs
@ x1027] y = 24.742658 * x + 15.602414 + MRM (461.3 -> 426.3) BB-S1...
2 R*2 = 0.99547527 . .
8 45 TypeiLinear, Origin:include, Weight:None £ x10 4 *4.833 min.
& =3
E 3
2 35 (&5
s 1.5
g 3
25 1
2
15 0.5
1
05 o
o T T T T
4 4.5 5 5.5
OS5 1T T T T T T T T ) )
R R N Acquisition Time (mi...
elative

Florfenikol

025-Florfenicol - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 QCs - MRM (356.0 -> 336.0) BB-S1-...
@ 4102 y=2.165862 " x +4.270569
1 | R"2=0.99195739 » 3 i
& 1.2 TypeiLinear, Origin:include, Weight:None £ x10 6.199 min.
g 114 =
€ " 3
T ]
2 (&)
5 09 6
g 5o
0.6 4
054
0.4 2
0.3
0.2 o)
ol T T T T T
0.1] 6 6.5 7
5 0 S 1 15 2 25 3 35 40 45 S0 55 60 j Acquisition Time (mi...
Relative C
‘Amoxicilin - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 GCs
2 y=0.878328 * x +0.691570 . + MRM-B (367.0 -> 114.0) KC-...
2 R"2 = 0.77403190 )
8 167 TypeiLinear, Originiignore, Weight:None ‘UE’ x10 2 4.433 min.
& s 3
5 14 (&5) 4
&
13 3
1.2 2
11 1
|
o : ; : "
09 3.5 4 4.5 5
02 025 03 035 04 045 05 055 06 065 07 075 08 085 09 0‘950 i 105 Acquisition Time (mi...
Relative

Sekil 14. Antimikrobiyallere ait LC/MS-MS kromatogramlar: ve kalibrasyon

egrileri.
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4.1. Oksitetrasiklin
Oksitetrasiklin serum, agiz sivist ve digk1 6rneklerinde tespit edildi (Tablo 9).

Serum 6rneklerinde tespit edilen oksitetrasiklin degerleri 1, 3 ve 10. glinlerde
maksimum konsantrasyonlarda seyrederken, 20. giin itibariyle azalmaya baslamistir.
Ancak 28. giiniin sonunda degerlerin hala 0. giin ve kontrol degerlerinin iizerinde
seyrettigi gorilmistiir (Tablo 9). Agiz sivist 6rneklerine ait degerler 1. giin goreceli
bir yiikselme gosterirken, 3. giin belirgin bir diisiise ge¢mis ve 20. giinlin sonunda O.
giin ve kontrol degerlerine inmistir (Tablo 9). Disk1 6rneklerine ait degerler 1. ve 3.
giinlerde maksimum konsantrasyonlarda seyrederken, 10. giin itibariyle azalmaya
baglamis; 25. giinde kontrol degerlerine diismiistiir (Tablo 9). Digki 6rneklerine ait

kontrol numunelerinde yiliksek miktarda pozitiflikler bulunmaktadir.

Tablo 9. Oksitetrasiklinin AM II ile serum, agiz sivist ve digkida tespit edilen
miktarlar (pg/kg, pgll).

Numune Alma Giinleri

Numuneler Numune
Kodu 0 1 3 10 20 25 28
OTC-D1 50,73 *>28,80  *>28,80  *>28,80 1680,83 1068,63 765,08
Serum OTC-D2 48,98 *>28,80  *>28,80  *>28,80  *>28,80 914,90 748,02
OTC-D3 48,98 *>2880  *>2880  *>28,80 1143,58 886,90 42381
OTC-K1 47,65 72,96 83,23 70,67 54,02 62,44 58,00
OTC-D1 0,00 1227,27 581,77 21,56 10,79 1,40 15,44
Agiz Stvist OTC-D2 0,00 810,85 94,58 39,15 13,75 0,00 5,08
OTC-D3 17,94 281,88 52,56 12,29 413 6,23 0,00
OTC-K1 8,87 29,54 6,46 7,92 5,60 0,00 7,12
OTC-D1I 35208  *>57,60  *>57,60  41360,77  7718,94 312573 6497,04
Diski OTC-D2 659,77  *>57,60  *>57,60  64291,35 1079290 477219 3587,27

OTC-D3 708,58 *>57,60 *>57,60 45680,77 6562,13 4347,63 547781

OTC-K1 803,25 3746,15 6186,38 1002,88 5850,60 5683,42 4431,96

OTC: Oksitetrasiklin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (*): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun iizerinde.
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Oksitetrasiklin karaciger, bobrek ve kas orneklerinde tespit edilebilmistir
(Tablo 10).

Karaciger orneklerinde 1 ve 3 numarali deney hayvanlarina ait degerlerin
(>57,60 pg/kg) maksimum kalinti limitini (300 pg/kg) asabilecegi gorilmiistiir
(Tablo 10). Bobrek orneklerinde 3 numarali deney hayvanina ait degerin (>57,60
png/kg) maksimum kalintt limitini (600 pg/kg) asabilme ihtimali bulunmaktadir
(Tablo 10). Kas oOrneklerinde tiim degerlerin maksimum kalinti limitini asmadigi

goriilmektedir (Tablo 10).

Tablo 10. Oksitetrasiklinin AM 11 ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ug/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu

AM 11 MRL AM 11 MRL AM II MRL

OTC-D1 *>57,60 324 51,42

OTC-D2 166,76 61,06 73,16
300 600 100

OTC-D3 *>57,60 *>57,60 64,55

OTC-K1 17,27 15,69 57,91

OTC: Oksitetrasiklin D: Dency hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalinti limiti, (*): Tespit edilebilir
maksimum konsantrasyonun iizerinde.

Biochip Array sonuclarina gore kalinti limitlerini agma ihtimali bulunan 3
numarali deney hayvanina ait karaciger ve bobrek oOrneklerinin LC-MS/MS ile
dogrulamasi yapildi. Buna gore karaciger ve bobrek drneklerine ait AM II sonuglari
>57,60 pg/kg iken, LC-MS/MS ile elde edilen sonuglar sirasiyla 24,29 pg/kg ve 4,53
ng/kg olarak tespit edildi ve maksimum kalint1 limitlerini asmadig1 goriildii (Tablo
11).

Tablo 11. Dogrulamasi yapilan 6rneklerin AM II ve LC-MS/MS miktarlar
(ng/kg).

Karaciger Bobrek

AM 11 LC-MS/MS AM I LC-MS/MS

Numune Kodu

OTC-D3 >57,60 24,29 >57,60 4,53

OTC: Oksitetrasiklin D: Deney hayvani.
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4. 2. Seftiofur

Desfuroylseftiofur, seftiofurun ana metabolitidir ve ayn1 zamanda
farmakolojik olarak aktif bir bilesiktir (Beconi-Barker ve digerleri, 1995; Salmon,
Watts ve Yancey, 1996). Seftiofurun uygulandiktan sonra hizlica desfuroylseftiofura
doniistiigti bildirilmektedir (EMEA, 1999a). Bu nedenle ¢alismada AM 1I ile elde
edilen sonuglar desfuroylseftiofur {izerinden hesaplanmistir. AM II sonuglarina gore
desfuroylseftiofurun sigir agiz sivisinda tespit edilebildigi, serum ve diski

orneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit edilemedigi belirlenmistir (Tablo 12).

Serum ve agiz sivist 0rneklerinde tespit edilen desfuroylseftiofur degerleri 1.
giinde yiikselmis, 3. giin itibariyle azalarak, 7. giin itibariyle 0. giin ve kontrol
degerlerine yaklagmistir (Tablo 12). Digki 6rneklerine ait degerler 1. giin maksimum
konsantrasyona ulagmis, 3. giin itibariyle 0. giin ve kontrol degerlerine inmistir
(Tablo 12). Diski 6rneklerine ait 0. giin ve kontrol numunelerinde, oksitetrasiklinde

oldugu gibi yiiksek miktarda pozitiflikler bulunmaktadir.

Tablo 12. Desfuroylseftiofurun AM II ile serum, agiz sivisi ve diskida tespit edilen
miktarlar (pg/kg, pgll).

Numune Alma Giinleri

Numuneler Numune Kodu
0 1 3 7
DCEF-D1 0,90 53,48 3,08 1,16
Serum DCEF-D2 095 54,37 2,89 1,09
DCEF-D3 1,02 38,26 3,00 1,28
DCEF-K1 0,89 0,67 0,63 0,60
DCEF-D1 2,80 17,65 4,35 6,21
A@iz Stvist DCEF-D2 1,97 10,32 343 4,93
DCEF-D3 3,53 54,43 6,39 4,35
DCEF-K1 3,83 11,14 1,12 4,63
DCEF-D1 346,24 1059,72 318,76 158,65
Diska DCEF-D2 298,73 222252 172,21 218,00
DCEF-D3 299,59 982,04 230,46 148,88
DCEF-K1 321,82 434,66 127,50 204,57

DCEEF: Desfuroylseftiofur, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani.
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AM 1I sonuglarina gore, desfuroylseftiofur karaciger, bdobrek ve kas

orneklerinde tespit edilebilmistir (Tablo 13).

Karaciger, bobrek ve kas drneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim

degerlerin maksimum kalint1 limitlerini asmadig belirlenmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Desfuroylseftiofurun AM II ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ug/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu

AM II MRL AM II MRL AM 11 MRL
DCEF-D1 71,21 44,17 16,73
DCEF-D2 42,63 87,71 5,48 1000

2000 6000

DCEF-D3 224,98 23,13 6,90
DCEF-K1 11,51 11,73 5,36

DCEF: Desfuroylseftiofur, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalint1 limiti.

4.3. Enrofloksasin

AM II sonuglara gore enrofloksasinin sigir serum ve agiz sivisinda tespit
edilebildigi, digki Orneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit edilemedigi
belirlenmistir (Tablo 14).

Serum 6rneklerinde tespit edilen enrofloksasin degerleri 1. giinde yiikselmis,
3. giin itibariyle ciddi oranda azalmaya baglamis ve 15. giinlin sonunda 0. giin ve
kontrol degerlerine inmistir (Tablo 14). Serum numunesinde, 1 numarali deney
hayvaninin 10. giin sonucu (20,00 pg/kg), ayn1 giine ait diger sonuglara (0,00 pg/kg)
ve yedi giin onceki kendi degerine gore (11,74 ng/kg) yiiksek tespit edilmistir
(Tablo 14).

Agiz sivist Oorneklerinde tespit edilen enrofloksasin degerleri 1. giin ytikselis
gostermis, 3. giin itibariyle azalmaya baslamig, 10. giinde 0. giin ve kontrol

degerlerine inmistir (Tablo 14).

Diski 6rneklerindeki enrofloksasin konsantrasyonlart 1. glin maksimum
konsantrasyona ulasmis, 10. giin azalmaya baglamis ve 15. giin sonunda hala 0. giin

ve kontrol degerlerinin iizerinde seyretmistir. Kontrol hayvanma ait diski
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numunelerinde oksitetrasiklin ve seftiofurda oldugu gibi yiiksek miktarda pozitiflik

tespit edilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Enrofloksasinin AM 1I ile serum, agiz sivisi ve diskida tespit edilen
miktarlar (pg/kg, pg/l).

Numune Alma Giinleri

Numuneler Numune Kodu
0 1 3 10 15
ENR-D1 0,00 73,36 11,74 20,00 0,00
ENR-D2 0,00 43,03 8,42 0,00 0,00
Serum
ENR-D3 0,00 100,08 11,75 0,00 0,33
ENR-K1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ENR-D1 1,95 71,87 28,05 0,04 0,89
ENR-D2 18,42 70,32 50,54 0,68 0,68
Agiz Sivis1
ENR-D3 0,00 100,03 69,00 13,11 11,28
ENR-K1 3,26 15,72 45,04 2,20 1,68
ENR-D1 10,86 *>57,60 17667,11 420,72 477,30
Diski ENR-D2 0,00 *>57,60 10628,62 395,39 1093,09
ENR-D3 0,00 *>57,60 20893,09 839,14 1577,63
ENR-K1 0,00 2101,97 1698,36 3011,18 493,42

ENR: Enrofloksasin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (¥): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun tizerinde.

AM 1I sonuglarina gore, siprofloksasin karaciger, bobrek ve kas orneklerinde
deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim degerlerin maksimum kalint1 limitlerini

asmadig1 goriilmektedir (Tablo 15).

Tablo 15. Siprofloksasinin AM 1I ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlart ve MRL degerleri (ug/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
AM 11 MRL AM 11 MRL AM 11 MRL
SPR-D1 127,11 0,00 0,00
SPR-D2 53,76 0,00 0,00
300 200 100
SPR-D3 12,42 0,00 0,00
SPR-K1 0,00 0,00 0,00

SPR: Siprofloksasin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalmt1 limiti.
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4.4. Tilosin

Tilosin serum, agiz sivisi ve diski drneklerinde tespit edilmistir (Tablo 16).

Serum ve digki orneklerinde tespit edilen tilosin degerleri 1. ve 3. giinlerde

maksimum konsantrasyonda seyrederken 10. giin itibariyle azalmaya baglamistir.

Ancak 21. giinlin sonunda degerlerin 0. giin ve kontrol degerlerine yakin olmakla

birlikte, genellikle tizerinde seyrettigi goriilmektedir (Tablo 16). Diski drneklerinde,

kontrol hayvanina ait 15. giin degeri (>87,00 pg/kg), 0. gin ve diger kontrol

sonuglarina gore yiiksek tespit edilmistir (Tablo 16).

Agiz sivist Orneklerinde 2 ve 3 numarali deney hayvaninda tespit edilen

tilosin degerleri 1. glin maksimum konsantrasyona ulasmig, 3. gilin itibariyle

azalmaya baglamis; 10. giin itibariyle 0. giin ve kontrol degerlerine inmistir (Tablo

16).

Tablo 16. Tilosinin AM II ile serum, agiz sivisi ve diskida tespit edilen miktarlar

(ng/kg, pgll).

Numuneler Numune Kodu

Numune Alma Giinleri

0 1 3 10 15 21
TYL-D1 3,02 *>43,50 *>43,50 53,58 52,67 22,88
TYL-D2 4,33 *>43,50 *>43,50 86,12 55,99 42,42
Serum

TYL-D3 4,17 *>43,50 205,11 52,78 31,13 39,26

TYL-K1 4,30 35,85 21,42 12,81 12,48 6,35

TYL-D1 5,47 6,15 16,08 3,81 18,99 0,60

Agiz Svist TYL-D2 7,13 *>43,50 50,14 9,38 4,61 7,31
TYL-D3 2,23 *>43,50 17,22 2,80 2,82 4,30

TYL-K1 2,05 16,11 11,16 8,31 3,62 2,20

TYL-D1 5,49 *>87,00 *>87,00 205,78 117,87 78,27

Diski TYL-D2 4,23 *>87,00 *>87,00 118,83 106,59 67,83
TYL-D3 6,02 *>87,00 *>87,00 19,51 68,21 27,08

TYL-K1 4,80 64,90 72,59 52,57 *>87,00 63,30

TYL: Tilosin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (*): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun tizerinde.
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Tilosin karaciger, bobrek ve kas 6rneklerinde tespit edilebilmistir (Tablo 17).

Karaciger orneklerinde 3 deney hayvanina ait degerlerin (>87.00 pg/kg)
karaciger i¢in 100 pg/kg olan maksimum kalint1 limitini asabilecegi goOriilmiistiir
(Tablo 17). Bobrek orneklerinde 2 deney ve 1 kontrol hayvanina ait degerlerin
(>87.00 pg/kg) bobrek i¢in 100 pg/kg olan maksimum kalinti limitini agma ihtimali

bulunmaktadir (Tablo 17). Kas 6rneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim

degerlerin maksimum kalint1 limitini agsmadigi tespit edilmistir (Tablo 17).

Tablo 17. Tilosinin AM II ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen miktarlar
ve MRL degerleri (ug/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
AM II MRL AM II MRL AM I MRL
TYL-D1 *>87,00 *>87,00 36,44
TYL-D2 *>87,00 *>87,00 36,28
100 100 100
TYL-D3 *>87,00 86,38 22,81
TYL-K1 3,70 *>87,00 6,34

E;E;nrriel‘(s);i;r,lug:ﬁ;)efr:innegfe.hayvam, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalnti limiti, (*): Tespit edilebilir maksimum

Biochip Array analizine gore >87,00 pg/kg olarak sonug veren ve kalinti
limitlerini agma ihtimali bulunan tiim karaciger ve bobrek 6rneklerinin LC-MS/MS
ile dogrulamasi yapildi. LC-MS/MS sonuglarina gore karaciger 6rneklerindeki 1 ve 2
numarali deney hayvanina ait degerler ile bobrek orneklerindeki 1 numarali deney
hayvanina ait miktarlar sirasiyla 366,79 pg/kg, 474,60 ng/kg, 194,35 pg/kg olarak
tespit edildi ve 100 pg/kg olan maksimum kalint1 limitilerini astig1 gortildii (Tablo
18).

Tablo 18. Dogrulamasi yapilan 6rneklerin AM 11 ve LC-MS/MS miktarlart ( pg/kg)

Karaciger Bobrek
Numune Kodu
AM II LC-MS/MS AM 11 LC-MS/MS
TYL-D1 >87,00 366,79 >87,00 194,35
TYL-D2 >87,00 474,60 >87,00 41,09
TYL-D3 >87,00 84,53
TYL-K1 >87,00 6,02

TYL: Tilosin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (-): Dogrulama yapilmayan numuneler.
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4.5. Tilmikosin

Tilmikosin serum, agiz sivisi ve digki Orneklerinde tespit edilmistir (Tablo
19).

Serum Orneklerinde tespit edilen tilmikosin degerlerinin 1. ve 10. giinler
arasinda yliksek konsantrasyonlarda oldugu, 30. giin itibariyle belirgin olarak

azaldig1 ve 60. giiniin sonunda 0. giin ve kontrol degerlerine yaklastig1 belirlenmistir

(Tablo 19).

Agiz sivist orneklerinde tespit edilen tilmikosin degerleri 1. giin kismi olarak
yiikkselmis, 3. giin itibariyle azalmaya baglamig ve 30. giiniin sonunda 0. giin ve
kontrol degerlerine inmistir (Tablo 19). Buna ragmen 3. giin kontrol degerinin

(100,38 pg/kg) deney gruplarindan bile yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 19).

Digkit Orneklerinde tespit edilen tilmikosin degerleri 1. glin maksimum
konsantrasyona ulagsmis ve 3. giin itibariyle azalmaya baslamistir. Ancak 60. giiniin
sonunda bile 1 ve 3 numarali deney hayvanlarina ait degerler (1140,54 ng/kg; 955,84
ng/kg) 0. giin ve kontrol degerlerinin iizerindedir (Tablo 19). Diski 6rneklerinde
kontrol degerlerinin genel olarak 0. giin diisiik, diger giinler yiiksek seyrettigi
goriilmektedir (Tablo 19).

Tablo 19. Tilmikosinin AM 1II ile serum, agiz sivist ve digkida tespit edilen
miktarlar (pg/kg; pgll).

Numune Numune Alma Giinleri
Numuneler
Kodu 0 1 3 10 30 50 60
TM-D1 78,76 401,76 338,05 235,19 67,51 99,05 73,84
Serum TM-D2 53,30 359,16 322,49 192,92 63,30 105,95 85,49
TM-D3 43,49 401,00 368,57 147,62 51,49 67,62 55,54
TM-K1 44,49 48,65 50,81 53,57 41,57 69,86 47,81
TM-D1 5,00 92,32 76,59 77,22 19,97 20,19 4,57
TM-D2 8,86 85,65 80,35 64,84 40,27 9,35 9,78
Agiz Sivisi
TM-D3 6,73 83,27 62,35 72,57 25,51 17,14 5,41
TM-K1 4,65 55,32 100,38 28,89 24,00 56,78 11,73

TM-D1 115,76 7550,24 1874,76 1788,43 1197,57 1185,46 1140,54

Diski TM-D2 149,68 3298,05 2000,57 1457,78 1319,11 855,16 455,92
TM-D3 7511 5085,73 1739,05 1167,95 1094,68 1928,05 955,84
TM-K1 82,19 738,11 909,41 508,86 450,51 498,41 356,57

TM: Tilmikosin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani.

50



Tilmikosinin karaciger, bobrek ve kas oOrneklerinde tespit edilebildigi,
goriilmektedir (Tablo 20).

Karaciger orneklerinde 1 ve 3 numarali deney hayvanina ait degerin (>235,14
ug/kg) karaciger i¢in 1000 pg/kg olan maksimum kalint1 limitini asabilme ihtimali
bulunmaktadir (Tablo 20). Bu kapsamda, 3 numarali hayvana ait karaciger 6rneginin
LC-MS/MS ile dogrulamasi yapild1 ve tespit edilen konsantrasyonun (542,31 pg/kg)
maksimum kalinti limitini agsmadigi belirlendi (Tablo 21). Boébrek ve kas
orneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim degerlerin maksimum kalinti

limitinin altinda oldugu tespit edildi (Tablo 20).

Tablo 20. Tilmikosinin AM 1I ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ng/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
AM 11 MRL AM 11 MRL AM II MRL
TM-D1 *>235,14 183,49 27,41
TM-D2 225,46 140,11 25,60
1000 1000 50
TM-D3 *>235,14 166,38 38,08
TM-K1 0,00 12,30 8,51

TM: Tilmikosin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalint1 limiti, (*): Tespit edilebilir maksimum
konsantrasyonun tizerinde.

Tablo 21. Dogrulamasi yapilan 6rnegin AM 11 ve LC-MS/MS miktarlar (ng/kg).

Karaciger
Numune Kodu

AM I LC-MS/MS

TM-D3 >235,14 542,31

TM: Tilmikosin, D: Deney hayvani.
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4.6. Florfenikol

Florfenikoliin serum ve diski1 Orneklerinde tespit edildigi, agiz sivisi

orneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit edilemedigi goriilmiistiir (Tablo 22).

Serum Orneklerinde tespit edilen florfenikol degerleri 1. ve 10. giinler
arasinda maksimum konsantrasyonda seyrederken, 25. giiniin sonunda kontrol

degerlerine inmistir (Tablo 22).

Agiz sivist orneklerinde deney ve kontrol grubuna ait tiim degerlerin (>46,00

ug/kg) ayni oldugu goriilmektedir (Tablo 22).

Diski orneklerindeki florfenikol konsantrasyonlarinin, 1. giin maksimum
seviyede oldugu, 3. giin kismi bir azalig gdsterdigi ve 20. giin sonunda kontrol

degerlerine indigi tespit edilmistir (Tablo 22).

Tablo 22. Florfenikolin AM 1I ile serum, agiz sivisi ve digskida tespit edilen
miktarlar (pg/kg; pgll).

Numune Alma Giinleri

Numune
Numuneler
Kodu 0 1 3 10 20 25 30
FFC-D1 11,01 *>46,00 *>46,00 *>46,00 202,86 14,96 15,07
FFC-D2 10,17 *>46,00 *>46,00 *>46,00 57,16 10,20 23,41
Serum
FFC-D3 8,54 *>46,00 *>46,00 *>46,00 135,59 10,81 20,41
FFC-K1 51 8,93 8,61 8,93 9,1 8,81 18,6
FFC-D1 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 143,52
A1z Svist FFC-D2 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00
FFC-D3 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 147,63
FFC-K1 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00 *>46,00
FFC-D1 3,91 *>92,00 247,38 31,75 11,32 2,57 9,88
FFC-D2 3,11 *>92,00 301,2 26,11 4,87 7,59 18,57
Diski
FFC-D3 4,50 *>92,00 *>02,00 56,11 9,59 9,38 4,16
FFC-K1 5,78 25,34 3,66 3,69 2,03 17,48 13,65

FFC: Florfenikol, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (*): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun {izerinde.
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Florfenikol karaciger, bobrek ve kas 6rneklerinde tespit edilmistir (Tablo 23).

Karaciger orneklerinde 3 numarali deney hayvanina ait degerin (>92,00
ng/kg) 3000 pg/kg olan maksimum kalint1 limitini asma ihtimali oldugu belirlendi ve
LC-MS/MS ile dogrulamasi yapildi (Tablo 23). LC-MS/MS ile tespit edilen
konsantrasyonun (0,02 pg/kg) maksimum kalinti limitini asmadigi goriildii (Tablo
24). Bobrek ve kas orneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim degerlerin

maksimum kalint1 limitini asmadig: belirlendi (Tablo 23).

Tablo 23. Florfenikolin AM 1I ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ng/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
AM II MRL AM I MRL AM 11 MRL
FFC-D1 51,28 61,27 33,00
FFC-D2 55,22 49,83 39,55
3000 300 200
FFC-D3 *>92,00 55,36 48,04
FFC-K1 32,38 571 4,13

FFC: Florfenikol, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalmti limiti, (*): Tespit edilebilir maksimum
konsantrasyonun tizerinde.

Tablo 24. Dogrulamasi yapilan 6rnegin AM II ve LC-MS/MS miktarlar (ug/kg).

Karaciger
Numune Kodu

AM II LC-MS/MS

FFC-D3 >92,00 0,02

FFC: Florfenikol, D: Deney hayvani.
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4.7. Penisilin G

Penisilin G serum Orneklerinde tespit edilitken, agiz sivist ve diski

orneklerinde saglikli sonuglar elde edilememistir (Tablo 25).

Serum oOrneklerinde tespit edilen penisilin G degerleri 1. giin maksimum
konsantrasyona ulasmis, 3. giin itibariyle belirgin oranda azalmis ve 10. giiniin
itibariyle 0. giin ve kontrol degerlerine inmistir (Tablo 25). Agiz sivist ve diski
orneklerinde farkli gilinlerdeki deney grubuna ait degerlerin kontrol degerleriyle

benzer oldugu goriilmektedir (Tablo 25).

Tablo 25. Penisilin G’nin BLACT ile serum, agiz sivisi ve diskida tespit edilen
miktarlar1 (pg/kg; pg/l).

Numune Alma Giinleri

Numune
Numuneler
Kodu 0 1 3 10 30 50 60
PEN-D1 0,64 *>50,00 0,25 0,80 0,25 0,35 0,20
PEN-D2 0,48 *>50,00 14,28 0,47 0,56 0,00 0,00
Serum
PEN-D3 1,30 *>50,00 12,62 0,34 0,44 0,79 0,35
PEN-K1 0,51 1,02 0,37 0,48 0,00 0,58 0,39
PEN-D1 0,46 0,78 0,85 1,94 1,25 1,16 0,70
Agiz Svist PEN-D2 0,71 1,06 1,07 1,81 1,30 1,15 0,72
PEN-D3 0,00 0,65 0,79 0,84 1,13 1,30 0,39
PEN-K1 0,92 0,61 1,35 0,89 1,34 1,34 0,50
PEN-D1 1,82 1,36 1,83 1,04 1,46 1,76 0,66
PEN-D2 2,68 1,35 2,42 1,04 1,34 1,34 0,58
Diski
PEN-D3 1,81 1,83 1,62 2,28 1,17 1,37 1,59
PEN-K1 1,13 2,71 1,16 2,71 1,47 1,52 151

PEN: Penisilin G, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (*): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun tizerinde.

Tablo 26. Penisilin G BLACT ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ng/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
BLACT MRL BLACT MRL BLACT MRL
PEN-D1 6,93 2,79 3,32
PEN-D2 21,39 21,42 4,41
50 50 50
PEN-D3 1,03 0,38 4,20
PEN-K1 2,25 2,18 2,41

PEN: Penisilin G, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalint: limiti.
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Penisilin G karaciger, bobrek ve kas drneklerinde tespit edilmistir (Tablo 26).

Karaciger, bobrek ve kas 6rneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim

degerlerin 50 pg/kg olan maksimum kalint1 limitini agsmadig1 goriilmektedir (Tablo

26).

4.8. Amoksisilin

Amoksisilin serum Orneklerinde tespit edilirken, agiz sivist ve diski

orneklerinde saglikli sonuglar elde edilememistir (Tablo 27).

Serum Orneklerinde tespit edilen amoksisilin degerleri 1. ve 3. giin

maksimum konsantrasyonda seyrederken, 10. giinde 0. giin ve kontrol degerlerine

inmistir (Tablo 27).

Agiz sivist ve diski Orneklerinde farkli gilinlerdeki deney grubuna ait

degerlerin kontrol degerleriyle benzer oldugu goriilmektedir (Tablo 27).

Tablo 27. Amoksisilinin BLACT ile serum, agiz sivisi ve digkida tespit edilen

miktarlart (pg/kg; pg/l).

Numune Alma Giinleri

Numuneler Numune Kodu
1 3 10 15 20
AMX-D1 7,76 *>60,00 *>60,00 6,93 10,66 8,69
AMX-D2 6,29 *>60,00 *>60,00 5,78 10,02 7,08
Serum

AMX-D3 6,71 *>60,00 172,03 8,03 9,81 13,85
AMX-K1 8,83 7,20 6,22 5,20 10,63 12,68
AMX-D1 6,51 8,24 7,46 7,32 9,14 6,42
Agiz Sivis AMX-D2 7,17 6,44 6,75 7,86 7,75 3,53
AMX-D3 5,92 6,39 3,22 7,31 6,14 4,19
AMX-K1 6,03 7,75 7,05 6,08 4,44 6,85
AMX-D1 9,07 3,46 6,37 7,19 25,92 12,17
AMX-D2 9,92 3,73 5,47 6,25 12,44 11,71
Piske AMX-D3 11,73 4,83 5,12 6,14 11,86 11,56
AMX-K1 4,20 5,75 9,97 5,56 14,08 12,59

AMX: Amoksisilin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, (*): Tespit edilebilir maksimum konsantrasyonun iizerinde.
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Amoksisilin karaciger, bobrek ve kas orneklerinde tespit edilmistir (Tablo
28).

Karaciger ve bobrek orneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina ait tiim
degerlerin karaciger ve bobrek i¢in 50 pg/kg olan maksimum kalinti limitini

asmadig1 tespit edildi (Tablo 28).

Kas orneklerinde deney grubuna ait degerlerin maksimum kalint1 limitini
asmadig goriiliirken, kontrol hayvanina ait degerin (50,48 pg/kg) kas i¢in 50 pg/kg
olan maksimum kalinti limitini agtig1 tespit edildi ve LC-MS/MS ile dogrulamasi
yapildi (Tablo 28). LC-MS/MS ile elde edilen konsantrasyonun (0,10 pg/kg)

maksimum kalint1 limitini agmadig1 belirlendi (Tablo 29).

Tablo 28. Amoksisilinin BLACT ile karaciger, bobrek ve kaslarda tespit edilen
miktarlar1 ve MRL degerleri (ug/kg).

Karaciger Bobrek Kas
Numune Kodu
BLACT MRL BLACT MRL BLACT MRL
AMX-D1 23,10 10,24 13,21
AMX-D2 15,66 20,76 19,54
50 50 50
AMX-D3 21,76 14,81 28,09
AMX-K1 29,14 5,58 50,48

AMX: Amoksisilin, D: Deney hayvani, K: Kontrol hayvani, MRL: Maksimum kalmti limiti.

Tablo 29. Dogrulamasi yapilan 6rnegin BLACT ve LC-MS/MS miktarlart (pg/kg).

Kas
Numune Kodu

BLACT LC-MS/MS

AMX-K1 50,48 0,10

AMX: Amoksisilin, , K: Kontrol hayvani.
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Calismada elde edilen analiz sonuglarina gore serum oOrneklerinde seftiofur
disinda c¢alisilan tiim antimikrobiyaller (oksitetrasiklin, enrofloksasin, tilosin,
tilmikosin, florfenikol, penisiln G ve amoksisilin) Sekil 15’te gdosterilen giin

araliklarinda tespit edilebilmistir.

serum

0oTC
CEF
ENR
TYL
™
FFC
PEN G
AMX

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

giin

Sekil 15. Antibiyotiklerin serumda tespit edilme giinleri.

Agiz sivist orneklerinde; oksitetrasiklin, seftiofur, enrofloksasin, tilosin ve
tilmikosin belirlenebilirken; florfenikol, penisilin G ve amoksisilin tespit
edilememistir (Sekil 16). Oksitetrasiklin disindaki tiim antimikrobiyaller ilag
uygulamasindan sonraki ilk 24 saat igerisinde, oksitetrasiklin ise ilk 3 giin i¢inde
tespit edilebilmistir.

agiz SIvisi
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glin
Sekil 16. Antibiyotiklerin agiz sivisinda tespit edilme giinleri.
Diski  orneklerinde, tilosin ve florfenikoliin 1-3 giin arasinda tespit

edilebildigi; oksitetrasiklin, seftiofur, enrofloksasin, tilmikosin, penisilin G ve

amoksisilin varliginin ise saglikli bir sekilde belirlenemedigi ortaya konmustur (Sekil
17).
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Sekil 17. Antibiyotiklerin diskida tespit edilme giinleri.

Yasal arinma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin karaciger, bobrek
ve kas ornekleri biochip array based immuonassay yontemi ile analiz edildi. Doku
orneklerinde seftiofur, enrofloksasin ve penisilin G saglikli bir sekilde tespit
edilirken; oksitetrasiklin, tilosin, tilmikosin, florfenikol ve amoksisilin analizlerinde

hatal pozitiflikler goriildii.

Oksitetrasiklinin iki karaciger, bir bobrek orneginde yiiksek pozitiflik tespit
edildi. Bir karaciger ve bir bobrek numunesinin LC-MS/MS ile yapilan dogrulamasi
sonucunda, sonuglarin limitleri asmadig, AM II ile elde edilen sonuglarin hatali

yiiksek pozitiflik oldugu belirlendi.

Tilmikosinin 2 karaciger érneginde yiiksek oldugu tespit edildi. Orneklerden
birinin LC-MS/MS ile dogrulamasi yapildi ve sonucun maksimum kalint1 limitinin
altinda oldugu belirlendi. Florfenikoliin 1 karaciger numunesinde yiiksek pozitifliklik
gosterdigi tespit edildi. Yapilan LC-MS/MS analiziyle, sonucun limitlerin altinda
kaldig1 goriildii.

Amoksisilinin, kontrol hayvanina ait kas 6rneginde kalint1 limitlerine ¢ok
yakin konsantrasyonlarda oldugu tespit edildi ve LC-MS/MS ile dogrulamasi yapildi.
AM Il ile elde edilen sonucun hatali yliksek pozitiflikten kaynaklandig: belirlendi.

Tilosin, ii¢ karaciger ve lic bobrek Orneginde yiiksek konsantrasyonlarda
tespit edildi. LC-MS/MS ile yapilan dogrulama sonucunda, iki karaciger ve bir

bobrek drneginin maksimum kalint1 limitini astig1 ortaya kondu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sahada siklikla kullanilan ilaglarin, ozellikle de antimikrobiyallerin gida
degeri olan dokularda olusturdugu kalinti riski halk sagligi bakimindan oldukga
onemlidir. Yapilan kalinti ¢alismalarin pek ¢ogu kesim sonrasi ornekler lizerinden
yuriitilmektedir. Ancak kalint1 varliginin kesim Oncesinde tespit edilebilmesi,
stirecin tiiketici lehine yonetilebilir hale getirilmesini, gida glivenligi, halk saglig1 ve
ihracat i¢in Onemli bir gliven ortami olusmasii saglayacaktir. Bu nedenle besi
hayvanlarinda kullanilan ilag ve/veya onlarin metabolitlerinin kesim 6ncesi ve kesim
sonrast Orneklerde tespitine yonelik hizli ve ekonomik yontemlere ihtiya¢ vardir.
Caligmada kullanilan biochip array teknigi antimikrobiyallerin analizinde kullanilan
AM Il ve BLACT gibi kitleri bulunan bir tarama testidir. Bu teknikle elde edilen
stipheli sonuglarin dogrulama metoduyla kontroliiniin yapilmasi gerekir. Bu nedenle
calisma kapsaminda siipheli goriilen sonuglarin miimkiin oldugunca LC-MS/MS ile
dogrulamasi yapilmistir. Bu ¢alisma hem kesim oncesi hem kesim sonrasi 6rneklerde
es zamanli olarak antimikrobiyal kalinti varligini arastiran Oncii ¢alismalardan
biridir. Bu nedenle ileriki donemlerde eksik yonleri gelistirilerek ¢alismanin
derinlestirilmesi ve LC-MS/MS ile paralel c¢alisilarak sonuglarin dogrulanmasi

onerilmektedir.

Bu bolimde besi hayvanlarina tedavi dozunda uygulanan oksitetrasiklin,
seftiofur, enrofloksasin, tilosin, tilmikosin, amoksisilin, penisilin G ve florfenikoliin
kesim Oncesi agiz sivisi, digki ve serum; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas
orneklerinde kalint1 varliginin tespit edilip edilemedigi, tespit edebilme durumunda
ise hangi orneklerde saglikli sonuglar alindig1 belirlenmistir. Ayrica yasal arinma
stiresi sonunda alinan karaciger, bobrek ve kas oOrneklerindeki kalinti diizeyleri
incelenerek, prospektiiste belirtilen yasal armma siireleri ile  uyumu

degerlendirilmistir.
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5.1. Oksitetrasiklin

Tetrasiklinlerin memelilerde viicut geneline iyi dagildigi bilinmektedir.
Landoni ve Errecalde (1992) oksitetrasiklinin, yiiksek dagilim hacmine (Vd) sahip
lipofilik bir ilag oldugunu, yaptiklar1 ¢alismada sigirlara kas i¢i yolla tek doz 20
ng/kg/ca oksitetrasiklin uygulamasi sonrast alinan g¢esitli Orneklerde yiiksek

konsantrasyonlarda oksitetrasiklin tespit ettiklerini bildirmistir.

Calismada uzun etkili oksitetrasiklin preperati, 3 giin arayla 2 doz olarak (20
ng/kg/ca) kas ici yolla uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore, oksitetrasiklinin
sigirlarin kesim Oncesi serum ve agiz sivisi; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve
kas orneklerinde AM 1I teknigi ile tespit edilebildigi goriilmiistiir. Diski rneklerinde

ise bu yontem giivenilir ve saglikli géziikmemektedir (Tablo 9).
Serum

Yapilan caligmalara gore oksitetrasiklinin 0,5-1 pg/ml serum seviyesi etkin
konsantrasyon olarak tanimlanmistir (Brande ve Pugh, 1977; Luthman ve Jacobsson
1982). Toutain ve Raynaud (1983), uzun etkili oksitetrasiklin preperatinin tek doz
olarak (20 pg/kg/ca) kas i¢i yolla uygulanmasmmin ardindan serumdaki
oksitetrasiklinin 60 dk i¢inde 2,3 pg/ml konsantrasyona ulastigini bildirmistir.
Oksitetrasiklinin 12 saat boyunca 4 pg/ml {izerinde seyrettigini, sonrasinda kademeli
sekilde azalmaya basladigin1 ortaya koymustur. 72 saat sonunda hala 0,5 pg/ml
tizerinde oldugunu belirtmistir. Buna paralel olarak Landoni ve Errecalde (1992)
sigirlara kas i¢i yolla tek doz 20 pg/kg oksitetrasiklin uygulamasi sonras1 72. saatte
aliman serum Orneklerinde 0,81 pg/ml oksitetrasiklin tespit etmistir. Fourtillan ve
Dubourg (1982) sigirlarda 70 saat, Nouws (1982) ise, buzagilarda 60 saat boyunca
oksitetrasiklinin etkin konsantrasyonlarin {izerinde oldugunu bildirmistir. Bu
calismada ise AM II sonuglarina gore uzun etkili oksitetrasiklinin serum 6rneklerinde
1, 3 ve 10. giinlerde maksimum konsantrasyonda oldugu tespit edildi (Tablo 9). 20.
giin itibariyle periyodik olarak azalmakla birlikte 28. giin sonunda dahi kontrol
degerlerinin yaklasik 7-12 kat tizerinde seyrettigi goriildii. 28. giin sonunda, 1 ve 2
numarali deney hayvaninda oksitetrasiklinin etkin konsantrasyonlarda (0,765 pg/ml;

0,748 pg/ml), 3 numarali deney hayvaninda ise (0,423 pg/ml) bu konsantrasyonlara
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¢ok yakin oldugu belirlendi. Bu ¢alismada elde edilen uzun siireli etkin derisimlerin

temel nedeni 3 giin arayla 2 doz oksitetrasiklin uygulanmasina baglanabilir.

Oksitetrasiklinin serum 6rneklerinde 1-10 giin arasinda AM II yontemi ile net
bir sekilde tespit edilebildigi, 28. giine kadar bu pozitifligin belirli oranda devam
ettigi belirlendi (Tablo 9 ve Sekil 15). Serumda, 28. giinliikk yasal arinma siiresi
sonunda tespit edilen yiiksek konsantrasyonlarin, dokularda kalint1 limitini agmaya

neden olmadigi ortaya kondu (Tablo 10 ve Tablo 11).
Agiz svist

Orug ve digerleri (2013), tetrasiklin iceren yemlerle beslenen domuzlarin agiz
stvisinda biochip array teknigi ile tetrasiklinleri tespit ettiklerini ve bu yontemin
domuz agiz sivilarinda tetrasiklin tespiti icin kullanilabilecegini bildirmistir.
Meiszberg ve digerleri (2011) ise kas i¢i yolla uygulanan oksitetrasiklini domuz agiz

stvisinda pen-side competitive ELISA yontemi ile tespit etmistir.

Oksitetrasiklinin sigir agiz sivisina gecip gegmedigiyle ilgili fazla calismaya
rastlanmasa da Landoni ve Errecalde (1992) sigirlara kas i¢i yolla tek doz 20 pg/kg
oksitetrasiklin uygulamasi sonrasi 72. saatte aliman agiz sivisinda 0,24 pg/ml
oksitetrasiklin tespit etmistir. Bu calismada ise uzun etkili oksitetrasiklinin AM II
yontemi ile s1gir agiz sivisinda tespit edilebildigi goriilmiistiir. AM II ile elde edilen
sonuclara gore, oksitetrasiklinin agiz sivis1 orneklerindeki konsantrasyonunun, 1. giin
pik yaptigi, 3. giin belirgin sekilde azaldigr ve 20. giin itibariyle 0. glin ve kontrol
degerlerine indigi belirlenmistir (Tablo 9).

Oru¢ ve digerleri (2013), biochip array teknigi ile tetrasiklinin agiz
stvisindaki analizi i¢in recovery oranim1 %42 olarak belirlemislerdir. Bu degerin,
calismada tespit edilen recovery degeri (%33) ile genel olarak uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Calismada, oksitetrasiklinin agiz sivis1 6rneklerinde son ila¢ uygulamasindan
sonra 1 giin icerisinde AM II yontemi ile net bir sekilde belirlenebildigi, 3. giine
kadar pozitifligin devam ettigi ve biiyiik oranda tespit edilebildigi goriildii (Tablo 9
ve Sekil 16).
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Diski

Oksitetrasiklinin % 85-96’s1 idrarla, kiigiik bir kismi1 da diski ile atilmaktadir
(Nouws ve digerleri, 1985). Diski ile atilan kisim, idrarla atilan kismin yaklasik %
2’sini olusturmaktadir (Nouws ve Ziv, 1978a). AM Il ile elde edilen sonuglara gore
0. giin ve kontrol degerlerinin yiiksek pozitiflik vermesi bu yontemle oksitetrasiklinin
diskr 6rneklerinde saglikli bir sekilde analizinin miimkiin olmadigin1 géstermektedir
(Tablo 9 ve Sekil 17). Diski ile diisiik atilim oranina sahip olmasina ragmen, hem
deney hem de kontrol hayvanlarinda yiiksek pozitifliklerin bulunmasi, matriksin
veya uygulanan ekstraksiyon metodunun bu yontem i¢in uygun olmadigini
gostermektedir. Ayrica kalinti varliginin bu yontemle saglikli bir sekilde tespit

edilemeyecegi diisiik geri kazanim orani (%1) ile de ortaya konmustur (Tablo 7).
Dokular

Yasal arinma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin dokularinda
oksitetrasiklinin genel olarak saglikli bir sekilde tespit edilebildigi goriilmektedir.
AM 1II sonuglarma gore karaciger ve bobrek oOrneklerindeki oksitetrasiklin
konsantrasyonunun kaslardaki miktardan daha yiliksek oldugu ortaya konmustur
(Tablo 10). Landoni ve Errecalde (1992) yaptiklar1 ¢alismada sigirlara kas i¢i yolla
tek doz 20 pg/kg oksitetrasiklin uygulamasi sonrast 72. saatte alinan bobrek
orneklerinde 4,43 + 1,13 pg/g; karaciger Orneklerinde 3,29 + 1,25 pg/g; kas
orneklerinde ise 0,70 + 0,14 pg/g oksitetrasiklin tespit etmistir. Landoni ve Errecalde
(1992), sigirlara kas i¢i yolla oksitetrasiklin uygulanmasindan sonra kaslardaki
oksitetrasiklin miktariin karaciger ve bobreklerdeki miktarlardan diisiik olmasinm

oksitetrasiklinin temel atilim yolunun idrar ve safra olmasiyla iligskilendirmistir.

Bu ¢aligmada ise 1 ve 3 numarali deney hayvanina ait karaciger ve 3 numarali
deney hayvanina ait bobrek numunesinde oksitetrasiklin miktar1 >57,60 ug/kg olarak
tespit edildi (Tablo 10). Kas oOrneklerinde ise tiim sonuglarin maksimum kalinti
limitinin altinda oldugu belirlendi (Tablo 10). Bu kapsamda 3 numarali deney
hayvanina ait karaciger ve bobrek oOrneklerinin maksimum kalinti limitini agma
ihtimali nedeniyle LC-MS/MS ile dogrulamasi yapildi. Karaciger ve bobrek
sorneklerine ait LC-MS/MS sonuglar1 sirasiyla 24,29 pg/kg ve 4,53 pg/kg olarak
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tespit edildi ve maksimum kalinti limitlerini asmadigt belirlendi (Tablo 11).
Calismada elde edilen AM II sonuglar ile prospektiiste belirtilen 28 giinliik yasal

arinma siiresinin uyumlu ve yeterli oldugu gorildii.

Nouws ve digerleri (1985), oksitetrasiklin atiliminin yaklasik %90’1nin
bobrekler araciliiyla oldugunu ve eliminasyonun renal klirens, glomeruler filtrasyon
hiz1 ve idrar miktar1 ile dogrudan iligkili oldugunu bildirmistir. Hasta hayvanlarin
karaciger ve bobreklerinde, saglikli hayvanlara goére 2 ile 3 kat daha fazla
oksitetrasiklin  tespit edilmistir (Nouws ve Ziv, 1978a). Kalint1i varlig
degerlendirilirken, eliminasyonunda bdylesine dnemli rol oynayan bir organin hasari
ya da sistemik olarak var olan bir hastalik durumu oksitetrasiklin metabolizmasini ve
atilim hizin1 dolayisiyla ilacin viicutta kalis siiresini degistirebilecegi goz Oniinde

bulundurulmalidir.
5.2. Seftiofur

Yapilan farmakokinetik ¢alismalarda, seftiofurun doza ve hayvan tiiriine gore
farklilik gostermekle beraber uygulandigi bolgeden hizlica emildigi, yiiksek oranda
plazma proteinlerine baglandigi (%89-91), viicutta sivi kompartmanlara yaygin

olarak dagildig1 ve bobrekten yavas atildigi gosterilmistir (Altan, 2013).

Desfuroylseftiofur, seftiofurun ana metabolitidir ve ayni zamanda
farmakolojik olarak da aktif bir bilesiktir (Beconi-Barker ve digerleri, 1995; Salmon
ve digerleri, 1996). Seftiofur, yapisinda bulunan tiyoester baglarnin esterazlar
tarafindan  hidrolize  edilmesiyle bir tiyoesteraz  hidroliz  {irlini  olan
desfuroylseftiofura doniistiiriilir (Krzeminski ve digerleri, 1985; Yein ve digerleri,
1990; Banting ve digerleri, 1989; Li, Zheng, Machesky, Yates ve Katterhenry, 2011;
Radford ve digerleri, 2018). Bu doniisiim bobrek ve karacigerde aktif olarak
gerceklesirken kas ve akcigerlerde pek de aktif degildir (Olson ve digerleri, 1998).
Farmakokinetik ¢aligmalart 1 mg/kg/ca dozda, kas i¢i yolla uygulanan seftiofurun 24
saat i¢inde %95°den fazlasinin viicuttan atildigini, bunun yaklasik %60-80’inin idrar
yoluyla gerceklestigini ve atilan formun ¢ogunlugunun desfuroylseftiofur oldugunu
gostermektedir (Kaya, 2000; Brown, Jaglan ve Banting, 1991; Jaglan, Kubicek,
Arnold ve Cox, 1989; EMEA, 1999a). Avrupa ilag degerlendirme ajansi (EMEA)
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tarafindan sunulan rapora gore ilag uygulamasindan 2-4 saat sonra kanda metabolize
edilmemis seftiofura rastlanmadigi bildirilmistir (EMEA, 1999a). Tiirk Gida Kodeksi
(2017), "Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin
Smiflandirilmasi ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi"nde, seftiofur igin
belirleyici kalint1 tiirii olarak desfuroylseftiofur tanimlanmistir (Tablo 8). Bu nedenle,
calisma kapsaminda AM II ile elde edilen sonuglar desfuroylseftiofur tizerinden

hesaplanmustir.

Calismada seftiofur, 1 mg/kg dozda, giinde 1 defa, 5 gilin boyunca, kas ici
yolla uygulanmistir. Analiz sonuglarina goére, desfuroylseftiofurun sigirlarin kesim
oncesi agiz sivist; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas orneklerinde AM 11
teknigi ile tespit edilebildigi, serum ve diski 6rneklerinde ise saglikli bir sekilde
tespit edilemedigi belirlenmistir (Tablo 12).

Serum

Brown ve digerleri (1991), 1 mg/kg/ca dozda seftiofur uygulamasindan 1 saat
sonra sigir serumlarinda tespit edilebilir diizeyde seftiofur bulunmamasina ragmen
uygulamadan 1 saat sonra 3,75-0,44 g/ml diizeyinde desfuroylseftiofur tespit
ettiklerini bildirmistir.  Bu c¢alismada ise AM II sonuglarmma gore, son ilag
uygulamasindan 24 saat sonra alinan (1. giin) serum O6rneklerinde desfuroylseftiofur
konsantrasyonunda kismi bir yiiksekligin oldugu, 7. giin itibariyle 0. giin ve kontrol

seviyelerine yaklastig1 goriildi (Tablo 12).

Calismada, serum Orneklerinde 0 ve 1. giinler arasinda desfuroylseftiofur
konsantrasyonlarinda yiikselme goriilse de, tespit edilen geri kazanim oranm1 %1290
(Tablo 7), bu yontemin sigir serum orneklerinde desfuroylseftiofur igin yiiksek

duyarliliga sahip oldugunu ve analizinin saglikli olmadigin1 gostermistir.
Agiz Swist

AM 1II ile elde edilen sonuglara gore, agiz sivisinda tespit edilen
desfuroylseftiofur miktar1 1. giin kismi olarak yiikselmis, 3. gilin itibariyle kontrol
degerlerine inmistir (Tablo 12). Meiszberg ve digerleri (2011) domuzlara 4,3 mg/kg

dozda kas i¢i yolla uygulanan seftiofurun domuz agiz sivisinda pen-side competitive
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ELISA yontemi ile tespit etmistir. Orug ve digerlerinin (2013), domuz agiz sivisinda
biochip array teknigi ile yaptiklari ¢aligmada seftiofurun recovery oran1 %212 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada ise sigir agiz sivisinda AM 11 ile tespit edilen seftiofura

ait recovery oranit %135 olarak elde edilmistir (Tablo 7).

Calismada, desfuroylseftiofurun agiz sivist 6rneklerinde 0-1. giinler arasinda
diisiik miktarlarda da olsa AM II yontemi ile tespit edilebildigi goriinmektedir (Tablo
12 ve Sekil 16).

Diski

Seftiofurun yaklasik %60-80’inin idrarla, kalan kismin ise diski ile atildigi
bilinmektedir (Kaya, 2000; Brown ve digerleri, 1991; Jaglan ve digerleri, 1989;
EMEA, 1999a). AM II sonuglarina goére, desfuroylseftiofurun disk: 6rneklerinde 0-1.
giinler arasinda maksimum konsantrasyonlara ulastigi, 3. giin itibariyle azalarak
kontrol degerlerine indigi goriilmektedir (Tablo 12). Diski ile sinirlt atilim oranina
sahip olmasina ragmen, 0. giin dahil hem deney hem de kontrol hayvanlarinda
yiiksek pozitifliklerin bulunmasi, matriksin veya uygulanan ekstraksiyon metodunun
bu yontem i¢in uygun olmadigini gostermektedir. Ayrica kalinti varligimin bu
yontemle saglikli bir sekilde tespit edilemeyecegi diisiik geri kazanim oram (%9) ile

de ortaya konmustur (Tablo 7).

Calismada, desfuroylseftiofurun diski dérneklerinde AM 1II yontemi ile saglikli
bir sekilde tespit edilemedigi belirlenmistir.

Dokular

Yasal armma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin dokularinda
desfuroylseftiofurun saglikli bir sekilde tespit edilebildigi goriildii (Tablo 13).
Calismada deney ve kontrol grubu hayvanlarina ait tiim doku Orneklerinde tespit

edilen miktarlarin maksimum kalint1 limitlerini asmadigi belirlendi (Tablo 13).

AM 1I sonuglarina gore karaciger ve bobrek orneklerindeki desfuroylseftiofur
konsantrasyonunun kaslardaki miktardan daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 13).
Buna paralel olarak, sigirlara 2,2 mg/kg/ca dozda, 5 giin boyunca, kas i¢i yolla
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seftiofur uygulanan bir calismada, son ilag uygulamasindan 8 saat sonra bobrekte
5540 pg/kg, karacigerde 1350 pg/kg, kasta 230 pg/kg konsantrasyonda seftiofur
tespit edilmistir (EMEA, 1999a). Yine sigirlara 2,2 mg/kg/ca dozda, 3 giin boyunca,
kas i¢i yolla seftiofur uygulanan bir bagka ¢alismada, son ilag uygulamasindan 3 giin
sonra bobrekte 953 pg/kg, karacigerde 250 pg/kg, kasta 37 pg/kg konsantrasyonda
seftiofur Olciilmistir (EMEA, 1999a). Koyunlarda yapilan c¢aligmada ise 2,2
mg/kg/ca dozda 5 giin boyunca kas i¢i yolla uygulanan seftiofur sonrasinda en
yiiksek oranlar sirasiyla bobrek (%95,7) ve karacigerde (%90,5) bulunmustur
(Beconi-Barker ve digerleri, 1995). AM 1I ile elde edilen sonuglar ve mevcut
caligmalar,  desfuroylseftiofurun  karaciger = ve  bobrek  Orneklerindeki
konsantrasyonunun kaslardaki miktardan daha yiiksek oldugunu goéstermektedir. Bu
durum, seftiofurun desfuroylseftiofura doniistiiriilmesinde rol oynayan esterazlarin
bobrek ve karacigerde aktif olarak bulunurken kasta aktif olarak bulunmamasiyla

yorumlanabilir (Olson ve digerleri, 1998).

Lin, Vahl ve Riviere (2016), bobrek hasari bulunan sigir ve domuzlardan
aldiklar1 plazma, karaciger, bobrek ve kas Orneklerinde tespit edilen
desfuroylseftiofur miktarinin, saglikli hayvanlara gore eser miktarda degistigini ya da
hi¢ degismedigini bildirilmistir.

Calismada elde edilen AM II sonuclar1 ile seftiofur i¢in prospektiiste

belirtilen 7 giinliik yasal arinma siiresinin uyumlu ve yeterli oldugu goriilmiistiir.
5.3. Enrofloksasin

Enrofloksasinin parenteral yolla uygulandiginda iyi emilim gosterdigi, eklem
stvist ve prostat da dahil tiim viicut kisimlarina iyi dagildig: bilinmektedir (Stein,
1991; Walker, Stein, Hauptman ve Macdonald, 1992; Kiing, 1993; Parlar ve Kaya,
2005). Enrofloksasin, proteinlere diisiik oranda (<%50) baglanir (Kabaday1, 2014).
Karacigerde gergeklesen deetilasyon sonucu ana metaboliti olan siprofloksasine ve
diger alt metabolitlerine doniislirek, baslica idrar ve safra yoluyla atilir (EMEA,
1998; Parlar ve Kaya, 2005; Kabaday1, 2014). Hayvan tiirline gore farklilik gosterse
de c¢ogu tiirde enrofloksasin metabolize olarak, 6nemli oranda ana metaboliti olan
siprofloksasine doniismektedir (Davis, Foster ve Papich, 2008; Idowu, Peggins,

Cullison ve von Bredow, 2010; Trouchon ve Lefebvre, 2016).
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Sigirlara deri alt1 yolla enrofloksasin uygulanmasindan sonra plazmada tespit
edilen  siprofloksasin  diizeyinin,  toplam  ilag ~ miktarmna  oraninin
(enrofloksasintsiprofloksasin) yaklasik olarak %32 ile %41 arasinda oldugu
(McKellar, Gibson, Monteiro ve Bregante, 1999; Davis ve digerleri, 2008; Lucas,
San Andrés, Gonzalez, Froyman ve Rodriguez, 2008); damar igi yolla enrofloksasin
uygulamasi sonrasinda ise bu miktarin %59 ile %64 arasinda degistigi

bildirilmektedir (Idowu ve digerleri, 2010).

Sigirlara 5 mg/kg dozda, deri alt1 yolla, 5 giin siireyle uygulanan
enrofloksasinin son doz uygulamasindan 8 saat sonra kesilen bir dana ve bir diivenin
karaciger, bobrek ve kasinda enrofloksasin ve siprofloksasin analizi yapilmistir.
Enrofloksasinin toplam kalintidaki orani iki hayvanin karacigerinde sirasiyla, %21
ile %26; bobreginde %27 ile %31 ve kasinda %55 ile %56 olarak bulunmustur
(EMEA, 1998). Ayn1 dokularda siprofloksasinin toplam kalintiya orani karacigerde
%38 ile %44; bobrekte %50 ile %55 ve kasta %33 ile %34 olarak tespit edilmigtir
(EMEA, 1998). Enrofloksasinin sigirlara 12,5 mg/kg dozda, deri alti yolla
uygulanmas1 sonrast kaslarda tespit edilen siprofloksasinin, enrofloksasin

konsantrasyonunu astig1 bildirilmistir (Davis ve digerleri, 2008).

Tiirk Gida Kodeksi (2017), Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandirilmast ve Maksimum Kalint1 Limitleri Y6netmeliginde,
enrofloksasin i¢in belirleyici kalint1 tiirii enrofloksasin ve siprofloksasin toplami
olarak tanimlanmigstir (Tablo 8). Ancak biochip array yonteminin ayni antimikrobiyal
grup icindeki tek bir molekiile odaklanip Olglim yapmasit nedeniyle, doku
orneklerinde elde edilen sonuglar hem cross-reaktivite degeri (Tablo 8), hem de
dokularda enrofloksasine gore daha yiiksek konsantrasyonda bulunmasi nedeniyle

(Davis ve digerleri, 2008; EMEA, 1998) siprofloksasin iizerinden hesaplanmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismada AM I ile elde edilen kesim Oncesi
sonuclar enrofloksasin iizerinden degerlendirilirken, kesim sonrast sonuglar

siprofloksasin tizerinden degerlendirilmistir.

Calismada enrofloksasin, 5 mg/kg dozda, giinde 1 defa ve 5 giin boyunca, kas

i¢ci yolla uygulanmistir. Analiz sonuclarina gore, enrofloksasinin sigirlarin kesim
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Oncesi serum, agiz sivist; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas orneklerinde
AM 1I teknigi ile tespit edilebildigi, disk1 6rneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit
edilemedigi belirlenmistir (Tablo 14).

Serum

McKellar ve digerleri (1999), sigirlara, deri alti yolla, tek doz olarak, 2,5
mg/kg; Lucas ve digerleri (2008), yine sigirlara, deri alt1 yolla, tek doz olarak, 5
mg/kg dozda enrofloksasin uygulamistir. Enrofloksasinin plazmada maksimum
konsantrasyona ulagsma siiresinin yaklasik olarak sirasiyla 1,75+1,04 ile 1,21+0,52
saat arasinda oldugu goriilmektedir. Yine sigirlara deri alt1 yolla, tek doz (2,5 mg/kg)
uygulanan enrofloksasinin 24. saat itibariyle 6l¢iilen plazma konsantrasyonunun 0,1
pg/ml’nin altinda seyrettigi bildirilmistir (McKellar ve digerleri, 1999). Bu
calismada ise, son ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra (1. giin) alinan serum
orneklerinde enrofloksasin miktar1 0,128 pg/ml olarak tespit edilmistir (Tablo 14).
Burada tespit edilen konsantrasyonun daha yiiksek olmasinin en Snemli nedeni,

enrofloksasinin 5 mg/kg dozda, 5 giin boyunca uygulanmis olmasidir.

AM 1I ile elde edilen sonuglara gore, serum Orneklerindeki enrofloksasin
konsantrasyonunun 1. giinde yiikseldigi, 3. giin itibariyle diismeye basladigi ve 15.
giiniin sonunda 0. giin ve kontrol degerlerine indigi belirlenmistir (Tablo 14). Ayrica,
I numarali deney hayvaninin 10. giin sonucu (20,00 pg/kg), aynt giine ait diger
sonuglara (0,00 pg/kg) ve 3. giin kendi sonucuna gore (11,74 pg/kg) yliksek tespit
edilmistir (Tablo 14). Serum numunelerindeki AM II sonuglarinda bireysel olarak
kismi inis ¢ikislarin olabilecegi ancak bu durumun, sonuglarda siiphe yaratacak kadar
ciddi oranda olmadig goriilmistiir. Tespit edilen geri kazanim orani1 %400°diir
(Tablo 7). Bu durum, serum orneklerinde enrofloksasin analizinde goz oOniinde

bulundurulmalidir.

Calismada, enrofloksasinin serum orneklerinde 0. ve 3. giinler arasinda AM 11

yontemi ile tespit edilebildigi goriildii (Tablo 14 ve Sekil 15).
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Agiz Sist

AM 1l ile ag1z sivisinda tespit edilen enrofloksasin miktar1 1. giin ylikseldigi,
3. giin itibariyle azalmaya bagladigi, 10. giinde 0. giin ve kontrol degerlerine
yaklastig1 tespit edilmistir (Tablo 14). Enrofloksasinin agiz sivisina ge¢ip gegmedigi
ile ilgili literatiire rastlanmasa da, florokinolonlar, yiiksek dagilim hacmine ve
yiiksek biyoyararlanima sahiptir (Kaartinen, Salonen, Alli ve Pyorala, 1995; Rao ve
digerleri, 2002). Eklem sivisi, bronsiyal sivilar ve prostat sivist gibi pek ¢ok viicut
kesimine niifuz ettigi bilinmektedir (Stein, 1991; Walker ve digerleri, 1992; Kiing,
1993; Kaya, 1994; McKellar ve digerleri, 1999). Dagilim 6zelligi, elde ettigimiz AM
IT sonuglar1 ve tespit edilen geri kazanim orani (%188) degerlendirildiginde (Tablo
7), sigir ag1z sivisinda enrofloksasin analizinin miimkiin oldugu, ancak c¢alismalarin

detaylandirilmasi gerektigi goriilmektedir.

Calismada, enrofloksasinin agiz sivisi 6rneklerinde 0-1. giinler arasinda AM

II yontemi ile tespit edilebildigi goriinmektedir (Tablo 14 ve Sekil 16).
Diski

Enrofloksasin ve metabolitlerinin ¢cogu, bobreklerdeki glomeruler filtrasyon
ve tubuler sekresyonla idrarla, nispeten daha az miktarda diski ile atilir (Boothe,

1994; Brown, 1996; McKellar, 1996; Bregante ve digerleri, 1999).

AM 1I ile diski orneklerinde tespit edilen enrofloksasin miktar1 1. giin
maksimum konsantrasyona ulagmis, 10. giin itibariyle azalmaya baslamis ve 15. giin
sonunda hala 0. giin ve kontrol degerlerinin iizerinde seyretmistir (Tablo 14). Diski
orneklerinde ila¢ uygulamasindan sonraki giinlerde kontrol sonuglarinin yiiksekligi
dikkat ¢cekmektedir. Enrofloksasinin temel atilim yolunun diski olmamasi, kontrol
sonuclarinda elde edilen yiiksek pozitiflik ve tespit edilen diisiik recovery oran1 (%4)
nedeniyle, AM II yontemi ile enrofloksasinin digki orneklerinde analizi saglikli ve

miimkiin gériinmemektedir.
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Dokular

Yasal arinma stiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin karacigerinde
siprofloksasinin tespit edilebildigi, bobrek ve kas orneklerinde tespit edilemedigi
belirlendi (Tablo 15). Karaciger 6rneklerinde pozitiflik tespit edilirken, bobrek ve
kas orneklerinde pozitiflige rastlanmamasi, enrofloksasinin bobrek ve kasta tespit
edilebilir konsantrasyonlarin altinda bulunmasiyla iliskilendirilebilir. Calismada
deney ve kontrol grubu hayvanlarina ait tiim doku oOrneklerinde tespit edilen
siprofloksasin miktarlarinin maksimum kalint1 limitlerini asmadig1 belirlendi (Tablo
15). Enrofloksasine ait cross-reaktivite degeri (%76) g6z Oniine alinarak,
enrofloksasin ve siprofloksasin toplami hesap edilse dahi elde edilen sonucun kalinti

limitlerini asmayacagi goriilmektedir (Tablo 5 ve Tablo 7).

Sigirlara 5 giin boyunca, 5 mg/kg dozda, deri alt1 yolla enrofloksasin enjekte
edilen bir c¢alismada, karaciger, bobrek ve kastaki toplam kalinti
konsantrasyonlarinin, uygulamadan 8 saat sonra sirastyla 10,05; 7,47 ve 1,54 pg/kg
ol¢iildiigli, bu degerlerin de 14 giin sonunda sirastyla 639, 66 ve 4 ng/kg'a diistiigi
bildirilmektedir (EMEA, 1998). Sigirlarda enrofloksasinin son doz uygulamasindan
3 giin sonra kas, karaciger ve bobrekte tespit edilen kalinti konsantrasyonlarinin
1:3:2 oraninda oldugu gosterilmistir (EMEA, 1998). Buna kars1 AM Il ile elde edilen

sonuglarda boyle bir oransal baglantiya rastlanmamistir (Tablo 15).

Lin ve digerleri (2016), hasta sigirlardan aldiklar1 plazma, karaciger, bobrek
ve kas Orneklerinde tespit edilen siprofloksasin miktarinin, saglikli hayvanlarda tespit
edilen miktarlar ile farklilik gostermedigini bildirmislerdir. Hwang ve digerleri
(2009) ise ratlarda yaptiklar1 calismada karaciger yetmezliginin, enrofloksasin
farmakokinetigi tizerinde anlamli bir etkisi olmadigini, bobrek yetmezliginin ise
belirgin sekilde eliminasyon yar1 omriinii uzattigmi belirtmistir. Kalinti varlig

degerlendirilirken bu durum da géz 6niinde bulundurulmalidir.

Calismada elde edilen AM II sonuglar ile enrofloksasinin dokularda 6zellikle
karacigerde genel olarak saglikli bir sekilde analiz edilebilecegi ve prospektiiste

belirtilen 14 giinliik yasal arinma siiresinin uyumlu ve yeterli oldugu goriilmiistiir.
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5.4. Tilosin

Tilosin, yiiksek oranda yagda ¢oziiniir, viicut sivilarina ve dokularina yaygin
olarak dagilir (Burrows, 1980). Plazma proteinlerine % 25-47 oraninda baglanir
(Nouws ve Ziv, 1977; Avct ve Elmas, 2014). Formiile edilmis tilosin temel olarak
(%80-90) tilosin A'dan ve kiigiik miktarlarda tilosin B, C ve D'den olusur (Kanfer,
Skinner ve Walker, 1998; Loke, Ingerslev, Halling-Sorensen ve Tjornelund, 2000;
Teeter ve Meyerhoff, 2003). Baslica safra ve siitle, kismen de idrarla atilir

(Botsoglou ve Fletouris, 2001; Avci ve Elmas, 2014).

Sigirlara 17,6 mg/kg dozda, giinde 1 defa, 3 giin boyunca, kas i¢i yolla tilosin
uygulamasindan 4 saat sonra alinan karaciger, bobrek, kas ve digkida bulunan ana

kalintinin tilosin A oldugu bildirilmektedir (JECFA, 2009).

Tirk Gida Kodeksi (2017), "Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalinti Limitleri
Yonetmeligi"nde, tilosin ig¢in belirleyici kalnti tiri  "Tilosin A" olarak
tanimlanmistir (Tablo 8). Bu bilgiler dogrultusunda kesim Oncesi ve sonrasi
orneklerde kalinti analizinin tilosin A {izerinden yiiriitiilmesi saglikli olacaktir.
Ancak biochip array yonteminin ayn1 antimikrobiyal grup i¢indeki tek bir molekiile
odaklanip 6lgmesi ve tilosin A i¢in cross-reaktivite degerinin tanimlanmamis olmasi
nedeniyle, kesim Oncesi ve sonrast AM Il sonuglari tilosin ana molekiilii iizerinden

degerlendirilmistir.

Calismada tilosin, 10 mg/kg dozda, giinde 1 defa, 5 giin boyunca, kas i¢i yolla
uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore, tilosinin sigirlarin kesim 6ncesi serum, agiz
stvisi ve digki; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas orneklerinde AM 11 teknigi

ile tespit edilebildigi belirlenmistir (Tablo 16).
Serum

Sigirlara 17,5 mg/kg dozda, kas ici yolla uygulanan tilosinin yaklasik 2 saat
icinde pik konsantrasyona ulastigi (van Duyn and Folkerts, 1979; Avci ve Elmas,
2014), yarilanma omriiniin 20,46+2,08 saat oldugu ve tek doz ila¢ uygulanmasindan

sonra 48 saate kadar serumda tespit edildigi bildirilmistir (Avcr ve Elmas, 2014).
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AM 1I sonuglarina gore ise, serumda tespit edilen tilosin degerlerinin 1. ve 3.

giinlerde maksimum konsantrasyonda seyrettigi goriilmektedir (Tablo 16).

Nouws ve Ziv (1977), sigirlara 7.3 mg/kg dozda tilosinin kas i¢i yolla, tek
doz olarak uygulanmasindan 24 saat sonra plazmadaki tilosin konsantrasyonunu <0.4
pg/ml olarak tespit etmistir. AM II sonuglarina gore, son ilag uygulamasindan 24 saat
sonra serumda tespit edilen tilosin sonucu yiiksek pozitiflik (>43,50 png/l)
gostermistir (Tablo 16). 3. giin sonuglarina gore ise 1 ve 2 numarali deney hayvani
yine yiiksek pozitiflik (>43,50 pg/l) gosterirken, 3 numarali deney hayvanina ait
tilosin konsantrasyonu 205 pg/l olarak belirlenmistir. Nouws ve Ziv (1977), tek doz
tilosin uygulamasi sonrast 24. saatte 0,4 ug/ml’den diisiik tilosin konsantrasyonu
tespit ederken, AM 1II ile tespit edilen sonuglarin, 3. giin itibariyle bu

konsantrasyonun altina inmeye basladig1 goriilmektedir (Tablo 16).

Bu calismada, AM 1I ile tespit edilen tilosinin 3. giin itibariyle yliksek
konsantrasyonlarda olup, hala tespit edilebilir olmasinin en 6nemli nedeni, tilosin
uygulamasinin 10 mg/kg dozda uygulanmasina ragmen ila¢ uygulamasimin 5 giin
boyunca devam etmis olmasidir. Tilosinin serum 6rneklerinde AM I ile tespit edilen

geri kazanim orani %180°dir (Tablo 7).

Calismada, tilosinin serum Orneklerinde 1-3 giin arasinda AM 1II yontemi ile
net bir sekilde belirlenebildigi, ancak 15. gline kadar pozitifligin devam ettigi ve
biiylik oranda tespit edilebildigi goriinmektedir (Tablo 16 ve Sekil 15). Serum
orneklerinde tespit edilen yiiksek degerler, doku numunelerinde elde edilen
sonuclarla karsilastirildiginda, oksitetrasiklinin aksine, bu yliksekligin kalint1 varlig

acisindan bir gosterge olabilecegi degerlendirildi (Tablo 17 ve Tablo 18).
Agiz Swist

Tilosinin yiiksek lipofilik 6zellik géstermesi ve diisiik iyonizasyon derecesine
sahip olmas1 viicut sivilar1 ve dokularma yaygin olarak dagilmasini saglar
(Gingerich, Baggot ve Kowalski, 1977; Burrows, 1980). Yapilan farmakokinetik
caligmalarda, kas i¢i uygulanan tilosinin inek ve buzagilarda yiliksek oranda dagilim

gosterdigi bildirilmistir (Ziv ve Sulman 1973; Gingerich ve digerleri, 1977; Cester,
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Ganiereb ve Toutainc, 1993; Burrows, Barto, Martin ve Tripp, 1983; Prats, El
Korchi, Francesch, Arboix ve Pere, 2002).

Tilosinin sigir agiz sivisina gegmesiyle ilgili literatiire rastlanmasa da, AM II
ile elde edilen sonuglara gore, 2 ve 3 numarali deney hayvanina ait 1. gilin
orneklerinde yliksek pozitiflik tespit edilmistir (Tablo 16). Bu degerler, 3. giin
itibariyle azalmaya baslamis ve 10. giin itibariyle de 0. giin ve kontrol degerlerine
inmistir (Tablo 16). Calismada, tilosinin agiz sivisinda AM 1I ile tespit edilen geri
kazanim orani %546’dir (Tablo 7). Orug¢ ve digerleri (2013), domuz agiz sivisi
orneklerinde biochip array teknigi ile analiz edilen tilosinin recovery oranini %82
olarak belirlemistir. Farmakokinetik 6zellikleri ve elde edilen AM II sonuglari
dikkate alindiginda tilosinin agiz sivinda tespit edilebilecegi 6n goriilmekle birlikte,

konuyla ilgili detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismada, tilosinin agiz sivisi 6rneklerinde son ila¢ uygulamasindan sonra 1
giin icerisinde AM II yontemi ile tespit edilebildigi belirlenmistir (Tablo 16 ve Sekil
16).

Diski

Tilosinin temel atilim yolunun diski ve siit oldugu bilinmektedir (Botsoglou
ve Fletouris, 2000; Avci ve Elmas, 2014). 17,6 mg/kg dozda, 3 giin boyunca, kas i¢i
yolla uygulanan tilosinin %50’den az1 diski ve idrarla atilmistir. Digkiyla atilan
tilosinlerin  %29,8’ini tilosin A, %25,2’sini tilosin C, %11,4’linii tilosin D ve

%10,8’in1 dimetil-tilosin D olusturmaktadir (EMEA, 1997a).

AM 1I ile diski orneklerinde tespit edilen tilosin degerleri 1. ve 3. giin
maksimum konsantrasyonda seyrettigi goriilmektedir (Tablo 16). Sigirlara 7,3 mg/kg
dozda tilosinin kas i¢i yolla, tek doz olarak uygulanmasindan 24 saat sonra, safrada
tespit edilen tilosin konsantrasyonu 35,1 pg/ml iken, 31 saat sonra bu deger 12,1
ug/ml olarak tespit edilmistir (Nouws and Ziv, 1979). AM 1I sonuglarina gore ise,
son ilag uygulamasindan 72 saat sonra digki 6rneklerinde yiiksek pozitifligin (>43,50
pg/l) devam ettigi goriilmektedir (Tablo 16). 21. giiniin sonunda degerlerin 0. giin ve
kontrol degerlerine yakin olmakla birlikte, genellikle iizerinde seyrettigi
belirlenmistir (Tablo 16). Tilosinin diskida AM II ile tespit edilen geri kazanim orani
%115°tir (Tablo 7).
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Diski orneklerinde, kontrol hayvanina ait 15. giin sonucu yiiksek pozitiflik
(>87,00 ng/kg) gostermistir (Tablo 16). Kontrol hayvanina ait bobrek numunesinin
de ayn sekilde yiiksek pozitiflik gosterdigi, ancak yapilan LC-MS/MS dogrulamasi
ile sonucun hatali pozitiflik verdigi tespit edilmistir. Bu durum, tilosinin diski
orneklerindeki analizinde g6z Oniinde bulundurulmali ve siipheli sonuglar igin

dogrulama testleri yapilmalidir.

Calismada, tilosinin digki 6rneklerinde 1-3 giin arasinda AM II yontemi ile

tespit edilebildigi belirlenmistir (Tablo 16 ve Sekil 17).
Dokular

Karacigerde bulunan tilosinin ana komponenti tilosin A’dir. Karaciger ve
bobrekte bulunan diger ana metabolitler tilosin D, tilosin C ve cysteinyl-tilosin A’dir.
Kasta ise yalnizca tilosin A komponenti bulunur. Domuz ve sigirlarda yiiriitiilen

tilosin analizlerinde hedef organin bobrek oldugunu bildirmektedir (EMEA, 1997a).

Calismada, yasal arinma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin
dokularinda tilosinin tespit edilebildigi goriilmiistir. AM II sonuglarina gore,
karaciger 0rneklerinde 3 deney hayvanina ait degerlerin (>87.00 ng/kg) maksimum
kalinti limitini (100 pg/kg) asabilecegi belirlendi (Tablo 17) ve LC-MS/MS ile
dogrulamas1 yapildi. LC-MS/MS sonuglarina gore karaciger orneklerinde 1 ve 2
numarali deney hayvanina ait degerler sirasiyla 366,79 ng/kg, 474,60 ng/kg olarak
tespit edildi (Tablo 18). Bu degerlerin maksimum kalint1 limitini astig1 gorildi. 3
numarali deney hayvanina ait LC-MS/MS sonucu ise 84,53 png/kg olarak tespit edildi

ve maksimum kalint1 limitini agsmadig1 belirlendi (Tablo 18).

Bobrek orneklerinde ise, 2 deney ve 1 kontrol hayvanina ait degerlerin
(>87.00 pg/kg) maksimum kalint1 limitini (100 pg/kg) asabilecegi goriildii ve LC-
MS/MS ile dogrulamasi yapildi. LC-MS/MS sonuglarina gore bobrek drneklerinde 1
numarali deney hayvanina ait degerin (194,35 pg/kg) maksimum kalinti limitini
astig1 tespit edildi (Tablo 18). 2 numarali deney hayvanina ait LC-MS/MS sonucu
41,09 pg/kg, kontrol hayvanina ait sonug ise 6,02 pg/kg olarak tespit edildi (Tablo

18). Bu degerlerin maksimum kalint1 limitini asmadig1 goriildii.
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Kas o6rneklerinde ise AM 1I ile belirlenmis deney ve kontrol hayvanlarina ait
tiim degerlerin maksimum kalintt limitini (100 pg/kg) agsmadig tespit edildi (Tablo
17).

AM II sonuglarina gore, yiiksek pozitiflik tespit edilen (>87.00 pg/kg) toplam
6 adet karaciger ve bobrek numunesinden 3’1 kalint1 limitini asarken, 3 numunenin
limitin altinda sonu¢ vermesi bir tarama metodu olan biochip array yontemi ile elde
edilen yiiksek pozitifliklerin kromatografik yontemlerle dogrulanmasi gerektiginin

Onemini ortaya koymaktadir.

2 sigira 17,6 mg/kg dozda, 3 glin boyunca, kas ic¢i yolla tilosin
uygulamasindan 4 saat sonra HPLC ile (rutin analitik metot) dokularda tespit edilen
tilosin A’nin, toplam tilosine (equivalents) orani karacigerde %11, bobrekte %14,
kasta ise %25 oldugu bildirilmistir (EMEA, 1997a). Ayn1 6rnekler mikrobiyal assay
ile ¢alisildiginda bu oranlar (mikrobiyal etkinlige sahip tilosin A ylizdesi) yaklasik 3
kat fazla (karacigerde %31, bobrekte %37 ve kasta %70) bulunmustur. Bu sonuglar,
kalintt analizinde kullanilan analiz metodunun ve dogrulama testlerinin Gnemini

gostermektedir.

Calismada saglikli hayvanlarin doku 6rneklerinde maksimum kalint1 limitini
asan sonucglarin tespit edilmesi, ilag metabolizasyonunu ve atiliminmi etkileyen
faktorlerin de devreye girmesi durumunda prospektiiste belirtilen yasal armmma
stiresinin yetersiz kalabilecegini gostermistir. Tilosine ait yasal arinma siiresinin daha

kapsamli ¢aligmalarla tekrar degerlendirilmesi uygun olacaktir.
5.5. Tilmikosin

Tilmikosin, yagda yiiksek oranda ¢6ziiniir, proteinlere kismi oranda baglanir
ve zayif organik bir bazdir (Ziv, Shem-Tov, Glickman, Winkler ve Saran, 1995). Bu
ozellikleri, tilmikosinin hiicre zarlarindan kolaylikla gegmesine ve viicutta hizli bir
sekilde dagilmasina izin verir. Viicutta iyi dagilmasi nedeniyle o6zellikle akciger,
karaciger ve bobrekte yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Giera, Herberg,
Klink ve Thomson, 1986; Giera and Peloso, 1988; Brown, Deleeuw, Stahl ve Roof,

1995; Ziv ve digerleri, 1995). Tilmikosinin karakterize edilmis tek ana metaboliti T-1
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(N-desmetil tilmikosin)’dir. Viicuttan biiyiik bir kism1 degismeden atilir (Donoho,
1988). Toplam atilimin yaklasik dortte {igii ana bilesikten (tilmikosin), diger
kisimlar1 ise mindr metabolitler veya ekstrakte edilemeyen kalintidan olusur
(Donoho, Peloso ve Thomson, 1988; Giera and Peloso, 1988). Temel atilim yolu
disk1 ve idrardir (EMEA, 1997Db).

Tirk Gida Kodeksi (2017), "Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Simiflandirilmas1 ve Maksimum Kalinti Limitleri
Yonetmeligi"nde, tilmikosin igin belirleyici kalinti tiri "tilmikosin" olarak
tanimlanmistir (Tablo 8). Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismada AM Il ile elde edilen

sonuglar tilmikosin iizerinden degerlendirilmistir.

Calismada tilmikosin, 10 mg/kg dozda, deri alti yolla, tek doz olarak
uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore, tilmikosinin sigirlarin kesim 6ncesi serum,
agiz s1vist; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas orneklerinde, AM II teknigi ile
tespit edilebildigi, diski Orneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit edilemedigi
belirlenmistir (Tablo 19).

Serum

Serum orneklerinde AM 11 ile tespit edilen tilmikosin degerlerinin 1. ve 10.
giinler arasinda yiiksek seyrettigi, 30. giin itibariyle belirgin olarak azaldigi1 ve 60.

giinlin sonunda 0. giin ve kontrol degerlerine yaklastig1 goriilmektedir (Tablo 19).

Sigirlara 10 mg/kg dozda, deri alt1 yolla uygulanan tilmikosinin, 1 saat iginde
maksimum konsantrasyona ulastig1 (Thomson, 1989), 8 saat sonra ise, serumda 0,35
pg/ml konsantrasyonda tespit edildigi bildirilmistir (Thomson ve Peloso, 1989). Ayni
doz tilmikosin uygulamasi sonrasi, 1. giin serum orneklerinde AM I ile tespit edilen

tilmikosin konsantrasyonlar1 0,35-0,40 pg/ml arasindadir.

Tilmikosinin serumdaki minimum etkin konsantrasyonu (MEK), 0.1 pg/mL
veya iizeri olarak kabul edilmistir (Ramadan, 1997; Gutiérrez, Soriano, Martinez-
Cortes, Miranda-Calderon ve Sumano, 2016). Lombardi, Portillo, Hassfurther ve
Hunter (2011), standart bir tilmikosin preparatinin 10 mg/kg dozda, deri alt1 yolla,

tek doz olarak uygulanmasi sonrasi serumda tespit edilen konsantrasyonun ancak 72

76



saat boyunca MEK degerinin (0,1 pg/mL) {izerinde seyrettigini belirtmistir. Ayn1
dozda tilmikosin uygulamasimi iceren bir bagka caligmada ise, bu
konsantrasyonunun, 96 saat boyunca MEK’in (0,1 pg/ml) iizerinde oldugu ve 120.
saat itibariyle bu degerin altina indigi tespit edilmistir (Gutierrez ve digerleri, 2016).
Avci ve Elmas (2014), serumdaki tilmikosin konsantrasyonunun, 120. saatin sonunda
dahi MEK’in (0,1 pg/ml) iizerinde oldugunu bildirmistir. AM II ile elde edilen
sonuglarda ise, serumda tespit edilen tilmikosin konsantrasyonunun 10. giin sonunda
dahi 0,14 ile 0,23 pg/mL arasinda oldugu ve MEK’in (0,1 pg/mL) lizerinde seyrettigi
goriilmektedir (Tablo 19). Tilmikosinin serum orneklerinde AM I ile tespit edilen
geri kazanim oran1 %33’tiir (Tablo 7).

Calismada, tilmikosinin serum orneklerinde 1-10 giin arasinda AM II yontemi

ile tespit edilebildigi goriinmektedir (Tablo 19 ve Sekil 15).
Agiz Swist

Tilmikosinin, agiz sivisina gegmesiyle ilgili literatiire rastlanmasa da, sahip
oldugu farmakokinetik 6zellikler (yagda yiiksek oranda ¢ézlinmesi, proteinlere kismi
oranda baglanmasi, zayif organik baz olmasi), tilmikosinin agiz sivisina

gecebilecegini diistindlirmektedir.

AM 1I ile elde edilen sonuclara gore, agiz sivisi orneklerinde tespit edilen
tilmikosin degerleri, 1. giin kismi bir yiikselis gostermis, 3. giin itibariyle azalmaya
baslamis ve 30. giiniin sonunda kontrol degerlerine inmistir (Tablo 19). Buna ragmen
3. gilin kontrol degerinin (100,38 pg/kg) deney gruplarindan bile yiliksek oldugu
goriilmektedir (Tablo 19). Bu durum, agiz sivisinda pozitifligi artiran baska
maddelerin de olabilecegini gostermektedir. Tilmikosinin agiz sivist orneklerinde

AM Il ile tespit edilen geri kazanim orani %136’°dir (Tablo 7).

AM Il ile elde edilen sonuglara gore, tilmikosinin agiz sivisina eser miktarda
da olsa gecebildigi, ancak sonuglarin kalinti varligimi saglikli bir sekilde
degerlendirecek yeterlilikte olmadigi, benzer bir c¢alismanin kromatografik

yontemlerle tekrarlanmasininin uygun olacagi goriilmiistir.
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Calismada, tilmikosinin agiz sivist Orneklerinde son ila¢ uygulamasindan
sonra 1 gilin igerisinde ¢ok diisiik miktarlarda da olsa AM II yontemi ile tespit
edilebildigi belirlenmistir (Tablo 19 ve Sekil 16).

Diski

Deri alt1 yolla, 30 mg/kg dozda tilmikosin uygulamasi sonrasi 15 giin
boyunca toplanan digki ve idrar orneklerinde, toplam dozun yaklasik %72’ sinin
diskiyla, %19’unun da idrarla atildig: tespit edilmistir (Giera, Herberg ve Thomson,
1987; EMEA, 1997b).

Digkit Orneklerinde tespit edilen tilmikosin degerleri 1. glin maksimum
konsantrasyona ulagmis ve 3. giin itibariyle azalmaya baglamistir. Ancak 60. giiniin
sonunda bile 1 ve 3 numarali deney hayvanlarina ait degerlerin (1140,54 ng/kg;
955,84 ng/kg) 0. giin ve kontrol degerlerinin iizerinde oldugu tespit edilmistir (Tablo
19). Diski1 6rneklerinde kontrol degerlerinin genel olarak 0. giin diisiik, diger glinler
yiiksek seyrettigi goriilmektedir (Tablo 19).

Kontrol hayvanlarinda ytiksek pozitifliklerin bulunmasi ve tespit edilen diisiik
geri kazanim orami (%15), diski 6rneklerinde tilmikosinin AM 1I ile analizinin

saglikli olmadigini gostermistir (Tablo 7).
Dokular

Tilmikosinin, viicutta 1yi dagilim gosterdigi ve ozellikle akciger, karaciger ve
bobrekte yliksek konsantrasyonlarda bulundugu bilinmektedir (Giera ve digerleri,

1986; Giera ve Peloso, 1988; Brown ve digerleri, 1995; Ziv ve digerleri, 1995).

Yasal armma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin dokularinda
tilmikosinin tespit edilebildigi goriildi. AM 1I sonuglarina gore, karaciger
orneklerinde 1 ve 3 numarali deney hayvanina ait degerlerin (>235,14 ng/kg),
maksimum kalint1 limitini (1000 pg/kg) asabilecegi goriildii (Tablo 20). Buna gore,
yiiksek pozitiflik gosteren 3 numarali deney hayvanina ait karaciger 6rneginin LC-
MS/MS ile dogrulamasi yapildi. LC-MS/MS sonucuna gore karacigerdeki tilmikosin

konsantrasyonu 542,31 pg/kg olarak tespit edildi ve maksimum kalinti limitini
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asmadig1 goriildii (Tablo 21). Bobrek ve kas oOrneklerinde ise, deney ve kontrol
hayvanlarina ait tiim degerlerin, maksimum kalint1 limitinin (sirastyla 1000 pg/kg ve

50 pg/kg) altinda oldugu belirlendi (Tablo 20).

Sigirlara 20 mg/kg dozda, deri alt1 yolla, tilmikosin uygulamasindan 3 giin
sonra karacigerde 36.0 pg/g, bobrekte 39.2 ng/g ve kasta 1.96 ng/g konsatrasyonda
tilmikosin tespit edilmistir (Modric, 1997). 14 giinliik yasal arinma siiresi sonunda
ise karaciger ve bobrekte tespit edilen tilmikosinin, kastaki konsantrasyonlarina
oranla 20 kat fazla oldugu bildirilmektedir (EMEA, 1997b). AM 1l ile elde edilen

oo

sonuglarda ise, bu oranin yaklasik olarak 9 ile 14 kat arasinda degistigi goriilmektedir
(Tablo 20).

Calismada elde edilen AM II sonuglart ile prospektiiste belirtilen 60 giinliik

yasal arinma siiresinin uyumlu ve yeterli oldugu tespit edildi.
5.6. Florfenikol

Florfenikoliin proteinlere baglanma orani (%12,7-18,6) disiiktiir (Lobell ve
digerleri, 1994, Afifi ve El-Sooud, 1997; Birdane ve digerleri, 2015). Karaciger,
bobrek, kas ve akcigerler basta olmak iizere pek ¢ok dokuya iyi dagilim gosterir
(Afifi ve EI-Sooud, 1997; Lohani, Ahmad, Singh ve Verma, 2010). Uygulanan
florfenikoliin bir kismi metabolize olur. Florfenikoliin hidrolizasyonu sonucu olusan
tim metabolitler (florfenikol alkol, florfenikol oksamik asit, monokloro-florfenikol
ve florfenikol amin), biiylik oranda ana metabolit olan florfenikol amine doniisiir
(EMEA, 1996). Yaklasik %63-71’1 idrar (EMEA, 1996), bir kism1 da diski ile atilir
(Varma, Adams, Powers, Powers ve Lamendola, 1986; Sams, 1994).

Florfenikoliin  kalint1  belirteci, otoriteler tarafindan farkli sekilde
tamimlanmistir.  ABD (FAO/WHO, 2018) tarafindan belirleyici kalint1 tiiri
"florfenikol amin” olarak belirlenirken, Tirk Gida Kodeksi (2017), "Hayvansal
Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmas: ve
Maksimum Kalintt Limitleri Yonetmeligi'"nde, Avrupa Birligi ile uyumlu olarak
"florfenikol ve florfenikol amin toplam1" olarak tanimlanmistir (Tablo 8). Bu nedenle

calismada elde edilen sonuglarin bu acidan degerlendirilmesi saglikli olacaktir.
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Ancak biochip array yonteminin florfenikol icin belirledigi cross-reaktivite degeri
%100 iken, florfenikol amin i¢in bu deger <1 olarak belirlenmistir (Tablo 8). Bu
nedenle, kesim sonrast AM II sonuclar1 florfenikol ana molekiilii {izerinden
hesaplanmistir. Kesim oncesi alinan serum, agiz sivist ve digki érneklerinde ise kit
yetersizligi nedeniyle geri kazanim degeri belirlenemediginden, elde edilen sonuglar

nitel olarak degerlendirilmistir.

Bu caligmada, florfenikol 20 mg/kg dozda, 48 saat arayla, giinde 1 defa, kas
ici yolla, 2 doz olarak uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore, florfenikoliin sigirlarin
kesim Oncesi serum ve digkida; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas
orneklerinde AM II teknigi ile tespit edilebildigi, agiz sivisi drneklerinde ise saglikli
bir sekilde tespit edilemedigi belirlenmistir (Tablo 22).

Serum

Florfenikol 20 mg/kg tek dozda, kas i¢i uygulandiktan 3 saat sonra serumda
maksimum konsantrasyona (3,0 ug/ml) ulagsmaktadir (Soback, Paape, Filep ve
Varma, 1995; Lobell ve digerleri, 1994). Sidhu ve digerleri (2009) tarafindan
yiirlitiilen c¢aligmada, sigirlara 40 mg/kg dozda, deri alti yolla, tek doz olarak
uygulanan florfenikoliin, serumda 15 dakika ile 80 saat arasinda tespit edilebilir
oldugu belirlenmistir. AM II sonuglarina gore, serum orneklerindeki 1. ve 10. giinler
arasinda yiiksek pozitiflik tespit edildigi, bu yiiksekligin 20. giine kadar devam ettigi
goriilmektedir (Tablo 22). Serum oOrneklerinde uzun siireli (1-20 giin) pozitiflik
goriilmesinin en Onemli nedeni, florfenikoliin 20 mg/kg dozda uygulanmasina

ragmen ilag uygulamasinin 48 saat sonra 2. doz olarak tekrarlanmasidir.

Calismada, florfenikoliin, serum Orneklerinde 1-10 giin arasinda AM 1I
yontemi ile net bir sekilde belirlenebildigi, 20. giine kadar pozitifligin devam ettigi
ve biiyiik oranda tespit edilebildigi goriildii (Tablo 22 ve Sekil 15). Ancak metotla
ilgili geri kazanim c¢aligmalarinin yapilmasi ve sonuglarin kromatografik sistemlerle

desteklenmesi gerekmektedir.

80



Agiz Sist

Florfenikol, pek ¢ok dokunun yani sira, siit (Soback ve digerleri, 1995),
eklem sivist (Gilliam, Streeter, Papich, Washbur ve Payton, 2008), omurilik sivisi
(Adams, Varma, Powers ve Lamendola, 1987; De Craene ve digerleri, 1997) gibi
viicut sivilarina da niifuz eder. Florfenikoliin agiz sivisina gecisiyle ilgili literatiire
ratlanmasa da, viicut sivilarina yaygin olarak dagilim gostermesi, agiz sivisina da

gecebilecegini diistindliirmektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglara goére deney ve kontrol grubu tiim
hayvanlarin, ila¢ uygulamadan 6nceki ve sonraki tiim sonuglarinda yiiksek pozitiflik
(>46,00 ng/kg) tespit edilmistir (Tablo 22). Ila¢ uygulamasindan bagimsiz bir sekilde
elde edilen bu sonuglar, agiz sivisinda yliksek pozitiflige neden olan maddelerin
bulunabilecegini, matriksin ya da uygulanan ekstraksiyon metodunun bu yontem igin

uygun olmadigini gostermistir.
Diski

Florfenikol, yiiksek oranda idrarla, diisiik oranda digki ile atilim gdsterir
(Varma ve digerleri, 1986; Sams, 1994). Varma ve digerleri (1986), sigirlara
uygulanan florfenikoliin %65 inin idrarla, geri kalan miktarin da bir boliimiiniin disk1
ile atildigin1 tespit etmistir. Domuzlarda yapilan bir ¢alismada ise, 20 mg/kg dozda,
48 saat arayla 2 doz olarak, kas i¢i yolla uygulanan florfenikoliin %67,81 inin
viicuttan atildigi, bunun da %@81’inin idrar, %19’unun digki yolu ile oldugu
bildirilmistir (EMEA, 1999b). Atilim yiizdeleri dolayisiyla tercih edilen biyolojik
ornek genellikle idrar oldugundan, florfenikoliin digki 6rneklerindeki analizine dair

caligmaya rastlanmamastir.

AM I ile, disk1 orneklerinde tespit edilen florfenikol degerlerinin, 1. giin
maksimum konsantrasyona ulastigi, 3. giin kismi olarak azalmaya basladig1 ve 20.
giinde yapilan analizlerde 0. giin ve kontrol degerlerine indigi goriilmiistiir (Tablo
22).

Calismada, florfenikoliin digk1 6rneklerinde 1-3 giin arasinda AM II yontemi

ile tespit edilebildigi gorinmektedir (Tablo 22 ve Sekil 17).
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Dokular

Florfenikol analizlerinde hedef organlarin karaciger, bobrek ve kas oldugunu
bildirilmekte ve maksimum kalint1 limitleri, florfenikol ve florfenikol amin toplami
tizerinden tanimlanmaktadir (TGK, 2017). Ancak bu calismada kullanilan AM II
yontemi florfenikole duyarlidir (Tablo 8). Bu nedenle elde edilen analiz sonuglar
"florfenikol" iizerinden hesaplanmistir. Sonuglar yorumlanirken bu durumun goz

oniinde bulundurulmasi gerekir.

Yasal arinma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin dokularinda
florfenikoliin AM 1I ile tespit edilebildigi belirlendi. Bu sonuglara gore, karaciger
orneklerinde 3 numarali deney hayvanina ait degerin (>92.00 pg/kg) maksimum
kalintt limitini (3000 pg/kg) asabilecegi goriildii (Tablo 23) ve LC-MS/MS ile
dogrulamasi yapildi. LC-MS/MS sonuglarina gore, bu deger 0,2 pg/kg olarak tespit
edildi ve maksimum kalinti limitini asmadig1 ortaya kondu (Tablo 24). Diger
karaciger, bobrek ve kas drneklerine ait tiim degerlerin maksimum kalint1 limitini

asmadig1 tespit edildi (Tablo 23).

Domuzlarda yiiriitiilen bir ¢alismada 20 mg/kg dozda, 48 saat arayla 2 doz
olarak, kas i¢i yolla florfenikol uygulanmasindan 3 giin sonra karacigerde 9612
ng/kg, bobrekte 3788 ng/kg ve kasta 366 ng/kg konsantrasyonda florfenikol amin
tespit edilmistir (EMEA, 1999b). Bu degerler 12. giin sonunda, karacigerde 2222
ug/kg, bobrekte 738 ng/kg ve kasta 97 ug/kg konsantrasyona diigsmiistiir. Florfenikol
amin konsantrasyonunun toplam kalintiya oranmi 3. giin sonunda karaciger icin %94,
bobrek i¢in %68 ve kas i¢in %100 olarak tespit edilmistir. Bu oranlar, 12. giin
sonunda karaciger icin %75, bobrek igin %55, kas i¢in ise hesaplanamayacak
disiikliikte belirlenmistir (EMEA, 1999b). Bu degerlere bakildiginda, son ilag
uygulamasindan sonraki giinlerde, florfenikol aminin toplam kalintiya oraninda
diisiis goriilmiistiir. Bu ¢alismada domuzlarin karaciger, bobrek ve kas drneklerinde
tespit edilen florfenikol konsantrasyonlari arasinda belirgin bir fark varken, AM Il ile

elde edilen sonuglarda dokular arasinda ciddi bir farka rastlanmamustir (Tablo 23).

Calismada elde edilen AM II sonuglar ile prospektiiste belirtilen 30 giinliik

yasal arinma siiresinin uyumlu ve yeterli oldugu goriilmiistiir.
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5.7. Penisilin G

Penisilin G’nin farkli formlari (sodyum ve potasyum tuzlari, Kristalize,
prokain ve benzatin), ilacin ¢oziiniirliigiini, emilimini ve viicutta kalig siiresini
dogrudan etkilemektedir. Uygulanan preperatin icerigini bilmek, bu parametrelerin
degerlendirilmesi ig¢in 6nem tasir. Calisgmada kullanilan Penoksal LA, prokain
penisilin G, benzatin penisilin G ve streptomisin kombinasyonundan olusmaktadir.
Prokain penisilin G’nin ¢6ziiniirliigii diisiiktiir, yavas emilir ve uygulandiktan sonra
yaklasik 12-24 saate kadar etkin konsantrasyonda kalir (Papich, 2016; Botsoglou ve
Fletouris, 2001). Benzatin penisilin G’nin de yine yavas emilim gosterdigi ve ilacin
etki siiresini uzatti§1 bilinmektedir. Tiim bu &zellikler, uygulanan preperatin uzun
etkili olmasin1 saglamaktadir (Papich, 2016). Penisilin G’nin proteinlere baglanma
orani %50-60’tir. Viicutta biiylik oranda degisime ugramadan, neredeyse tamamina
yakini bobrekler araciligiyla idrarla (%85-95), ¢ok diisiik miktarlarda da (%5) diski
ile atilir JECFA,1990; EMEA, 2008).

Tirk Gida Kodeksi (2017), "Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmast ve Maksimum Kalint1 Limitleri
Yonetmeligi"nde, penisilin G i¢in belirleyici kalint1 tiirii "benzilpenisilin (penisilin
G)" olarak tanimlanmistir (Tablo 8). Bu bilgiler dogrultusunda, ¢calismada BLACT
ile elde edilen sonuglar penisilin G iizerinden hesaplanmistir. Penisilin G’nin, kesim
oncesi alinan serum, agiz sivist ve digki drneklerinde kit yetersizligi nedeniyle geri
kazanim degeri belirlenemediginden, elde edilen sonuglar nitel olarak

degerlendirilmistir.

Calismada penisilin G (10.000 IU/ml prokain penisilin G+10.000 1U/ml
benzatin pensilin G), Iml/20 kg dozda, giinde 1 defa, 4 giin boyunca, kas i¢i yolla,
uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore, penisilin G’nin sigirlarin kesim Oncesi
serum; kesim sonrasi ise karaciger, bobrek ve kas orneklerinde BLACT ile tespit
edilebildigi; agiz sivisi ve diskr 6rneklerinde ise saglikli bir sekilde tespit edilemedigi

belirlenmistir (Tablo 25).
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Serum

Prokain penisilin G’nin parental olarak enjekte edildiginde, kandaki doruk
konsantrasyona 5 saat i¢inde ulastigi ve uygulamadan yaklasik 24 saat sonra
plazmay1 terk ettigi bildirilmektedir (JECFA, 1990). Djebala ve digerleri (2021), 12
adet yetigkin sigir lizerinde yaptiklar1 ¢alismada, 21,000 IU/kg dozda, kas ici yolla
uygulanan prokain penisilin G’nin 1 ile 8 saat igerisinde plazmada maksimum
konsantrasyona ulagtigini tespit etmistir. BLACT 1I ile elde edilen sonuglarda da,
serum Orneklerinde tespit edilen penisilin G degerinin 1. glin maksimum
konsantrasyona ulastigi, 3. giliniin sonunda ciddi oranda azalarak 0. giin ve kontrol

degerlerine indigi belirlenmistir (Tablo 25).

Calismada, penisilin G’nin serum Orneklerinde son ila¢ uygulamasindan
sonra 1 giin igerisinde BLACT yontemi ile tespit edilebildigi belirlenmistir (Tablo 25
ve Sekil 15). Ancak metotla ilgili geri kazanim c¢aligmalarinin yapilmast ve

sonuclarin kromatografik sistemlerle desteklenmesi gerekmektedir.
Agiz Swist

Penisilinlerin hiicre dis1 siviya gecisi oldukca diisiiktiir (Botsoglou ve
Fletouris, 2001). Calismada, deney ve kontrol grubuna ait agiz sivisi
orneklerinde tespit edilen tiim degerlerin benzer oldugu belirlenmistir (Tablo 25).
Buna gore, penisilin G’nin, agiz sivist orneklerinde BLACT yontemi ile tespiti

miimkiin gériinmemektedir.
Diski

BLACT sonuglarina gore, disk1 6rneklerinde ilag uygulamasindan 6nceki ve
sonraki gilinlerde deney grubuna ait degerlerin kontrol degerleriyle benzer seyrettigi
goriilmektedir. Elde edilen analiz sonuglar1 (Tablo 25) ve penisilinlerin tamamina
yakininin idrar ile atiliyor olmasi (JECFA, 1990; EMEA, 2008), penisilin G’nin,
BLACT yontemi ile disk1 6rneklerinde tespit edilemeyecegini ortaya koymaktadir.
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Dokular

BLACT yonteminde firma tarafindan penisilin G’nin doku o6rneklerine ait
cross-reaktivite degeri belirlenmemistir. Kit yetersizligi nedeniyle de geri kazanim
caligmas1 yapilamamustir. Cross-reaktivite/ geri kazanim degerleri olmadan doku
orneklerinde tespit edilen konsantrasyonlarin  kalmti  varligi  agisindan
degerlendirilmesi saglikli olmayacaktir. Bu nedenle, elde edilen sonuglarin genel

degerlendirilmesi yapilmis olup, asagida belirtilmistir.

Belirlenen yasal arinma siiresi prokain penisilin G igin 10 giin, benzatin
penisilin G i¢in 30 giin, streptomisin i¢in 60 giindiir. Caligmada kullanilan preperat
penisilinlere ek olarak streptomisin de igerdiginden dolayr bu siire 60 giin olarak

tanimlanmustir.

Yasal arinma siiresi sonunda alinan karaciger, bobrek ve kas orneklerinde
penisilin G’nin BLACT ile tespit edilebildigi belirlendi. Deney ve kontrol
hayvanlarina ait tiim degerlerin 50 pg/kg olan maksimum kalint1 limitini agsmadig

gortildii (Tablo 26).

Korsrud ve digerleri (1993), sigirlara giinde 1 defa, 5 giin boyunca, kas i¢i
yolla 2 farkli dozda prokain penisilin G uygulamis ve ila¢ uygulanan hayvanlardan
farkli giinlerde karaciger, bobrek ve kas ornekleri toplamistir. Buna gore, prokain
penisilin G konsantrasyonu, 24.000 IU/kg dozda ila¢ uygulandiginda 8. giinde;
66.000 IU/kg dozda uygulandiginda ise 12. giinde tespit edilebilir limitin altina (<5
ng/kg) indigi goriilmiistiir. 8 ve 12 giin gibi kisa bir siirede dokulardaki kalintinin
ortadan kalkmasi kullanilan ilacin sadece prokain penisilin G i¢ermesinden

kaynaklanmaktadir.

Benzatin ve prokain penisilin G kombinasyonu sigirlara, 8.800 IU/kg dozda,
deri alt1 yolla uygulanmis ve 30 giinliik yasal arinma siiresi sonunda dokularda
kalint1 varligr incelenmistir (Korsrud ve digerleri, 1994). Analiz sonuglarina gore,
karaciger, bobrek ve kasta tespit edilen konsantrasyonlar maksimum kalinti limitini
asmazken, enjeksiyon bdlgesindeki seviyeler maksimum kalinti limitinin yaklasik

30-60 kat1 lizerinde tespit edilmistir. Yasal arinma siiresi sonunda dahi, enjeksiyon
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bolgelerinde tespit edilen yiiksek konsantrasyonlar kalint1 varlig1 agisindan ciddi risk

olusturmaktadir.

Calismada kullanilan ticari iirlin streptomisin i¢erdiginden dolay1 elde edilen
sonuglar, prospektiiste bildirilen 60 giinlik yasal arinma siiresine gore
degerlendirilmistir. Buna gore, yasal arinma siliresinin karaciger, bobrek ve
enjeksiyon bolgesi haricindeki kas dokusu i¢in uyumlu ve yeterli oldugu

gorilmistiir.
5.8. Amoksisilin

Kullanilan preperatin yapisinda bulunan amoksisilin formu (amoksisilin
trihidrat, amoksisilin sodyum) ilacin ¢oziiniirliglinii, emilim hizin1 ve etki siiresini
belirlemektedir. Calismada kullanilan preperat, amoksisilin trihidrat ve klavulanik
asit kombinasyonundan olusmaktadir. Amoksisilinin trihidrat, sodyum tuzuna gore
suda daha az ¢oOziniir, dokulardan daha ge¢ emilir (Fernandez, M>odamio,
Mestorino, Errecalde ve Marifio, 2007; Park, Awji, Suh ve Park., 2016). Bu
ozellikleri sayesinde viicutta daha uzun siireli etkinlik saglar. Amoksisilin, plazma
proteinlerine zayif oranda baglanir, viicut dokularina yaygin olarak dagilir ve
enterohepatik dolagima da girer (Bogan, Lees ve Yoxall, 1983; Boffa, De Preneuf,
Bouadma, Daudon ve Pallot, 2000; Yasmeen ve Rabbani, 2017; Ozdemir, Tras,
Uney, Faki ve Besoluk, 2019). Yapisinda bulunan beta-laktam halkasmnin
parcalanmasi ile amoksisilik asite, onun da yikilmlanmasiyla diketopiperazine-2°,5’-
dione doniisiir (Nédgele ve Moritz, 2005; Reyns, De Boever, De Baere, De Backer ve
Croubels, 2008). Bu doniisiim oldukg¢a siirhidir ve ¢ogunlukla degismemis formda
viicutan atilir (Ozdemir ve digerleri, 2019). Amoksisilin atilimi biiyiik oranda
bobrekler araciligryla olur. Kas i¢i yolla uygulanan amoksisilinin %50-60’1nin, 24
saat i¢inde idrar ile atildigini bildirilmistir (JECFA, 2011). Bu nedenle uygulandiktan
kisa siire sonra hem bobrek dokusunda hem de idrarda yiiksek konsantrasyonlarda

bulunur (Botsoglou ve Fletouris, 2001).

Tirk Gida Kodeksi (2017), "Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalinti Limitleri

Yonetmeligi"nde, amoksisilin i¢in belirleyici kalint1 tiirii "amoksisilin" olarak
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tanimlanmistir (Tablo 8). Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismada BLACT ile elde
edilen sonuglar amoksisilin tizerinden hesaplanmistir. Kesim Oncesi alinan serum,
agiz sivist ve diski orneklerinde, kit yetersizligi nedeniyle geri kazanim degeri

belirlenemediginden, elde edilen sonuglar nitel olarak degerlendirilmistir.

Calismada amoksisilin, 1ml/20kg (7 mg/kg amoksisilin trihidrat+1,75 mg/kg
klavulanik asit) dozda, giinde 1 defa, 5 giin boyunca, kas i¢i yolla, uygulanmistir.
Analiz sonuglarina gore, amoksisilinin sigirlarin kesim 6ncesi serum; kesim sonrasi
ise karaciger, bobrek ve kas drneklerinde BLACT ile tespit edilebildigi; agiz sivisi ve

diski 6rneklerinde ise saglikll bir sekilde tespit edilemedigi belirlenmistir (Tablo 27).
Serum

Amoksisilin trihidratin, ineklere, 10 mg/kg dozda, tek doz olarak, kas ici yolla
uygulanmasinin ardindan 1,32 ile 2,6 saat i¢inde maksimum konsantrasyona ulastigi,
yarilanma siiresinin de yaklasik 9 saat oldugu belirtilmistir (Nouws ve Ziv, 1978b;
Nouws, Guelen, Mevius ve Driessens, 1986). Ozdemir ve digerleri (2019) yaptiklari
calismada, ineklere 14 mg/kg dozda, kas i¢i yolla, tek doz olarak amoksisilin trihidrat
uygulamistir. Uygulama sonrasi, amoksisilinin serumda 1,50 saat i¢in de maksimum
konsantrasyona ulastifi, plazma yar1t dmriiniin 6,05 saat oldugu ve serumda tespit
edilen amoksisilin konsantrasyonun, >12 saat siireyle minimum inhibitor
konsantrasyonun (0,25 pg/ml) iizerinde seyrettigi tespit edilmistir. Koyunlara, 10
mg/kg dozda amoksisilin trihidratin, kas i¢i yolla, tek doz olarak uygulandigi bir
calismada, serumda tespit edilen konsantrasyonlar, 12. saatte 0,57+£0,28 pg/ml iken,
24. saatte 0,098 +0,07 pg/ml olarak belirlenmis ve 24 saat sonundaki degerin
minimum inhibitér konsantrasyonun (0,25 pg/ml) altinda tespit edilmistir (Fernandez

ve digerleri, 2007).

BLACT ile elde edilen sonuglarda, serum oOrneklerindeki amoksisilin
konsantrasyonu, 1. ve 3. giin maksimum konsantrasyonda seyrederken, 10. giinde 0.
giin ve kontrol degerlerine inmistir (Tablo 27). Amoksisilin konsantrasyonu, son ilag
uygulamasindan sonra 3 giin boyunca serumda maksimum konsantrasyonlarda tespit

edilmistir. Bu siirenin, diger calismalarda belirtilen siirelerden uzun olmasinin en
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onemli nedeni, ilacin tek doz olarak degil, muhtemelen 5 giin boyunca tekrarli olarak

uygulanmis olmasidir.

Amoksisilinin, serum o&rneklerinde 1-3 giin arasinda BLACT yontemi ile
tespit edilebildigi goriinmektedir (Tablo 27 ve Sekil 15). Ancak metotla ilgili geri
kazanim c¢aligmalarinin  yapilmasi ve sonuglarin kromatografik sistemlerle

desteklenmesi gerekmektedir.
Agiz Swist

Calismada, deney ve kontrol grubuna ait agiz sivist Orneklerinde ilag
uygulamasindan once ve sonra tespit edilen tiim degerlerin benzer oldugu
goriilmustiir (Tablo 27). Buna gore, amoksisilinin agiz sivisina gegmedigi, gegse dahi
var olan diisiik miktarlarin calismada uygulanan metot ve yontem ile tespit

edilemedigi belirlenmistir.
Diski

Deney ve kontrol grubuna ait hayvanlarin diski 6rneklerinde tespit edilen tiim
degerlerin benzer oldugu ve ila¢ uygulamasindan sonra konsantrasyonlarda bir
degisim olmadig: tespit edilmistir (Tablo 27). Elde edilen bu sonuglar, amoksisilinin
diski Orneklerinde BLACT ile tespit edilemedigini gostermektedir. Bu durum,

amoksisilinin biiyiik oranda idrar ile atiliyor olmasi ile iliskilendirilmistir.
Dokular

BLACT yontemi amoksisilinin siit 6rneklerindeki analizi i¢in tanimlanmistir
ve doku Orneklerine ait cross-reaktivite degeri belirlenmemistir. Kit yetersizligi
nedeniyle de geri kazanim c¢alismasi yapilamamistir. Cross-reaktivite/ geri kazanim
degerleri olmadan doku 6rneklerinde tespit edilen konsantrasyonlarin kalint1 varligi
acisindan degerlendirilmesi saglikli olmayacaktir. Bu nedenle, elde edilen sonuglarin

genel degerlendirilmesi yapilmis olup, asagida belirtilmistir.

Yasal armma siiresi sonunda kesime gonderilen hayvanlarin dokularinda

amoksisilinin BLACT ile tespit edilebildigi belirlendi (Tablo 28).
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Buzagilara 17,6 mg/kg dozda, giinde bir defa, 7 giin boyunca, kas i¢i yolla
amoksisilin uygulamasindan 22 giin sonra, bobrekte 40 ng/kg; kasta 30 pg/kg ve
karacigerde <0,01 pg/kg konsantrasyonda amoksisilin tespit edilmistir (Smith ve
Moore, 1976). Smith ve Moore (1976), dokular arasindaki amoksisilin
konsantrasyonunda bir miktar fark tespit etse de, BLACT ile elde edilen sonuglara
gore ise, son ila¢ uygulamasindan 20 giin sonra alinan doku numuneleri arasinda
belirgin bir farka rastlanmamistir (Tablo 28). Sigirlara 7 mg/kg dozda, giinde 1 defa,
5 giin boyunca kas i¢i yolla amoksisilin uygulanan calismada, son ilag
uygulamasindan 2 giin sonra karaciger, bobrek ve kasta; 28 giin sonra ise enjeksiyon
bolgesinde tespit edilen amoksisilin konsantrasyonlarinin 50 pg/kg’in altina indigi

belirlenmistir (Connolly, Prough and Lesman, 2006).

Calismada, karaciger ve bobrek orneklerinde deney ve kontrol hayvanlarina
ait tim degerlerin maksimum kalint1 limitini (50 pg/kg) agsmadig tespit edildi (Tablo
28). Kas orneklerinde deney grubuna ait degerlerin maksimum kalint1 limitini
asmadig1 gortiliirken, kontrol hayvanina ait degerin (50,48 pg/kg), kas i¢in 50 ng/kg
olan maksimum kalint1 limitini astig1 belirlendi (Tablo 28) ve LC-MS/MS ile
dogrulamasi yapildi. Buna gore, kas ornegine ait BLACT sonucu 50,48 pg/kg iken,
LC-MS/MS ile elde edilen sonug 0,10 pg/kg olarak tespit edildi ve maksimum kalint1
limitini asmadig1 gortildii (Tablo 29). Calismada elde edilen sonuglar ile prospektiiste

belirtilen 20 giinliik yasal arinma siiresinin uyumlu oldugu 6n goriildii.

Bir tarama testi olan BLACT ile kalint1 limitini astig1 belirlenen degerin,
dogrulama testi olan LC-MS/MS ile limitin ¢okc¢a altinda kaldig tespit edilmistir. Bu
durum, tarama testleriyle elde edilen pozitifliklerin, kromatografik yontemlerle
dogrulanmadan pozitif kabul edilmesinin, sonucun yanlis degerlendirilmesine neden
olabilecegini ve kalinti1 analizinde kullanilan metodunun ve dogrulama testlerinin

Onemini gostermektedir.

Sonug olarak, biochip array based immunoassay sonuglarina gore, sigirlarin
kesim Oncesi almman serum Orneklerinde oksitetrasiklin, enrofloksasin, tilosin,
tilmikosin, florfenikol, penisilin G ve amoksisilinin; agiz sivisinda oksitetrasiklin,
seftiofur, enrofloksasin, tilosin ve tilmikosinin; diski 6rneklerinde ise tilosin ve

florfenikoliin tespit edilebildigi belirlenmistir.
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Antimikrobiyallerin tespit edilebilirligi ve numune alim kolaylig1 goz oniinde
bulunduruldugunda, kesim oOncesi kalinti analizinde kullanilabilecek en uygun

ornegin serum oldugu degerlendirilmistir.

Kesim sonrasi alinan karaciger, bobrek ve kas oOrneklerinde tespit edilen
antimikrobiyal konsantrasyonlarinin, tilosin hari¢g, maksimum kalint1 limitini
asmadigr ve prospektiiste belirtilen yasal armma siireleriyle uyumlu oldugu
gorilmistiir. Tilosinin karaciger ve bobrek 6rneklerinde biochip array teknigi ve LC-
MS/MS ile tespit edilen konsantrasyonlarinin maksimum kalinti limitlerini astig
tespit edilmistir. Bu kapsamda, tilosinin prospektiiste belirtilen yasal arinma

stirelerinin yetersiz kalabilecegi degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal ila¢ kalintilarinin, sigirlarin kesim oncesi ve sonrasi alinan
orneklerde biochip array based immunoaasay yontemi ile hizli ve pratik bir sekilde
belirlenebildigi ortaya konmustur. Serum, agiz sivist ve digki gibi biyolojik
orneklerden 6zellikle serumun, kalint1 varligininin belirlenmesinde 6n belirteg¢ olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Gida degeri olan hayvanlara terapdtik dozlarda
uygulanan antibiyotiklere ait yasal arinma siirelerinin genel olarak yeterli oldugu
belirlenmistir. Buradaki sonuglar, tarama yontemi ile elde edildiginden, bu konuda
yapilacak daha kapsamli ve dogrulama yontemleriyle senkronize edilmis ¢alismalara
ithtiya¢ duyulmaktadir. Kesim oncesi ve kesim sonrasi drnekler lizerinden yliriitiilen
kalinti kontrol sistemlerinin kurulmasi, tiiketici ve toplum sagliginin korunmasi

yaninda ekonomik agidan da 6nem tagimaktadir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

A

AB: Avrupa Birligi

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AM-II: Antimicrobial Array Il

AMX: Amoksisilin

B

BLACT: Beta Laktam Array

C

CEF: Seftiofur

CSB: Column Storage Buffer

CWB: Column Wash Buffer

D

DCEF: Desfuroylseftiofur

DDS: Double Deionize Su

DIL ASY: Assay Diliient

DIL CONJ: Diliient Conjugat

dk: Dakika

E

EC: Avrupa Komisyonu (European Commission)

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assays

EMEA: Avrupa ilag Degerlendirme Kurumu (The European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products)

ENR: Enrofloksasin

F

FAO: Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organisation)
FDA: Besin ve Ilac Idareesi (Food and Drug Administration)
FFC: Florfenikol

G

g: Gram

GC-MS: Gas chromatography mass spectrometry

H

HPLC-DAD: High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector
J

JECFA: Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives)

K

kg: Kilogram

L

L: Litre

LA: Long action

LC-MS: Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
M

mg: Miligram

MKL: Maksimum Kalint1 Limiti

pg: Mikrogram

ul: Mikrolitre

ml: Mililitre

MRL: Maximum Residue Limit
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@)

OTC: Oksitetrasiklin

P

PEN G: Penisilin G

ppb: Milyonda bir (parts per billion)

R

rfc: Relatif santrifiij kuvveti (relative centrifugal force)
rpm: Dakikadaki doniis sayist (rounds per minute)

S

sn: Saniye

°C: Santigrat derece

T

TGK: Tirk Gida Kodeksi

TM: Tilmikosin

TYL: Tilosin

U

USDA: Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (United States
Department of Agriculture)

W

WB: Wash Buffer

WHO: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
WSC: Working Strength Conjugate

WSR: Working Signal Reagent

WSWB: Working Strength Wash Buffer
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