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OZET

Bu calismada, Gliney Marmara Bolgesinde satisa sunulmus olan hayvansal yemlerde bulunan veteriner ilag
kalintilarmin diizeylerini tespit etmek icin antikoksidiostatlar, kloramfenikol ve tetrasiklin grubu
antibiyotikler incelenmistir. Avrupa Birligi, yemlerde antibiyotik kullanimini 1 Ocak 2006 tarihi itibari ile
yasaklamistir. Ulkemizde de karma yemlere ilave edilen biiyiimeyi artirict maddelerden her tiirlii hormon ve
hormon benzeri maddeler ile antibiyotiklerin kullanim1 yasaklanmistir. Onceleri kullanimina izin verilenler

dahil antikoksidiyaller ve ilag¢ niteliginde olan diger maddelerin tamami yasaklanmuistir.

Bu kapsamda bolgesel olarak yapilan ¢aligmada, antikoksidostat ve antibiyotik analizleri

gerceklestirilmis ve yemlerde bu tiir maddelerin yayginlig1 ortaya ¢ikmustir.
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A STUDY ABOUT DEDECTING THE RESIDUE LEVELS of ANTIBIOTICS AND
ANTICOCSIDIOSTATS IN ANIMAL FEEDS BY LC/MS/MS METHOD WHICH ARE PUT UP
SALE IN SOUTH MARMARA REGION

ABSTRACT

In this study, animal feeds that put up for sale in the field of the South Marmara Region were searched to
detect the veterinary drug residue levels of Chloramphenicol, Tetracyclin antibiotics and
Anticoccisidiostats. In the European Union, the usage of antibiotics has been prohibited since January 1",
2006. In Tiirkiye, the usage of any hormones, hormone,-like substances and growth -promoting substances
in compound feeds have been prohibited. Including the anticoccidiostats that are allowed to use, utilization

of'the substances as drug has also been prohibited.

In this context, regional usage of anticoccidiostats and antibiotics in feeds was carried out and the currency of

such substances were investigated.
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1.GIRIS

Ulkemiz de dahil olmak iizere bir ¢ok iilkede hayvansal protein ag1g1 vardir ve giin gectikce hizli niifus
artisina bagli olarak bu agik biiyiimektedir. Diinya niifusundaki artisa paralel olarak, ekonomideki gelisme

bunun ne kadarinin et i¢in talebe doniisecegini belirleyecektir. Gelismekte olan iilkelerde 776 milyon kisi

(her 6 kisiden biri) aclik problemi ile kars1 karstyadir (Aynagéz, 1993., Swick, 2005). Halkimizin dengeli
beslenebilmesi, baska bir ifade ile hayvansal protein agigimin kapatilmasi hayvansal {iretimin hizli bir

sekilde artirilmasina yonelik 6nlemlerin alinmasini zorunlu kilmaktadir (Aynagoz, 1993).

Hayvan beslemede antibiyotikler, yemler ve biyoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak yillardir
biliyiitme faktorii olarak kullanilmaktadir. Ancak antibiyotikler, bagirsak mikroflorasindaki yararl
mikroorganizmalarin azalmasina neden olmaktadir. Antibiyotiklerin uzun siire kullanimlarinda ise patojen
mikroorganizmalar diren¢ kazanmakta ve zamanla antibiyotiklerin etkilerini azaltmaktadirlar (Jensen,
1998.). Tiirkiye'de karma yemlere ilave edilen biiylitmeyi artirict maddelerden her tiirlii hormon ve hormon
benzeri maddeler ile antibiyotiklerin kullanimi yasaklanmistir. Kullanimina izin verilenler harig
antikoksidiyaller ve ila¢ niteliginde olan diger maddelerin kullanimi da yasaklanmistir (Anon, 2002.,
Anon, 2005., Anon, 2006.).

Antibiyotiklerin dezavantajlarinin yani sira, antibiyotik katkili yemlerle beslenen hayvanlarin iirtinlerinde
kalint1 birakmasi ve bu hayvanlarin iirlinleriyle beslenen insanlarin saghigini tehdit etmesi, tiiketici
hassasiyeti yaratmistir. Ozellikle insan sagligim tehdit eden bu sonuglarin paralelinde Avrupa Birligi

yemlerde antibiyotik kullanimini 1 Ocak 2006 tarihinden itibaren yasaklamuistir.

Antibiyotikler, yasayan bir organizma tarafindan iiretilip bir digerinin yagsamasina ya da biiylylip
¢ogalmasina engel olan maddelerdir. Hastaliktan korunma ve tedavi amaciyla oldugu kadar yemden
yararlanma ve biliylime oranini artirma amaciyla da kullanilabilir. (Coskun ve ark.1998, Kiiciikersan,
1999). Antibiyotiklerin yemlere katilmasinin karsisinda olanlar, siirekli antibiyotik kullanimi ile
mikroorganizmalara karsi direng ve hastaliklara karst miicadelenin zorlasacagini, hayvansal gidalarda
kalint1 birakacagi ve insan saghigii tehdit edecegini, karsinojenik ve mutajenik o6zellikleri oldugunu
savunmaktadir. Yemlere antibiyotik katilmasi 6zellikle istahsiz, yem tiiketimi diisiik, rasyonun enerji ve
ozellikle protein diizeyi yetersiz, sagligi bozuk, kiimes kosullarinin hijyenik olmamasi ve stres altindaki
hayvanlarda antibiyotigin olumlu etkileri goriilmesine karsin yukarida sozii edilen tiim olumsuz kosullarin
goriilmedigi saglikli hayvanlarda ve rasyonlari tiim besin maddelerini kapsayacak sekilde dengeli
hazirlanmis hayvanlarda yarari goriilmemekte ve ekonomik olmamaktadir.(Coskun ve ark.1998,
Kiigtikersan, 1999).

Antikoksidiyaller hayvanlarda ¢cok yaygin ve maliyetli hastaliklardan biri olarak koksidiyozis, protozoon
parazit olan Eimeria spp tarafindan olusturulmaktadir. Koksidiyozis, bagirsaklarda doku hasarina sebep
olarak yemlerin sindirimi ve besin maddesi emilimine engel olarak agirlik kayb1 ve kanli digki ile sonlanir.
Enfeksiyon hizla yayilir, bircok hayvanin dlmesine sebep olabilir. Eger hayvanlar koksidiyozisten

yasayabilirse Clostridium perfringens tarafindan olusturulan nekrotik enteritis gibi bir
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Hastaliga egilim gosterebilirler. Hijyen ve benimsenen yetistirme dnlemleri, kanatlilar1 koksidiyozisten
korumak icin yeterli degildir. Koksidiyozis yemle verilen antikoksidiyaller ile kontrol edilebilir. lagsiz
gidalara olan talep ve Eimerialarin diren¢ gosterdigi antikoksidiyal ilag problemi, antikoksidiyallerin
etkinligini azaltmistir. Ureticilerin cogunun koksidiyozisin kontroliinde alternatif metodlara bakmasina yol

agmustir (Paganini, 2005., Ziggers, 2002.)

Diinyada bir¢ok farkli laboratuvarda yapilan ¢alismalarda yiiksek siklikta antikoksidiyallere karsi direng
oldugu dogrulanmistir. Antikoksidiyal diren¢ performansi da bozar. Eimeria parazitinin ionoforlara olan
hassasiyeti azalir ve bu triinler 6nceden etkiledikleri kadar etkili olmazlar ve sonugta koksidiyozisin

kontroliinde optimal olmayan sonuglara yol agar (Paganini, 2005.).

Avrupa Birliginde, Koksidiostatlar ve Histomonostatlarin kullanimia 2012 yilina kadar izin verilmistir.
Antibiyotik orjinli Koksidiostatlar i¢in ise kati dnlemler alinacaktir. Koksidiostatlarin giivenirligini
saglamak i¢in Avrupa Komisyonu, koksidiostatlarin ruhsatlandirilmasinin dért yillik periyotta
incelenmesini ve insan sagligini korumak i¢in maksimum kalint1 seviyelerinin incelenmesine baslanmasini
onermektedir (Ziggers, 2002., Anon, 2003.). Tiirkiye'de kullanilan antikoksidiyal etken maddeleri,
decoquinate, monensin sodium, robenidine hydrocloride, lasocid A sodium, halofuginone hydrobromide,
narasin, salinomycin sodium, maduramicin ammonium, diclazuril, nicarbazin ve semduramicin sodium

dur. (Ziggers, 2002).

Bu caligmada yem ve yem katki maddelerinde antikoksidiostatlar, kloramfenikol ve tetrasiklin grubu

antibiyotikler incelenmistir.
2.MATERYAL VEMETOT
2.1. Materyal

Calismada materyal olarak Gliney Marmara Bolgesinde satisa sunulmus hayvansal yemler (sigir besi yemi,
pili¢ besi yemi, si8ir siit yemi) kullanilmistir. Toplam 107 adet 6rnek 1 kg'lik naylon torbalarda tesadiifi
ornekleme metodu ile alinmis ve analizler gerceklestirilene kadar karanlik ve oda 1sisinda muhafaza

edilmistir.
2.2. Metot

Analizlerde, farkli matrikslerde bulunan antikoksidiostatlar, kloramfenikol wve tetrasiklin grubu

antibiyotiklerin her biri i¢in gelistirilmis 3 farkli LC-MS/MS kit yontemi ile ¢alisiimistir.
2.2.1. Kloramfenikol

Kloramfenikol'iin miktar tayini LC-MS/MS yontemi ile yapilmaktadir. Miktarlandirma i¢ standart
kalibrasyon yontemine dayalidir ve i¢ standart olarak dotoro kloramfenikol standardi kullanilmustir. I¢
standart ilavesi, ekstraksiyon agamalarindan gelen hatalari, sicaklik farklarindan kaynaklanan ekstraksiyon
verim farkliliklarini ortadan kaldirmak i¢in yapilmistir. Miktarlandirma, standart ilaveler yontemine gore

veya kloramfenikol icermeyen kdr matriks ile harici standart yontemine gore de yapilabilir.
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2.2.1.1. Deney
Bu ¢aligmada kullanilan LC MS/MS metotlar1, Zivak firmasinin gelistirdigi, laboratuar i¢i metotlardir.

5.00 g kloramfenikol igermeyen yem numunesi 50 mL'lik santrifiij tiipine alind1. 0,100 mL R1, 8,0 mL
(2x4 mL) R2 eklenerek 5 dakika vorteksde karistirildi. 6000 devir/dakika' de 5 dakika santrifiijlendi. Ust
kisimdaki berrak ¢ozeltiden 3 mL alinir (berrak degilse 3mL olacak sekilde filtrelenir) ve 15 mL' lik cam
tiipte N, atmosferi altinda, 45°C' de, 5psi' da kurutuldu (sarimtrak, viskoz yagsi kisim kalincaya kadar).
1,200 mL (2x600 pL) R3 eklenerek 20 saniye vorteksde karistirildi. 1,200 mL (2x600 pL) R4 eklenerek,
vortekste kisa araliklarla (5 sn), 15 saniye karistirildi. 2000 devir/dakika' de 2 dk. santrifiijlendi. Alt fazdan
enjektorle numune alindi, 0,45 pum seliiloz filtreden siiztilerek HPLC flakonuna alindi. LC-MS/MS 'e 50puL
enjeksiyon yapildi.

2.2.1.2. Kalibrasyon

5.00 g kloramfenikol igermeyen yem numunesi 50 mL'lik santrifiij tiipline alindi. 0.5, 1, 1.5, 2 ppb
kalibrasyon 6rnekleri hazirlamak i¢in her bir tiipe sirasiyla 50, 100, 150,200 uL ST (ana stok 50 ppb), 0,100
mL R1 ve 8,0 mL (2x4 mL) R2 eklenerek 5 dakika vorteksde karistirildi. 2000 devir/dakika' de 5 dakika
santrifiijlendi. Ust kisimdaki berrak ¢dzeltiden 3 mL alind1 (berrak degilse 3mL olacak sekilde filtrelenir)
ve 15 mL' lik cam tiipte N, atmosferi altinda, 45°C' de, Spsi' da kurutuldu (sarimtrak, viskoz yags1 kisim
kalincaya kadar). 1,200 mL (2x600 uL) R3 eklenerek 20 saniye vorteksde karistirildi. 1,200 mL (2x600 pL)
R4 eklenerek, vortekste kisa araliklarla (5 s), 15 saniye vorteksde karistirildi. 2000 devir/dakika' de 2 dk.
santrifiijlendi. Alt fazdan enjektorle numune alindi, 0,45 pum seliiloz filtreden stiziilerek HPLC viyaline

alindi. LC-MS/MS 'e 50uL enjeksiyon yapildi.
2.2.2.Antikoksidiostat

Antikoksidiostatin miktar tayini LC-MS/MS yontemi ile yapilmaktadir. Miktarlandirma dis standart
kalibrasyon yontemine dayalidir. Miktarlandirma, standart ilaveler ydontemine gore veya antikoksidiostat

icermeyen kor matriks ile harici standart yontemine gore de yapilabilir.
2.2.2.1. Deney

2.0 g dgiitlilmiis yem numunesi 50 mL'lik santrifijj tiiptine alind1. 100 uL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir. 15
saniye vorteks karistiricida karistirildi. 6 mL R3 ilave edildi. 2 dk vorteks karistiricida karistirild1.4000 x g
'de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda, iistteki berrak ¢ozeltiden enjektdr ile alindi. 0.45 pum
filtreden siiziilerek aktarildi. LC-MS/MS sistemine 10 pL enjeksiyon yapildi.

2.2.2.2.Kalibrasyon

2.0 g antikoksidiostat icermeyen yem numunesi 50 mL'lik santrifiij tlipiine alind1. 100, 200, 300, 400 ppb
kalibrasyon 6rnekleri hazirlamak icin her bir tiipe sirasiyla 50, 100, 150, 200 pL standart (ana stok 4000
ppb) eklenerek 10 s vorteks karistiricida karistirildi. 100 pL R1 ve 5 mL R2 ilave edildi. 15 saniye vorteks
karistiricida karistirildi. 6 mL R3 ilave edildi. 2 dk vorteksde karistirildi. 4000 x g 'de 5 dakika santrifiij

edildi. Santrifiij sonunda, Ustteki berrak ¢ozeltiden enjektor ile alindi. 0.45 pm filtreden siiziilerek
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aktarildi. LC-MS/MS sistemine 10 pL enjeksiyon yapildi.
2.2.3. Tetrasiklin

Tetrasiklin'in miktar tayini LC-MS/MS yontemi ile yapilmaktadir. Miktarlandirma dis standart kalibrasyon
yontemine dayalidir. Miktarlandirma, standart ilaveler yontemine gore veya tetrasiklin igermeyen blank

matriks ile harici standart yontemine gore de yapilabilir.
2.2.3.1. Deney Prosediirii

5.0 g ogiitiilmiis yem numunesi 50 mL'lik santrifiij tiipiine alind1. 10 mL R1 ilave edilir, 2 dakika vorteks
karistiricida karistirildi. 0,5 mL R2 ilave edildi, 2 dakika vorteks karistiricida karistirildi. 4000 devir/dakika
de 5 dakika santrifiij edildi. Ust fazdan 3 mL alinarak 500 uL sarimtirak koyu kivamLi siv1 kalana kadar
uguruldu. 600 mL R3 ilave edildi. 15 s kadar ultrasonik banyoda bekletildi. 1 dk vorteksde karistirildi. Ornek
2 mL lik enjektor ile ¢ekilerek alindi ve 0.45 m seliiloz filtreden filtrelenerek aktarildi. LC-MS/MS sistemine
20 puL enjeksiyon yapildi.

2.2.3.2.Kalibrasyon

5.00 g tetrasiklin icermeyen yem numunesi 50 mL'lik santriflij tiipine alindi. 50, 100, 150, 200 ppb
kalibrasyon ornekleri hazirlamak icin her bir tiipe sirasiyla 50, 100, 150, 200 pL standart (5000 ppb)
eklenerek 10 s vorteks karistiricida karistirildi. 10 mL R1 ilave edildi, 2 dakika vorteks karistiricida
karigtirildi. 0,5 mL R2 ilave edildi, 2 dakika vorteksde karistirildi. 4000 devir/dakika de 5 dakika santrifiij
edildi. Ust fazdan 3 mL alinarak 500 pL sarimtirak koyu kivamli sivi kalana kadar uguruldu. 600 pL R3 ilave
edildi. 15 s kadar ultrasonik banyoda bekletildi. 1 dk vorteksde karistirildi. Ornek 2 mL lik enjektor ile
cekilerek alindi ve 0.45 m seliiloz filtreden filtrelenerek aktarildi. LC-MS/MS sistemine 20 pL enjeksiyon
yapildi.

2.2.4. LC-MS/MS Cihaz Parametreleri
HPLC, MS/MS cihaz ve MS/MS tarama parametreleri Cizelge 1, Cizelge 2 ve Cizelge3'de verilmistir.
Cizelge 1. Yemlerde LC-MS/MS ile antibiyotik ve antikoksidostat analizlerinde kullanilan HPLC parametreleri

HPLC PARAMETRELERI
Antibiyotikler Z?éll?)m %A | %B Akis Hiz Enjeksiyon Hacim Yikama Solventi
0 70 30
1 70 30
. 1.01 0 100 . .

Kloramfenikol S 0 100 0.2 mL/dk 50 uL 80:20 metonol:su (h/h)
5.1 70 30
9 70 30
0 70 30
2 70 30

A.Koksidiostat ggg 8 igg 0.5 mL/dk 10 uL 80:20 metonol:su (h/h)
9.31 70 30
15 70 30
0 100 0
3.55 | 100 0

Tetrasiklin [ t5—tTo——52 0.5 mL/dk 20 uL 80:20 metonol:su (h/h)
7 0 0
10 0 0
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Cizelge 2. Yemlerde LC-MS/MS ile antibiyotik ve antikoksidiostat analizlerinde kullanilan MS/MS Cihaz
Parametreleri

MS/MS CiHAZ PARAMETRELERI

Parametre Kloramfenikol Antikoksidiostat Tetrasiklin
lonization mode ESI-VE ESI (+), ESI(-) ESI+
API Nebulizing gas pressure 50psi 55 psi 50 psi
Drying gas temperature 400 C 250 °C 300 °C
Drying gas pressure 35 psi 32 psi 32 psi
Scan Time 0.4sec 0.90 sec 0.3 sec
SIM Width 1.5 amu 1.5 amu 1.5 amu
Needle -4000V + 5000V + 5000V
Shield -400V + 600V + 600V
Capillary -55V 30V 60V
Detector -1600V +1600 V + 1600 V
CID gas pressure 2 mTorr 2.0 mTorr 2.25 mTorr
Spray chamber temp 60 C 65°C 60 °C
Mass peak width in amu 1.5 1,5 1,5
Quad 1 1.5 1.5 1.5
Quad 3 1.5 1.5 1.5

Cizelge 3. Yemlerde LC-MS/MS ile antibiyotik ve antikoksidiostat analizlerinde kullanilan MS-MS tarama
parametreleri

MS-MS TARAMA PARAMETRELERI
. . MS MS/MS Parcalama fyon tarama
Analit Capillary mz) | (mh) Erferjisi Siresi (5
Kloramfenikol
Kloramfenikol -55 321 151.6 16 0.1
Kloramfenikol D3 -55 326 261.6 11 0.1
Antikoksidiostat
Nicarbazin (-) 300,7 136,6 30V 10 0,15
Lasalocid A (-) 589 234.6 30V 35 0,15
Monensin 093 6075 30V 35 0,1
Salinomisin 773 431 30V 45 0,1
Narasin 787 431 30V 45 0,1
Semduramisin 890 629 30V 25 0,1
Maduromisin 939 877 30V 20 0,1
Tetrasiklin
Tetrasiklin ve epimeri (TC) 444 4 60 445.00 410.00 -15
Doksisiklin (DC) 4444 60 445.00 428.00 -15
Oksitetrasiklin ve epimeri (OTC) 460.4 60 461.00 426.00 -15
Klortetrasiklin ve epimeri (CTC) 478.9 60 479.00 444.00 -20

2.2.5. Metod Validasyon Parametreleri
Bumetodun validasyon yapilirken lineer 6l¢iim araligi, tayin limiti /6l¢tim limiti, kesinlik, geri kazanim, CCa,
CCB, spesifiklik/sec¢icilik, birlesik belirsizlik kriterleri incelenmistir.

2.2.5.1. Lineer Ol¢iim Arahig
Lineer 0l¢tim araligini test etmek icin 4 farkli konsantrasyonda 6'sar tekrarli standart hazirlanarak enjeksiyon

yapildi. Elde edilen ve 6l¢lim araliginin belirlenmesinde kullanilan sonuglar Cizelge 4'de verilmistir.
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Cizelge 4. Antibiyotik ve antikoksidiostat gruplaria ait lineer 6l¢iim araliklar1 ve R’degerleri

LINEER OLCUM ARALIGI DEGERLERI

Kloramfenikol
Lineer Olgiim Arahig1 (ug/L) (R)
Kloramfenikol 0,5 1 | 1,5 | 2 0,9968
Tetrasiklin
Lineer Olgiim Aralig1 (ug/L) (R%)
Doksisiklin 50 100 150 200 0,9905
Klortetrasiklin 50 100 150 200 0,9944
Oksitetrasiklin 50 100 150 200 0,9982
Tetrasiklin 50 100 150 200 0,9986
Antikoksidiostat
Lineer Olgiim Aralig1 (ug/L) (RY)
Lasalocid A 100 200 300 400 0,9986
Maduromisin 100 200 300 400 0,9986
Monensin 100 200 300 400 0,9967
Narasin 100 200 300 400 0,9984
Nicarbazin 100 200 300 400 0,9982
Salinomisin 100 200 300 400 0,9995
Semduramisin 100 200 300 400 0,9950

2.2.5.2.Tayin Limiti /Ol¢iim limiti

Lineer 6l¢lim araliginda olusturulan kalibrasyon grafiginden yararlanilarak asagidaki formiile gore
hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerleri Cizelge 5'te yer almaktadir.

Tayin Limiti =3,3*SD/m

Olgiim Limiti = 10¥*SD/m

SD = Kalibrasyon egrisinin en diislik seviyesindeki standart hata

m= Kalibrasyon egrisinin egimi

Cizelge 5. Antibiyotiklere ve antikoksidiostatlara ait tayin limiti ve 6l¢tim limiti degerler

TAYIN/ OLCUM LiMIiTi DEGERLERI

LOD LOQ
(ng/kg) (ng/kg)
Kloramfenikol
Kloramfenikol 0,046 0.138
Tetrasiklin
Doksisiklin 47770 14,454
Klortetrasiklin 8,804 26.680
Oksitetrasiklin 10,147 30,748
Tetrasiklin 9,040 27.393
Antikoksidiostat
Lasalocid A 12.34 37.40
Maduromisin 15.51 47.01
Monensin 18.56 56.24
Narasin 14.77 4476
Nicarbazin 26.36 79.89
Salinomisin 11.48 34.79
Semduramisin 34.84 105.58
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2.2.5.3.Kesinlik

2.2.5.3.1.Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi ti¢ farkli seviyede spike edilmis drnekle, her seviye i¢in 6 tekrar yapilarak
gerceklestirilmistir. Tekrarlanabilirlik sonuglari Cizelge 6'da verilmistir.

Cizelge 6. Tekrar edilebilirlik calismasinda elde edilen overall mean, overall SD ve overall CV degerleri

TEKRARLANABILIRLIK DEGERLERI
Kloramfenikol

Konsantrasyon pg/kg 1 | 1,5 | 2 1 1,5 2 1 | 1,5 | 2

Overall Mean Overall SD Overall CV
Kloramfenikol 0,98 | 1,49 | 2,01 0,08 | 0,10 0,19 8 | 7 | 9,4

Tetrasiklin

Konsantrasyon pg/kg 100 | 150 | 200 100 | 150 | 200 100 | 150 | 200

Overall Mean Overall SD Overall CV
Doksisiklin 95.94 145.48 198.40 7.29 12.48 12.69 7.6 8.6 6.4
Klortetrasiklin 99.22 149.30 199.16 8.22 12.01 12.68 8.3 8.0 6.4
Oksitetrasiklin 96.41 147.69 201.98 6.07 12.83 13.08 6.3 8.7 6.5
Tetrasiklin 99.11 145.44 206.89 6.05 14.65 16.19 6.1 10.1 7.8

Antikoksidiostat

Konsantrasyon pg/kg 200 300 400 200 300 400 200 | 300 | 400

Overall Mean Overall SD Overall CV
Lasalocid A 208.49 312.95 394.18 19.14 20.08 25.98 9.2 6.4 6.6
Maduromisin 215.88 312.43 407.61 18.58 25.14 32.30 8.6 8.0 7.9
Monensin 186.83 301.18 402.65 19.16 19.51 32.63 10.3 6.5 8.1
Narasin 197.72 318.09 396.56 21.69 26.19 2590 | 11.0 8.2 6.5
Nicarbazin 206.15 295.35 393.94 18.11 35.09 25.63 8.8 11.9 6.5
Salinomisin 186.84 306.16 396.15 21.22 22.45 31.45 11.4 7.3 7.9
Semduramisin 225.28 317.73 385.22 29.42 36.85 27.75 13.1 11.6 7.2

2.2.5.3.2. Tekrar iiretilebilirlik
Tekrar iiretilebilirlik calismasi 1 ppb (ng/kg) seviyesinde spike edilmis drnekle 5 paralel olacak sekilde, 2
ayr1 kisi tarafindan 4 ayr1 giinde gerceklestirilen 5 farkli calismadan olusturulmustur. Tekrar iiretilebilirlik
sonuglari Cizelge 7'de verilmistir.

Cizelge 7.Tekrar tretilebilirlik ¢calismasinda elde edilen overall mean, overall SD ve overall CV degerleri

TEKRAR URETILEBILIRLIK DEGERLERI
Kloramfenikol
Konsantrasyon Overall Mean Overall SD Overall CV
1 ng/kg
Kloramfenikol 1,03 0,05 4,6
Tetrasiklin
Konsantrasyon Overall Mean Overall SD Overall CV
100 ng/kg
Doksisiklin 106.45 3.05 2.9
Klortetrasiklin 106.68 6.89 6.5
Oksitetrasiklin 106.98 4.99 4.7
Tetrasiklin 110.17 7.23 6.6
Antikoksidiostat
Konsantrasyon Overall Mean Overall SD Overall CV
200 pg/kg
Lasalocid A 210.36 14.06 6.7
Maduromisin 213.29 22.06 10.3
Monensin 202.97 14.94 7.4
Narasin 214.35 20.25 9.4
Nicarbazin 218.41 12.36 5.7
Salinomisin 196.43 16.08 8.2
Semduramisin 202.29 20.85 10.3
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2.2.5.4.Geri kazanim

Geri kazanim ¢alismasi ii¢ farkl seviyede spike edilmis 6rnekle, her seviye i¢in 6 tekrar yapilarak 3 farkli
giinde gerceklestirilmistir. Geri kazanim sonuglari Cizelge 8'de verilmistir. Geri kazanim her seviye i¢in
hazirlanan matriks standart kalibrasyon egrisine gore hesaplanmuistir.

Cizelge 8. Geri kazanim caligmasinda 3 farkli konsantrasyon da elde edilen % geri kazanim degerleri

GERI KAZANIM DEGERLERI
Kloramfenikol
Konsantrasyon ug/kg | 1 1,5 | 2
(% Geri Kazanim)
Kloramfenikol | 874 92.5 | 95.4
Tetrasiklin
Konsantrasyon pg/kg | 100 150 | 200
(% Geri Kazanim)
Doksisiklin 79.2 86.2 82.6
Klortetrasiklin 78.8 84.0 84.7
Oksitetrasiklin 85.1 90.2 91.9
Tetrasiklin 83.8 85.8 87.7
Antikoksidiostat
Konsantrasyon pg/kg 200 300 | 400
(% Geri Kazanim)
Lasalocid A 66.2 71.4 70.8
Maduromisin 96.2 90.8 86.8
Monensin 78.3 80.9 80.7
Narasin 86.7 87.8 82.5
Nicarbazin 67.9 67.9 71.3
Salinomisin 83.8 85.3 82.1
Semduramisin 84.0 77.1 80.4

2.2.5.5.CCa, CCB
Bu amagla en diisiik konsantrasyon seviyesinde farkli giinlerde spike yapilmis 25 ayr1 calisma
gergeklestirilmistir. Calisma sonuglar Cizelge 9'da verilmistir.

Cizelge 9. Antibiyotiklere ve antikoksidiostatlara ait CCo ve CCP degerleri

CCa ve CCp DEGERLERI
Kloramfenikol
CCo pg/kg CCB pg/kg
Kloramfenikol 1.11 1.19
Tetrasiklin
CCo pg/kg CCB ug/kg
Doksisiklin 105.00 110.00
Klortetrasiklin 111.31 122.61
Oksitetrasiklin 108.19 116.38
Tetrasiklin 111.86 123.73
Antikoksidiostat
CCa ng/kg CCB pg/kg
Lasalocid A 223.06 246.12
Maduromisin 236.17 272.35
Monensin 228.78 257.56
Narasin 234.96 269.92
Nicarbazin 226.92 253.84
Salinomisin 229.32 258.63
Semduramisin 234.19 268.38
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2.2.5.6. Spesifiklik/Secicilik

Spesifiklik i¢in antibiyotik igermedigi bilinen farkli yem 6rnekleri analiz edilerek piklerin ¢ikis
zamanlarinda herhangi bir sapma ve etkilesim olup olmadigina bakildi. Sonugta herhangi bir etkilesim
gbzlenmedi. Bu numuneler validasyon ¢alismalarinda kullanildi ve tamamina yiikleme yapilarak

Kloramfenikol, Tetrasiklin ve Antikoksidiostat bilesiklerinin tanimlandig1 goriildi.

2.2.5.7. Birlesik Belirsizlik

Cizelge 10. Belirsizlik bilesenleri ile hesaplanan birlesik belirsizlik tablosu

BIiRESIK BELIRSIZLIK
3 o am | B o s E . - . g
= TR g S8 B0 s & =00 B0 = Ea
z 555 | 555 |7zz3 | Ss=5 | §5 |%E3 = 73 | 51
= SSE |ETE|£9f |EEE | 2E |ZsE & L | 23
2 < = = = =TT o 5 ) 5 2 .E 2
S “ 22 -~ 52 S 2 —S, 2 5 2 2 2 3~
Kloramfenikol
Kloramfenikol 0.026 0.027 0.059 0.050 0.090 0125 | 0300 | 0037 | 0.075
Antikoksidiostat
Lasalocid A 0.0104 0.019 0.039 0.070 0.053 0.099 200 19.827 | 39.654
Monensin 0.0100 0.019 0.059 0.075 0.028 0.101 200 20.298 | 40.596
Narasin 0.0099 0.019 0.041 0.101 0.040 0.118 200 23.637 | 47.273
Salinomisin 0.0100 0.019 0.023 0.080 0.037 0.094 200 18.800 | 37.599
Maduromisin 0.0101 0.000 0.039 0.110 0.033 0.122 200 24.383 | 48.766
Semduramisin 0.0100 0.000 0.074 0.104 0.064 0.143 200 28.633 | 57.265
Nikarbazin 0.0000 0.000 0.045 0.062 0.071 0.104 200 20.798 | 41.596
Tetrasiklin
Tetrasiklin 0.0142 0.008 0.039 0.072 0.059 0.102 100 10.245 [ 20.489
Doksisiklin 0.0142 0.008 0.101 0.031 0.068 0.127 100 12.700 | 25.400
Oksitetrasiklin [ 0.0142 0.008 0.044 0.050 0.058 0.090 100 8.959 | 17.917
Klortetrasiklin | 0.0141 0.008 0.078 0.069 0.075 0.129 100 12.880 | 25.760
3. BULGULAR

Giliney Marmara Bolgesinde satisa sunulmus hayvansal yemlerde (si8ir besi yemi, pili¢ besi yemi, sig1r siit
yemi) tetrasiklin, kloramfenikol ve antikoksidiostat, standartlar1 (Sekil 1) kullanilarak kalibrasyon grafikleri

elde edilmis ve toplamda 107 adet numunede 12 parametreye bakilarak 398 analiz
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Sekil 1: Antikoksidiostatlarin LC-MS/MS'de kromotogram goriintiisii.
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gergeklestirilmistir (Sekil 2). 107 adet numunenin 5 adedin de pozitif sonug elde edilmistir (Sekil 3). Pozitif

sonuglar antikoksidiostat grubuna ait monensin, lasolosit A ve salinomisin alt gruplarinda gozlenmistir (Sekil

4), (Sekil 5).

Sekil 2: Analizi yapilan 6rneklerin gruplara gore parametre sayisinin dagilimi
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Sekil 3: Analizi yapilan 6rneklerin gruplara gore sonuglarinin dagilimi
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Sekil 4: Analizi yapilan 6rneklerin gruplara gore pozitif sonuglarinin dagilima.

Pozitif Orneklerin Parametrelere Gore
Dagilimi
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Sekil 5. Pozitif ¢cikan Lasalocid A antikoksidiosdatinin kromotogram goriintiisii
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4. SONUC

Numunelerin % 4,67'sinde antikoksidiostat etken maddelerinin kullanildigi, % 95,33"iinde ise kloramfenikol,
tetrasiklin ve diger antikoksidiostat etken maddelerine rastlanmadig1 gézlenmistir. Analizi yapilan parametre

bazinda incelendiginde %1,58'nde etken maddeye rastlanmistir. Bu sonuglar 1s18inda
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bakilirsa Giiney Marmara Bolgesinde satisa sunulmus olan hayvansal yemlerde kloramfenikol ve tetrasiklin
antibiyotigi agisindan bir risk olmadigi, antikoksidiostat agisindan ise % 4,67 gibi bir diizeyde riskin oldugu
gbzlenmistir. Bu durum; daha c¢ok kanatli yetistiriciliginde kullanilan yemlerde rastlanmasi agisindan
bakildigindan biiyiik bas yetistiriciligi i¢in kullanilan yemlerde risk olmadigi, kanatli yetistiriciligi igin
kullanilan yemlerde ise risk olusturdugu goriilmiistiir. Kanatli yemindeki bu riskin nedeni, ya yem
iretiminde kullanilan yem katki maddeleri ya da direkt olarak bu etken maddeleri yeme katilmasi ile olmus
olabilir. Yem ham maddelerinin kontaminasyon riskleri de unutulmamalidir.Bu agidan bakildiginda yem
rasyonlar1 hazirlanirken ¢ok dikkat edilmeli, menseyi bilinmeyen hem ham madde hem de katki maddeleri
kullanilmamalidir. Kontaminasyon ve hammaddeden kaynaklanan {iretici maduriyetlerinin dniine gegmek
i¢in iiretici firmalarin kendi iglerinde kalite kontrol mekanizmalar gelistirmeleri gerekmektedir. Bir isletme
icin ideal olan uygulama ham madde ve katki maddelerinin rasyonda kullanilmadan 6nce analizlerinin

yapilmasi ve ondan sonra liretime gegilmesidir.
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