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OZET

TAVUK YUMURTASINDA KiNOLON GRUBU ANTIBIYOTIK
KALINTILARININ ARASTIRILMASI

AYDIN, Mehmet Ali

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ferah SAYIM OZKAN
Mart 2015, 69 sayfa

Bu tezin amaci kinolon grubu bazi antibiyotiklerin (marbofloksasin,
siprofloksasin, danofloksasin, enrofloksasin, sarafloksasin, difloksasin, oksolinik
asit, nalidiksik asit ve flumekuin) tavuk yumurtasinda bulunmasina izin
verilmeyen kalintilarinin arastirilmasidir. Bu amagla toplam 102 parti (20 parti
markette satilan ¢iftlik yumurtasi, 30 parti pazarda satilan ¢iftlik yumurtasi, 32
parti kOy yumurtast adiyla satilan yumurta ve 20 parti organik yumurta) tavuk
yumurtast ¢alisilmistir. Her bir partiden rastgele segilen altisar adet yumurta
karigtirllarak  sivi - kromatografi sirali  kiitle spektrofotometri (LC-MS/MS)
yontemiyle (Verdon, 2005) analiz edilmistir.

Analizler sonucunda calisilan her yumurta grubunun bir partisinde
enrofloksasin ve siprofloksasin kalintis1 tesbit edilmistir. Bagka bir deyisle,
kinolon kalintis1 agisindan analiz edilen 102 parti yumurta numunesinin dordii
(%3,9) pozitif ¢cikmistir. Mevzuat geregi yumurtaci tavuklarda kullanilmamasi

gereken bu antibiyotiklerin illegal olarak kullanildigi sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik, kalinti, kinolon, LC-MS/MS, tavuk yumurtasi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF QUINOLONE ANTIBIOTIC RESIDUES IN
CHICKEN EGGS

AYDIN, Mehmet Ali

MSc in Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferah SAYIM OZKAN
March 2015, 69 pages

The objective of this thesis was to evaluate the presence of some quinolone
antibiotics  (marbofloxacin,  ciprofloxacin, enrofloxacin, danofloxacin,
sarafloxacin, difloxacin, oxolinic acid, nalidixic acid, flumequine) residues which
are not allowed in chicken eggs. For this purpose, a total of 102 eggs batch, (20
batch farm eggs sold in markets, 30 batch farm eggs sold in bazaar, 32 batch
peasant eggs and 20 batch organic eggs) were examined. Six eggs were chosen
randomly from each of batchs, mixed and analyzed by liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method (Verdon, 2005),

As a result of the analyses, enrofloxacin and ciprofloxacin residues were
identified in one batch of each group. In other words, of the 102 eggs batch
analyzed for residues of quinolone, four samples (3,9%) were positive. It is
concluded that these antibiotics, which are not allowed to use in laying hens

according to administrative legislation, have been used illegally.

Keywords: Antibiotic, chicken egg, LC-MS/MS, quinolones, residues.
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1. GIRiS

Giliniimiizde artan dilinya niifusu uzantisinda, gida ihtiyact1 da artis
gostermistir. Fakat buna paralel olarak {iretim i¢in uygun alanlar artmamais, aksine
tarim alanlarindaki kentlesme ve sanayilesme nedeniyle azalmistir. Insanlar bunun
¢Oziimiinii birim alandan daha fazla {iriin elde etmekte bulmuslardir. Bunun i¢in
geleneksel iiretim tekniklerinden vazgegip entansif iiretime yonelmislerdir. Fakat,
entansif lretimde de populasyonun yogunlugu ve ortam kosullarindan dolay1
hayvanlarda hastalik olusumu artis géstermistir. Bu hastaliklarla miicadele etmek
ve daha fazla {iriin elde etmek icin de ilag kullanimini artirmak gerekmistir.
Baslangicta ilaglarin hep yararlar1 dikkate alinmis, zararlar1 pek 6nemsenmemistir.
Ancak bu konulardaki arastirmalar arttik¢a bu ilaglarin pek de masum olmadiklari,
tiriinlerde belirli limitlerin {izerinde bulunduklarinda insan sagligina ve ekosisteme

zarar verdikleri tesbit edilmistir.

Tiiketicilerde bilinglilik dilizeyinin artmasiyla, insanlar daha giivenli
gordiikleri, organik ve kirsal kesimde geleneksel yontemlerle iiretilen gidalara
yonelmislerdir. Ancak bu gidalarin piyasa degeri daha yiiksek oldugundan bazi
firsatcilarin, halka entansif olarak iiretilen iirlinlerin organik oldugunu iddia

ederek, daha pahaliya satmalar1 son zamanlarda sik yasanan olaylardandir.

Insanlar saglhikli gelisim ve yasam igin yeterli ve dengeli bir diyete ihtiyag
duymaktadirlar. Proteinler bu diyetin olmazsa olmazlarindandir. Yumurta
biyolojik degeri yiiksek proteine, dengeli yag asidi kompozisyonuna, zengin
vitamin, mineral ve fosfolipid igerigine sahiptir (Celebi ve Karaca, 2006).
“Yiiksek biyolojik degerli” besinsel proteinler iyi sindirilebilirlik ile ytliksek
esansiyel aminoasit igerigini bir araya getirenlerdir, 6rnegin; kazein, yumurta, et,
balik proteinleri ve soya izolatlari. Yumurta proteini biyolojik deger bakimindan
diger gida maddeleriyle karsilastirildigi zaman %95°lik sindirilebilirlik degeri ile
ilk siray1 almakta bunu %85 ile siit, %76 ile balik ve %74 ile sigir eti takip
etmektedir (Celebi ve Karaca, 2006; Copur vd., 2004). Ortalama 60 gr agirliginda
olan bir yumurtada 6 gr protein bulunmaktadir. Yumurta proteinin esansiyel
aminoasitlerince zengin olmasindan dolayr biyolojik degeri 100 olarak kabul
edilmekte ve diger gida maddelerinin kalitesinin saptanmasinda standart olarak
kullanilmaktadir. Yiiksek biyolojik degere sahip olan yumurta proteini ana siitiiyle
birlikte “Ornek protein” kaynagi olarak gosterilmektedir (Celebi ve Karaca, 2006;
Hasipek ve Aktas,1997). Yumurta, dnemli bir miktar1 yumurta akinda olmak

lizere insan tarafindan sentezlenemeyen ve mutlaka yiyeceklerle alinmasi gereken



esansiyel aminoasitlerin tamamini, esansiyel olmayanlarin ise ¢ok 6nemli bir
kismint uygun oran ve miktarlarda icermektedir. Yumurta Ozellikle bitkisel
kaynakli gidalarda sinirli diizeyde bulunan 16sin, izoldsin, metiyonin ve lisin gibi

esansiyel aminoasitler bakimindan oldukga zengindir (Celebi ve Karaca, 2006).

Tim bu oOzelliklerinden dolayr insanlarin diyetinde bulunmasi istenen
yumurtanin saglikli bir sekilde tiiketiciye ulastirilmasi son derece onemlidir.
Saglikli bir yumurtanin en 6nemli 6zelliklerinden biri de igeriginde, yasaklanmis
yabanci kimyasal madde kalintilarinin bulunmamasidir. Antibiyotik kalintilari,
yumurtada rastlanabilen en O©nemli kimyasal kalintilardandir. Tavuklarda
kullanilan antibiyotikler, yumurtaya gegmekte ve bunu tiiketenlerde istenmeyen
etkiler gostermektedir. Gida olarak tiiketilen hayvansal dokularda veteriner ilag
kalintilarinin birikiminin insan saghg iizerindeki ortak etkileri; direk toksik etki,
alerjik reaksiyonlar ve bakteriyel diren¢ gelisimidir. (Goetting et al., 2011;
Botsoglou and Fletouris, 2001; Donoghue, 2003; Companyo et al., 2009). Kanath
hayvanlarda yaygin olarak kullanilan antibakteriyel ilaglardan, kinolonlarin da
norotoksik, kondrotoksik, retina toksik oldugu, tendonlara zarar verdigi cesitli
caligmalarda gosterilmistir (Woodward, 2009; Christ, 1990; Davidson, 2001).
Florokinolon ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerin kanatlilarda yaygin bir sekilde
kullanilmas1 sonucu, bu antibiyotiklere karsi termofilik Campylobacter spp.’nin
artan oranda diren¢ kazandigr gdzlenmistir (Can ve Celik 2008; Sackey et al.,
2001). Diinya saglik orgiitii verilerine gére Avrupa birligi iilkelerinde yilda 25000
kisi hastanelerde antibiyotik direngli bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlar
sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir (WHO, 2011).

Bu calismada markette satilan ¢iftlik yumurtasi, pazarda satilan ciftlik
yumurtasi, organik yumurta ve kdy yumurtast adiyla satilan 4 grup yumurtada
kinolon grubu antibiyotik kalintisinin izlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma
sonunda halk pazarlarinda, marketlerde ve internetten satilan iiriinler kiyaslanacak
ve ayrica tiliketicilerin hep siipheyle baktiklari organik yumurta olarak satilan
yumurtalarin gercekte organik olup olmadigi sorusuna da cevap aranacaktir.
Dolayisiyla, bu c¢alismayla gilivenli gida arastirmalarina katki saglamak,
tilketicilerde yumurtalardaki muhtemel antibiyotik kalintis1 hakkinda farkindalik
yaratmak ve insan sagligini direkt etkileyen bu duruma yetkililerin dikkatini ¢ekip

gerekli tedbirlerin alinmasini saglamak hedeflenmistir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1 Antibiyotikler

Hayvansal iiretimde kullanilan ilaglarin 6nemli boliimiinii antibiyotikler
olusturmaktadir. Antibiyotikler antimikrobiyal aktiviteye sahip, dogal yolla olusan
ya da sentetik veya yari sentetik bilesikler olup, insan ve veteriner tibbinda
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde, gida olarak yararlanilan hayvanlarda ise
gelismeyi arttirici olarak kullanilmaktadir (Phillips et al., 2004). Antibiyotiklerin
beslenme verimini artirmak i¢in kullanilmasi Amerika Birlesik Devletlerinde
serbest olmasina ragmen Avrupa Birligi ilkelerinde 2006 yilindan itibaren
yasaklanmistir (Goetting et al., 2011; Donoghue, 2003; Castanon, 2007
Companyo et al., 2009).

Antibiyotikler genel olarak bes temel mekanizma {izerinden etki
gostermektedirler. Buna gore antibiyotikler; 1) Hiicre duvari biyosentez enzimleri
ve substratlari1 inhibe ederek (6rn; beta-laktam grubu antibiyotikler,
vankomisin), 2) Hiicre membran yapilarini bozarak (6rn; polimiksinler), 3)
Bakteriyel protein sentezini engelleyerek (6rn; makrolidler, tetrasiklinler,
aminoglikozidler), 4) Bakteriyel niikleik asit replikasyonu ve onariminin
gerceklesmesini  engelleyerek  (6rn;  florokinolonlar) ve 5) Bakteriyel
metabolizmalar1 bozarak (Orn; trimetoprim-siilfametoksazol) enfeksiyonlarin
tedavisini saglarlar (Celik ve Biiget, 2007).

Veteriner tibbinda antibiyotik kullanimi yem katki maddesi olarak
oksitetrasiklin ve klortetrasiklin kullanimiyla 1950’11 yillarda baslamistir (D1
Corcia and Nazari, 2002). Antibiyotikler halen hastaliklarin tedavisi, beslenme
veriminin artirilmast ve hastaliklardan koruyucu olarak kiimes hayvanlar
endistrisinde ve veterinerliginde kullanilmaktadir. Antibiyotik kullanim1 verimli
kiimes hayvani yetistiriciligini kolaylastirmis, buna bagl olarak da tiiketicinin
makul fiyatlara et ve yumurtaya ulasmasinmi saglamistir. Ayrica antibiyotik
kullanimiyla hayvan refahi artmis ve hastalik olusumu azalmistir. Antibiyotiklerin
tiim bu yararlarima ragmen ne yazik ki tiiketiciler tavuk iirtinlerinin bu ilaglar

tehlike olusturabilecek diizeyde igerdigi fikrine sahiptirler (Donoghue, 2003).

2.2 Yasal Diizenlemeler

Gida degeri olan hayvanlarda kullanilacak her ila¢ etkin maddesi ig¢in

yapilan toksikolojik testler Avrupa Birliginde, Avrupa ilag Degerlendirme Ajansi



(=EMEA) tarafindan degerlendirilmektedir. Degerlendirme sonuglari, “Hayvansal
Kokenli Gida Maddelerindeki Veteriner Ilaglarinin Azami Kalinti Seviyelerinin
Tesbit Edilmesi Igin Topluluk Islemlerini Ortaya Koyan 26 Haziran 1990 tarih ve
90/2377 sayil1 Konsey Yonergesi” olarak AB Resmi Gazetesi’nde yaymlanmistir
ve bu yonergeye zaman i¢inde ilaveler yapilmaktadir. S6z konusu mevzuat

veteriner ilaglarini 4 ayr1 listede degerlendirmektedir:

L. Liste Azami Kalint1 Seviyesi-AKS (Maksimum Kalint1 Limiti-MKL, Maximum
Residue Limits-MRL) Tesbit Edilen Veteriner Ilaclar:

II. Liste AKS Tesbit Edilmesine Gerek Olmayan Zararsiz Veteriner ilaglart

I11. Liste AKS Kesinlik Kazanmamis Olan Veteriner Ilaclari

IV. Liste Gida Degeri Olan Hayvanlara Uygulanmasi Yasaklanan Veteriner
Maglar1 ((Anonim 2007).

L, IL., ve III. Liste’de yayinlanan ilaglar ancak o ilacin kullanilmasina izin
verildigi hayvanlar ve hayvansal kokenli gidanin elde edildigi verim donemleri
(etei sigir, siitgli sigir, et¢i tavuk, yumurtact tavuk gibi) dikkate alinarak
kullanilabilmektedir. Asagidaki 6rmekte (sekil 2.1) oldugu gibi; tavuk eti i¢in
AKS degeri verilmis, fakat tavuk yumurtas: i¢in bir AKS degeri verilmemisse; o
ilag et¢i tavuklarda uygulanabilir fakat yumurta elde edilen tavuklara

uygulanamaz.

Cizelge 2.1: Kanatlilarda enrofloksasin kalmtr limitleri. (Anonim 2011a)

Farmakolojik Belirleyici Hayvan Maksimum Kalinti | Hedef Doku Diger Kosullar
Aktif Madde Kahnt1 Tiirii Limiti-MKL
Enrofloksasin | Enrofloksasin Kanatlh 100 pg/kg Kas Yumurtas: insan  tiiketimine
ve hayvanlar -
siprofloksasin 100 pg/kg Deri ve Yag sunulan hayvanlarda
toplamui 200 pg/kg Karaciger kullanilmaz.
300 pg/kg Bobrek
300 pg/kg Bobrek

Hayvancilikta kullanilan kinolon grubu antibiyotiklerden danofloksasin,
difloksasin, enrofloksasin, flumekuin, marbofloksasin, sarafloksasin 1 Liste,

oksolinik asit, III. Listede ta yer almaktadir.

IV. Listede ise insan sagligina olan zararlarindan dolayr gida degeri olan
hayvanlara kesinlikle uygulanamayacak ilaglar1 bildirir. Bu grupta kloramfenikol

ve nitrofuran grubu antibiyotikler yer alir.




2.3 Yumurtaci Kanath Hayvanlarda Antibiyotik Kullanim

Etci tavuklarda kullanilan bazi antibiyotiklerin yumurtaci tavuklarda
kullanilmasina izin verilmemektedirler. Yumurtaci tavuklarda kullanilan ve belirli
limitlerde yumurtada bulunmasina izin verilen bazi antibiyotikler eritromisin,
tilosin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin, tiamulin, linkomisin,
neomisin/framisetin, kolistin (polimiksin E), piperazindir (Cizelge 2.2). Bu
calismada analizi yapilan antibiyotikler, yani kinolon grubu antibiyotikler,

yumurtaci tavuklarda kullanimina izin verilmeyen antibiyotiklerdendir.

Cizelge 2.2: Yumurtaci kanatli hayvanlarda kullanilan ilag etkin maddeleri ve ila¢ kalint1 arinma
siireleri (IKAS) Listesi. (Anonim, 2014)

Etken Madde Bilesik E(l:lllllamm ?33:“ ;Elt(jfisl;gﬁn) fEX's"(QSJf " g:ll:;lt?iltl::nn
Eritromisin enjeksiyon tavuk 7 10 150 pg/kg
Eritromisin tiyosiyanat oral tavuk 21 6 150 pg/kg
Tilosin tartrat oral tavuk 2 5 200 pg/kg
Klortetrasiklin oral kanatlt 14 14 200 pg/kg
Oksitetrasiklin oral kanath 14 14 200 pg/kg
Tetrasiklin oral kanath 7 ? 200 pg/kg
Tiamulin oral tavuk 3 ? 1000 pg/kg
Linkomisin enjeksiyon tavuk 21 ? 50 pg/kg
Linkomisin oral tavuk 2 2 50 pg/kg
Neomisin/framisetin oral tavuk 1 1 500 pg/kg
Kolistin (polimiksin E) enj. tavuk 21 ? 300 pg/kg
Kolistin (polimiksin E) oral tavuk 7 0 300 pg/kg
Piperazin oral tavuk 7 ? 2000 pg/kg

2.4 Organik Uretimde Antibiyotik Kullanim

Toplumda, organik iiretimde higbir kimyasal ilacin kullanilamayacagi
yoniinde bir alg1 bulunmaktadir. Ancak bu alg1 yanlistir. Ciinkii organik iiretimde
belirli kurallar dahilinde ¢esitli ilaclar, yetkilendirilmis kurumun izniyle ve gerekli
kayitlar tutularak kullanilabilir.

Organik iiretimde antibiyotik kullanimi entansif iiretime gore daha siki
kurallara baglanmistir. Entansif tiretimde hastaliklardan korunmak i¢in antibiyotik
kullanilmasina izin verilmesine ragmen, organik iiretimde izin verilmemektedir.

Organik tiretimde tliretken yasam stiresi bir yildan fazla olan hayvanlara yilda ii¢




defa, liretken yasam siiresi bir yildan daha az olanlar i¢in yasamlar1 boyunca bir
kez antibiyotik kullanimina izin verilmektedir. Bu limitler asildiginda hayvanlarin
tekrar gegis siirecine alinmasi gerekmektedir. Bu gecis siireci et liretimine yonelik
kanathilarda, ii¢ giinlilk yastan biiyilk olmamak kaydiyla on hafta, yumurta
iiretimine yonelik kanatlilarda ise alt1 haftadir. Gegis siirecindeki hayvanlardan
elde edilen {irtinler organik iirlin olarak satilamaz. Gegis stireci {iriinii, "Organik
tarim gecis siireci Urinidiir" etiketiyle pazarlanir. Gegis siirecinde bulunan
hayvanlardan elde edilen {riinlerin reklam ve etiketlerinde organik tarimi

cagristiran ifadeler kullanilamaz (Anonim, 2010a).

2.5 Kinolonlar

Kinolonlar yaygin sekilde kullanilan antibakteriyel ilaglardir (ibrahim,
2006). Kinolonlar canli hayvan ve su {riinleri yetistiriciliginde bakteriyel
enfeksiyonlarin ~ tedavisinde  kullanilan  genis  spektrumlu  sentetik
antimikrobiyallerdir. ~ Ulkemizdeki  antibakteriyeller ~ve kombinasyonlari
siifindaki 895 adet ilactan 74 adedinin baska bir degisle % 8,26’siminin birinci

etken maddesi kinolon grubu bir antibiyotik olan enrofloksasindir.

Kinolonlar tavuklarda, kolibasilloz (Escherichia coli enfeksiyonlari),
pasteurellozis (Tavuk kolerasi), salmonellozis, mikoplasmozis, siniizitis,
solunum yolu enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlar1 ve yumusak doku

zedelenmelerinin tedavisinde kullanilirlar.
2.5.1 Kimyasal yap:

Kinolonlar klinik kullanima 1962 yilinda nalidiksik asit formunda
girmislerdir. Nalidiksik asit malarya tedavisinde kullanilan klorokinin sentezi ve
saflastirilmast sirasinda kesfedilmis, cogu Enterobacteriaceae iiyesine bakterisit
etkili bir antibiyotiktir. Idrarda yiiksek konsantrasyona ulasmasi nedeniyle sadece
{iriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilmaya baslanmistir (Nazik ve Ongen, 2010;
Robicsek et al., 2006; Ruiz, 2003). Tamamen sentetik antibiyotikler olan
kinolonlarin temel yapisi, 1. pozisyondaki nitrojen, 3. pozisyondaki karboksil
grubu ve 4. pozisyondaki karbona ¢ift bagla baglanmis oksijenin bulundugu ikili
halkadan olusmaktadir (Sekil 2.1). 1970’lerde kinolon molekiiliiniin C-6
pozisyonuna bir flor atomunun eklenmesiyle aktivitesi arttirilarak ilk florokinolon
olan norfloksasin elde edilmis ve bu bilesik klinik kullanima ancak 1986 yilinda

girmistir. Daha sonralar1 kinolonlarin yapisina piperazinil, metil piperazinil,



dimetil piperazinil, pirolidinil, metoksi grubu gibi cesitli eklemeler yapilarak yeni
florokinolonlar tiiretilmis ve etki spektrumu genisletilmistir (Nazik ve Ongen,
2010; Hooper and Strahilevitz, 2010; Robicsek et al., 2006; Ruiz, 2003).

Sekil 2.1: Kinolonlarin temel yapist

Kinolonlar asidik ve amfoterik olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Asidik
kinolonlara karboksilik asit, flumekuin, okzolinik asit, nalidiksik asit, cinoxacin,
promidik asit, pipedimik asit gibi bilesikler 6rnek verilebilir. Amfoterik kinolonlar
C-6 pozisyonunda flor ve C-7 pozisyonunda piperazinyl igerirler. Bu gruba
marbofloksasin, siprofloksasin, norfloksasin, lomefloksasin, danofloksasin,
enrofloksasin, sarafloksasin, difloksasin, ofloksasin, enoksasin, orbifloksasin gibi
bilesikler 6rnek verilebilir (Chang et al., 2010).

2.5.2 Kinolonlarin etki mekanizmasi

Kinolonlar, bakteriyel DNA giraz (topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV
enzim aktivitesini inhibe ederek etkilerini gosterirler. DNA giraz DNA
replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda gorev alir. Topoizomeraz IV ise
replikasyon sirasinda olusan yavru DNA iplikgiklerinin birbirinden ayrilarak
yavru hiicrelere ge¢cmesine yardim eder. DNA giraz enzimi gyr4 geni tarafindan
kodlanan iki A alt birimi ile gyrB geni tarafindan kodlanan iki B alt biriminden
olugmaktadir. Topoizomeraz IV ise parC geni tarafindan kodlanan iki parC alt
birimi, parE geni tarafindan kodlanan iki parE alt biriminden olugmaktadir. Tip 2
topoizomerazlardan olan bu iki enzim kinolon grubu antibiyotiklerin hedefini
olusturmaktadir. Topoizomeraz-DNA kompleksine baglanan kinolonlar DNA
sentezini hizla inhibe ederler. Kinolonlarin bakterisidal etkilerinin ortaya
citkmasinda DNA sentezinin inhibisyonu temel olmakla birlikte, farkh
mekanizmalarin da hiicre Oliimiinde rol oynadigi sanilmaktadir. Ayrica g¢ok

yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda RNA ve protein sentezinin inhibisyonu



ile bakteriyostatik etki gosterdikleri belirlenmistir. Kinolon grubu antibiyotiklerin
Gram negatif bakterilerde oncelikli hedefinin DNA giraz, Gram pozitiflerde ise
topoizomeraz IV oldugu bilinmektedir (Nazik ve Ongen, 2010; Hooper and
Strahilevitz., 2010; Rice and Bonomo, 2007; Ruiz, 2003) .

DNA+DNA giraz E E
+
DNA (A)(a)
DNA giroz

BJB
kompleksi olugur; DNA AXA
zincirleri kanhr, fakat
DNA giraz tarafindan vl(mnlcm

lk—\

Kinolon DNA-DNA ¥
giraz kompleksini BIB
DNA zincirleri aynlamaz ANXA
ve DNA replikasyonu A
bloke olur. l

Kirilan DNA zincirleri \B1 1B}

ayrihr; hiicre sliamii _@ '®7
gergeklesir.

Sekil 2.2: Kinolonlarm Etki Mekanizmas1 (Nazik ve Ongen, 2010)
2.5.3. Kinolonlarin ila¢ kalint1 arinma siireleri

Florokinolonlar, yumurtalik tavuklara kas i¢i veya oral vyolla
uygulandiginda, bu antibiyotigin kalintilar1 yaklasik 24 saat sonra yumurtada
goriilmeye baglar ve tedavinin kesilmesinden birka¢ giin sonra bile yumurta saris1
ve albiiminde kalmaya devam eder (Goetting et al., 2011; Maxwell et al., 1999;
Lolo et al., 2005; Herranz et al., 2007). Lolo ve arkadaslar1 2005 yilinda
yayinladiklar1 ¢aligmalarinda 12 mg/tavuk dozunda bes giin siireyle tavuklara

enrofloksasin uyguladiklarin1 bildirmislerdir. Tedavinin kesilmesinden sonra



HPLC/MS ile bu ilacin uygulandig1 tavuklarin yumurtalarinda kalinti analizi
yapmislardir. Ancak 16 giin sonra, yumurtanin beyazi ve sarisinda enrofloksasin
tesbit edilemeyecek seviyeye inmistir. Donoghue ve Schneider 2003 yilinda
tavuklara 11 mg/kg canli agirlik dozunda ii¢ glin boyunca oral yolla enrofloksasin
uygulamislardir. Tedavinin sonrasinda yumurtalarda Bioassay ve LC-MS ile
enrofloksasin kalintis1 arastirmislardir. Biitiin yumurtada sekiz giinden daha fazla
siireyle enrofloksasin kalintisinin bulundugunu tesbit etmislerdir. Ahmed ve
arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, tavuklara 10 mg/kg canl agirlik
dozunda ii¢ giin boyunca enrofloksasin uygulamis ve yumurtada mikrobiyal
inhibisyon testi ile kalint1 analizi yapmigslardir. Yumurta sarisinda bes giin,
alblimin kisminda ise 3 giin boyunca enrofloksasin kalintis1 bulundugunu tesbit

etmislerdir.

Shaikh ve Chu 2000 yilinda tavuklara 10,5 mg/tavuk dozunda bes giin
boyunca oral yolla Sarafloksasin uygulamislardir. Tedavi sonunda yumurtalarda
LSC (s1v1 sintilasyon sayici) ile sarafloksasin kalintist arastirilmigtir ve yumurta
sarisinda dokuz giin, yumurta akinda ise alt1 giin boyunca sarafloksasin kalintisi

tesbit edilmistir.

Bagka bir caligmada tavuklara 10 ve 20 mg/kg canli agirlik dozlarinda beg
gin  siireyle oral yolla  siprofloksasin  uygulanmis, uygulamanin
sonlandirilmasindan sonra 10 ve 20 mg/kg doz uygulanan tavuklarin
yumurtalarinda HPLC ile yapilan analizler sonucunda, sirasiyla dokuz ve on giin

stireyle siprofloksasin kalintisi tesbit edilmistir (Xie et al., 2005).

Yang ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklart calismada 50 mg/l
konsantrasyonda danofloksasin iceren suyun 12 giin boyunca tavuklara
verilmesinin ardindan, HPLC ile yapilan kalint1 analizlerinde yumurta sarisinda

12, yumurta akinda ise bes giin boyunca danofloksasin kalintisina rastlanmistir.

Riberzani ve arkadaglarinin 1993 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 200 mg/1
konsantrasyonda flumekuin igeren suyun bes giin boyunca tavuklara verilmesinin
ardindan, HPLC ile yapilan kalint1 analizlerinde yumurta sarisinda 12, yumurta

akinda on giin boyunca flumekuin kalintisina rastlanmigtir.

Roudaut’un 1998 yilinda yaptiklar: bir ¢aligmada 500 mg/1 konsantrasyonda
oksolinik asit igeren suyun bes giin boyunca tavuklara verilmesinin ardindan,

HPLC ile yapilan kalint1 analizlerinde yumurta sarisinda yedi, yumurta akinda on,
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biitlin yumurtada ise dokuz giin boyunca flumekuin kalintisina rastlanmstir.

Yukarida belirtilen calismalar cizelge 2.3 te gosterilmistir.



Cizelge 2.3: Kinolon grubu antibiyotiklerin yumurta ila¢ kalint1 arinma siireleri. (Goetting et al., 2011), (S: Yumurtanin sarisi, B:

11

Yumurtanin beyazi, TY: Tim yumurta,

CA:Canli agirlik)
Onay durumu Tolerans / Tayin Olgiim v Tedavi Tedavinin sonlandirilmast ile
o maksimum Analitik . Verili avugun yasi — murtada antibiyotik
Florokinolonlar (yumurtast igin ‘u o limiti limiti ¥ Doz suresi yumu ] .y . kaynak
beslenen kalint1 limiti metod yolu (Ay) kalintisinin tesbit edilemedigi
. (LOD) 1 (oq) (giin) i
tavuklarda)* giin say1s1
5 mg/kg CA
L 8,5 5 S:>7B:7 TY:7
(hindi) (Delaporte
Bioassay - -
10 mg/kg CA et al., 1994)
L 9 5 S>13B:11 TY:13
(hindi)
Su Lolo et al
12 mg/kg CA (Loloetal.,
HPLC/MS* | 2pug/kg - - 5 S:>16 B:16
(tavuk) 2005)
50 mg/L 7,5 7 S: 4 (McReynolds
AB: Bioassay - -
Onaylanmamis 50 mg/L 7,5 9 S>7 et al., 2000)
Enrofloksasin yok .
ABD: (Schneider
ASTED- and
Yasaklanmis 0,6 1 ng/kg Oral 11 mg/tavuk - 7 S>7 TY: 14§
LC* Donoghue.,
2000)
. (Donoghue
Bioassay & 15 Oral .
- ’ 11 mg/tavuk - 3 TY: >8 and Schneider,
LC/MS* ne/ke (hap)
2003)
0.019 5 mg/kg (Gorla et al.,
HPLC - ’ oral - 5 S:7B:10 TY:10
mg /kg CA 1997)




Cizelge 2.3 devamu

12

Onay durumu Tolerans / Tayin Olgiim Tavus Tedavi Tedavinin sonlandirilmasi ile
: " °f avugun yasi bivoti
Florokinolonlar | (Yumurtast icin kmkaITur_n_ Anaht;k limiti | limit Verihs Doz s sirest yumurtada;nnzl.lyonk disi kaynak
beslenen a mtjk 1miti meto (LOD) Lo0) yolu (Ay) (&) a mtlsmm"tes 1t edilemedigi
tavuklarda)* sun sayist
. 0,096 (Ahmed et al.,
Bioassay - 10 mg/kg CA 7,5 3 S:5B:3
mg/kg 1998)
S:0,1 S:0,4
10 mg/kg (Huang et al.,
HPLC B:0,2 B:0,07 - 4 B>10TY>10§
CA 2006)
. pg/kg ng/kg
AB:
Onaylanmamis oral
nay! 10 mg/k
Enrofloksasin yok PLE, LC- 41 pgke ) gke ) 4 Ty: 9 (Herranz et al.,
ABD: FLD* CA 2007)
Yasaklanmig
0,2 50 mg/kg (Bogialli et al.,
LC/MS 0,4ug/kg - 3 TY: >16
ng/kg CA 2009b)
(Lolo et al.,
HPLC/MS | 2pgkg - IM* 15 mg/tavuk - 5 S:18 B:17
2005)
(Schneider and
ASTED- Oral
21g/kg 31g/kg 5 mg/tavuk 9 5 TY:>5 Donoghue
AB: LC (kapsiil) ’
: 2000)
Onaylanmamis
Sarafloksasin yok (Shaikh and
ABD: LSC* - - 10,5mg/tavuk - 5 S9B:5
Yasaklanmig oral Chu, 2000)
101g/ (Chuetal.,
LSC - 10,5mg/tavuk - 5 S:9 B:6
kg 2000)




Cizelge 2.3 devamu

Onay durumu

Tolerans / Tayin Olgiim Tavus Tedavi Tedavinin sonlandirilmasi ile
; . i avugun yasi Hivoti
Florokinolonlar (yumurtast iin maksm‘.lur.n- Analitik limiti limiti Verilis Doz gun yag siiresi yumurtada a‘ntlbllyotlk B kaynak
beslenen kalmtjk limiti metod (LOD) (L0O) yolu (Ay) (ain) kalmtlsmm"tesblt edilemedigi
tavuklarda)* sun sayist
AB:
. Onaylanmamis 0.21g/ Yumurtlamanin (Maxwell et
Sarafloksasin yok HPLC 11g/kg M 25 mg/tavuk 3 TY>5
. kg 50. haftasi al., 1999)
ABD:
Yasaklanmis
0,156 5 mg/kg (Gorla et al.,
HPLC - - 5 S:6 B:0 TY:6
AB: ng/kg CA 1997)
Onaylanmamis oral
Siprofloksasin yok 10 mg/kg
ABD: 0.01 mg B 5 TY:9 (Xie et al.,
Yasaklanmig HPLC /kg - CA 2005)
10 mg/kg CA - 5 TY:10
AB:
Onaylanmamis (Yang et al.,
Danofloksasin yok HPLC - 5uG/KG SU 50 mg/L 7 12 S:12 B:5
. 2006)
ABD:
Yasaklanmisg
. 0.05 mg 10 mg/kg 1 S:6 B3 (Samaha et al.,
AB: Bioassay /K - B 1991)
Onaylanmamis & CA 5 S:5B:2
Flumekuin yok Bi oral
ABD: _ loassay (Ahmed et al.,
Yasaklanmis Bioassay 0.04 - 12 mg/kg 7,5 3 S:6 B:4 1998)

mg/kg




Cizelge 2.3 devamu

Onay durumu

Tolerans / Tavi Ol(;iim Tedavi Tedavinin sonlandirilmasi ile
: o~ aym - Tavugun yast PP
o k Analitik o Veril gun yag . tada antibiyotik
Florokinolonlar (yumurtast igin | 1@ sm‘.lur.n- Tt limiti limiti eris Doz surest yumurtada a‘n ! llyo ! . kaynak
beslenen kalimt1 limiti metod yolu (Ay) kalintisinin tesbit edilemedigi
. (LOD) (LOQ) (giin) i
tavuklarda)* sun sayist
200 mg/L . .
. Smg/ g Riberzani et
AB: HPLC ¢ - Su - 5 $:12 B:10 (Riberz
Onaylanmamis kg (40 mg/tavuk) al., 1993)
Flumekuin yok
ABD: ' 0.05 mg 12 mg/kg - 1 S:6 B:2 (Samaha et al.,
Yasakl Bioassay - ™M
R /kg CA 5 S:5 B2 1991)
AB:
. Onaylanmamis 2.5mg/ (Rolinski et
Norfloksasin yok HPLC - Su 175 mg/L - 5 S:>6 B=>6
Yasaklanmig
0.5g/L
AB: Su - 5 S:7B:10 TY:9
o ' Onaylanmamis (12 mg/kg CA) (Roudaut,
Oksolinik Asit yok HPLC - 51g/kg 1998)
ABD: 300 mg/kg yem
Yasaklanmis Yem - 5 S:8B:9TY:9

(13 mg/kg CA)_
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2.6. Caliymada Analizi Yapilan Kinolon Grubu Antibiyotikler
2.6.1. Marbofloksasin

Kimyasal Formiilii:

0O O

A

N
1
Hsc'N\) 0"'~./N""c|.|a

Kimyasal adi: 9-Fluoro-3-methyl-10-(4-methyl-1-piperazinyl)-7-oxo0-2,3-
dihydro-7H-[1,3,4]oxadiazino[6,5,4-1j]quinoline-6-carboxylic acid
Fiziko-kimyasal ozellikleri:

Molekiil Formiilii: Ci7H;oFN4O4

Molekiiler agirhgi: 362,36

CAS Numarasi: 115550-35-1

Sekli: Acik sar1 toz

Erime Derecesi: 269 °C

Kaynama derecesi: 570,5 °C

Formiilasvon tipleri: Tablet ¢6zelti, ¢6zelti tozu
LDs: Farelerde oral LDsy 1781 mg/kg
Sicanlarda oral LDso 3772 mg/kg
Disi farelerde deri alt1 LDsp 972 mg/kg
Erkek sicanlarda deri alt1 LDsy 2094 mg/kg
ADI: 4.5 pg/kg
NOAEL: 4 mg/kg/giin

2.6.2. Siprofloksasin

Kimyasal Formiilii:
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Kimyasal adi: 1-Cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-1,4-dihydro-3-

quinolinecarboxylic acid
Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil Formiilii: C;7H;sFN50O5
Molekiiler agirhgi: 331,34

CAS Numarasi: 85721-33-1
Sekli: Acik sar1 toz

Kaynama derecesi: 581,7 °C

Formiilasyon tipleri: Cozelti tozu

2.6.3. Norfloksasin

Kimyasal Formiilii:

pcens

I
HNN h'l\a_b

Kimyasal adi: 1-Ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-

quinolinecarboxylic acid
Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil Formiilii: C;cH;3sFN303
Molekiiler agirhgi: 319,33

CAS Numarasi: 70458-96-7
Sekli: Beyaz kristal toz

Erime Derecesi: 221 °C
Kaynama derecesi: 555,8 °C
LDso:

Fare (Oral) LD50 137 mg/kg
Hamster (Oral) LD50 763 mg/kg

2.6.4. Danofloksasin

Kimyasal Formiilii:

QO O
HaC, F OH
N |
' g



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=85721-33-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=70458-96-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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Kimyasal adi:  1(1S5)-1-Cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-7-(5-methyl-2,5-
diazabicyclo[2.2.1]hept-2-yl)-4-0x0-3-quinoline carboxylic acid

methanesulphonate
Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil Formiilii: C;9H;0FN30O;
MoleKkiiler agirhgi: 357,39

CAS Numarasi: 112398-08-0
Sekli: Soluk beyaz toz

Kaynama derecesi: 569,3 °C

Formiilasvon tipleri: Cozelti, ¢ozelti tozu

ADI: 0-20 pg/kg

NOAEL: 2.4 mg/kg/giin

LDsy: Danofloksasinin LDs degerleri Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Cizelge 2.4: Danofloksasinin akut toksisite ¢aligmalar1 (WHO, 1997).

Tiir Uygulama | Céoziicii Cinsiyet LDsy mg/kg viicut Kaynak
yolu agirhg
Sigan Oral Distile su | Erkek, Disi >2000 Stadnicki et al.
1988

(Sprague Dawley) ( 2)

Fare (ICR) Oral Distile su | Erkek, Disi | >2000 Stadnicki et  al.
(1988a)

Sigan  (Sprague | Intravendz | Steril su Erkek 100-150 Stadnicki et al

Dawley) (1988a)

Tavsan  (Beyaz | Deri Erkek, Disi | >299 Stadnicki et  al.

Yeni Zelenda (1988b)

tavsani )

2.6.5. Enrofloksasin

Kimyasal Formiilii:

Kimyasal adi: 1-Cyclopropyl-7-(4-ethyl-1-piperazinyl)-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydro-3-quinolinecarboxylic acid

Fiziko-kimyvasal ozellikleri:



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=112398-08-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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Molekiil Formiilii: C;9H,,FN50O;
Molekiiler agirhgi: 359,39

CAS Numarasi: 93106-60-6
Sekli: Soluk sar1 renkli kristaller
Erime Derecesi: 225 °C

Kaynama derecesi: 560,4 °C

Formiilasvon tipleri: Cozelti, ¢ozelti tozu
ADI: 0-2 pg/kg

NOAEL: 1,2 mg/kg/giin

LDsy. LDso degerleri Cizelge 2.5°de gosterilmistir.

Cizelge 2.5: Enrofloksasinin akut toksisite ¢alismalar1 (WHO,1995)

Tir Cinsiyet Uygulanis LDsy (mg/kg | Kaynak
yolu canlt agirlik)

Fare Erkek Oral >5000 Schmidt, 1985
Disi 4336
Erkek Intravenoz 225 Schmidt, 1985
Disi 220

Sican Erkek Deri >2000 Schmidt, 1985
Disi

Tavsan Erkek Oral 500-800 Schmidt, 1985
Disi
Erkek Deri >2000 Eigenberg,1987
Disi

Kopek Erkek Oral n/a' Schmidt, 1985
Disi

Enrofloksasin antimikrobiyal etkiye sahip bir karboksilik asit tiirevi
kinolondur. Gram negatif bakterilere en etkilidir. Sigir domuz ve tavuklarin,
solunum, sindirim ve iiriner sistem enfeksiyonlarinda endikedir (WHO, 1997).

2.6.6. Sarafloksasin

Kimyasal Formiilii:



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=93106-60-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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Kimyasal adi: 6-Fluoro-1-(4-fluorophenyl)-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-
3-quinolinecarboxylic

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil Formiilii: C,0H;7F,N303
Molekiiler agirhgi: 385,35

CAS Numarasi: 91296-87-6
Sekli: Kirli beyaz toz

Erime Derecesi: > 300 °C

Kaynama derecesi: 621,3 °C

Formiilasvon tipleri: Cozelti tozu
ADI: 0-0,3 ng/kg
NOAEL: 5 mg/kg/giin

2.6.7. Difloksasin

Kimyasal Formiilii:

o 0

s

F

Kimyasal adi: 6-Fluoro-1-(4-fluorophenyl)-1,4-dihydro-7-(4-methylpiperazino)-
4-0x0-3-quinolinecarboxylic

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:

Molekiil formiilii: C,;H9F2N3;05 - HCI

Molekiiler agirhigi: 399.4

CAS Numarasi: 91296-86-5

Sekli: Beyaz veya acik sar1 toz

Erime derecesi: >245 °C

Kaynama derecesi: 595,5 °C

Formiilasvon tipleri: Cozelti

ADI: 0-10 pg/kg viicut agirhig: /giin


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C20H17F2N3O3
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=91296-87-6%20(anhydrous)&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=91296-86-5&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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NOAEL: 1 mg/kg viicut agirhgi/giin
LDs:

Siganlarda oral LDsp 1380 mg/kg
Tavsanlarda Dermal LDsy <2000 mg/kg

2.6.8. Oksonilik asit

Kimyasal Formiilii:

CH?
i
0
0]
O OH

Kimyasal adi: 5,8-Dihydro-5-ethyl-8-0x0-1,3-dioxolo[4,5-g]quinoline-7-
carboxylic acid

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil formiilii: C;3H;;NOs
Molekiiler agirhgi: 261,2
CAS numarasi: 14698-29-4
Sekli: Toz

Kaynama derecesi: 473,2 °C

2.6.9 Nalidiksik asit

Kimyasal Formiilii:

O O
P
HsC” "N” N
CHj

Y

Kimyasal adi: 1,4-Dihydro-1-ethyl-7-methyl-1,8-naphthyridin-4-one-3-
carboxylic acid

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:
Molekiil formiilii: C;,H{,N,O3
Molekiiler agirhgi: 232,24
CAS Numarasi: 389-08-2
Sekli: Bej renkli toz
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Erime Derecesi: 229 °C

LDsg : LDsg degerleri Cizelge 2.6’de gosterilmistir.

Cizelge 2.6: Oksolinik asidin LDs, degerleri.

Tir Verilis yolu LDsy (mg/kg)
Fare Oral 572
Intravendz 180
Sican oral 2040
intraperitonel 319
2.6.10. Flumekuin

Kimyasal formiilii:

CHs
N

O O

OH

Kimyasal adi: 9-Fluoro-6,7-dihydro-5-methyl-1-oxo-/H,5H-benzolij]-
quinolizine-2-carboxylic acid

Fiziko-kimyasal 6zellikleri:

Molekiil formiilii: C4H;,FNO;

Molekiiler agirhgi: 261,25 g/mol

CAS Numarasi: 42835-25-6

Sekli: Beyaz kiiciik kristallerden olusan toz

Erime derecesi: 253-255°C

Kaynama derecesi: 439,7 °C

Formiilasvon tipleri: Cozelti tozu

ADI: 0-0,03 mg/kg

NOAEL: 25 mg/kg

LDsy: LDs, degerleri Cizelge 2.7°da gosterilmistir.
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Cizelge 2.7: Flumekuin akut toksisite sonuclar1 (Riker Research Laboratories (1972 B).

Tiir Cinsiyet Verilis yolu | LDs (mg/kg viicut agirlig)
Fare Disi Oral 2480 (2000-3075)
Disi Oral (ag) 1630 (1190-2233)
Disi intravendz 97 (90-104)
Disi intravendz 90 (86-93)
Disi intravendz 822 (718-944)
Sican Erkek Oral (a¢) 2210 (1864-2625)
Disi Oral (ag) 2450 (1992-3014)
Disi Oral (ag) 1340 (971-1849)
Disi Oral (ag) 1375 (1170-1620)
Disi Oral (ag) 1753 (1520-2025)
Tavsan Erkek Oral > 2000
Kopek Erkek, Disi | intravendz > 120



http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v39je07.htm
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada; halk pazarlarinda, marketlerde ve internetten satilan tavuk
yumurtalarinda  kinolon grubu antibiyotik  kalintilar1  (marbofloksasin,
siprofloksasin, danafloksasin, enrofloksasin, sarafloksasin, difloksasin, oksolinik
asit, nalidiksik asit, ve flumekuin) Verdon et al., 2005°de belirtildigi gibi LC-
MS/MS ile kantitatif olarak tesbit edilmistir.

3.1 Numunelerin Temini

Bu calismada 20 parti markette satilan c¢iftlik yumurtasi, 30 parti pazarda
satilan c¢iftlik yumurtasi, 32 parti kdy yumurtasi adiyla satilan yumurta ve 20 parti
organik yumurta olmak {izere toplam 102 parti yumurta kinolon kalintist
yoniinden analiz edilmistir. Her parti numune i¢in rastgele secilen 6 adet yumurta
birlikte homojenize edilmistir. Bu homojenat kalint1 analizinde 1 numune olarak
kullanilmistir.  Pazarda satilan ¢iftlik yumurtalar1 izmir ili Bornova ilgesi’nde
kurulan halk pazarlarindan, marketlerde satilan ciftlik yumurtalar1 Bornova’da
bulunan market ve sarkiiterilerden, kdy yumurtas1 olarak satilan yumurtalar
Bornova Pazar1 ve sarkiiterilerden, organik yumurtalar ise marketler,
Karsiyaka’da kurulan Organik Pazar ve organik {iriin satan internet sitelerinden

temin edildi.

3.2 Tavuk yumurtasinda Kinolon Grubu Antibiyotiklerin LC-MS/MS
ile Kantitatif Tesbiti

Bu metot 3 (li¢) basamaktan olusmaktadir:
Numunelerin homojenizasyonu.
% 5 Triklor asetik asit ile ekstraksiyonu.
C18 kolon ile LC-MS/MS sisteminde tesbit.

3.3 Cihaz ve Ekipmanlar

3.3.1 Tartim ve ekstraksiyon

Standartlar ve kimyasal maddelerin tartimi i¢in £ 0.0001 hassasiyete sahip
terazi (Sartorius, Almanya), numunelerin tartimi i¢in + 0.001 hassasiyete sahip

terazi (Sartorius, Almanya) kullanilmistir. Ekstraksiyon esnasinda sogutmali
santrifiij (Avanti J-20 XP, Beckman Coulter, ABD), ¢oklu vorteks (Multireax,
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Heidolph, Almanya), vorteks (Scientifica, Almanya), dispenser (Isolab, Almanya),
0.45 pum rejenere seliiloz filtre (Sartorious, Almanya), 50 ml hacimli PP santrifiij

tiipleri (Jet Biofil, Japonya) kullanilmistir.

3.3.2 Sivi kromatografi sirah kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)

Enstriimental analiz i¢in LC-MS/MS triple quadropole sistem (Model 6460,
Agilent, ABD), kromatografik kolon olarak Zorbax SB-C18 (4.6x100 mm, 3,5 um
partikiil biiyiikligii, Agilent, ABD) kullanildi.

3.4. Kimyasallar Standartlar

Formik Asit, Merck, 2635, % 98-100

Asetonitril, ( Sigma Aldrich ) Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta % 99,9'luk
Okzalik asit Dihidrat ( Merck ), Kimyasal 6zelligi: % 99’luk

Triklor asetik asit (TCA): (Sigma).

Enrofloksasin Standardi, (Riedel De Haen, 33699), Kimyasal 6zelligi: Analitik
saflikta % 99,6’11ik

Siprofloksasin Standardi, (Fluka, 33434), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
99,6’lik

Danofloksasin Standardi, (Fluka, 33700), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
99,8’luk

Sarafloksasin Standardi, (Fluka, 33497), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
97,3’lik

Marbofloksasin Standardi, (Fluka, 34039), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
98.,9’lik

Difloksasin Standardi, (Fluka, 33984), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
98.,4’lik

Flumekuin Standardi, (Fluka, 45735), Kimyasal ozelligi: Analitik saflikta %
99,4’k

Norfloksasin Standardi, (Fluka, 33899), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
99,8’luk

Oksonilik asit Standardi, (Sigma, O 0877), Kimyasal 6zelligi: Analitik saflikta %
99°luk

Nalidiksik asit Standardi, (Bio chemika, 70126), Kimyasal 6zelligi: Analitik
saflikta % 95°lik
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3.5. Soliisyonlar

Mobil Faz A’ nin Hazirlanmasi: 0,126 g Okzalik Asit bir miktar suda ¢oziildi
(yaklasik 500 ml). Icine 2 ml Formik Asit eklendi ve hacmi 1 1’ye tamamlandi. 15
dakika Ultrasonik banyoda bekletildi.

Mobil Faz B’ nin Hazirlanmasi: 900 ml analitik saflikta saf Asetonitril i¢ine 1 ml
Formik asit konuldu. 1 1 Hacme tamamlandi. % 5 lik TCA: 50 gr TCA 1 litre saf

suda ¢oziildii.

Alkali Metanol: 1 N sodyum hidroksit soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan 10 ml ile

almip 240 ml metanol ile karistirildu.
Standartlarin hazirlanmast:
Ana Stok Standartlarinin Hazirlanmasi ( 0.5 mg/ml — 500 ppm)

20 ml hacimli balona 10 + 0,01 mg etken madde olacak sekilde antibiyotik

standardi tartildi, balon ¢izgisine kadar alkali metanol ile tamamlandi. -20 °C’ de

ve karanlikta saklandi.

Internal Standart Calisma Soliisyonu (10 ppm)

Norfloksasin ana stok standardindan 10 mI’lik balon jojeye 100 pl konuldu, % 25

asetonitril ile hacmi 10 mI’ye tamamlandi.

Kinolon Miks Ara Stok Standart Soliisyonu (4 ppm)
Internal standart digindaki tiim 500 ppm stok standart soliisyonlarindan 80 pl 10

ml lik balon jojeye konuldu. % 25 asetonitril ile 10 ml ye tamamlandi.

Kinolon Miks Calisma Standart Soliisyonu (200 ppb)
4 ppm’lik kinolon miks ara stok standart soliisyonundan 500 pul 10 mI’lik balon

jojeye konuldu. % 25 asetonitril ile 10 ml ye tamamland.

3.6 Ekstraksiyon

3.6.1. Test Numunesinin Ekstraksiyonu

1. Her partiden 6’sar tane yumurta blender kullanilarak homojenize edildi.
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2. 50 mI’lik polipropilen santrifiij tiipline yumurta 6érneginden 2 = 0,05 g
alindi.
3. 10 ppm'lik internal standarttan ( Norfloksasin) 100 ul yiikleme yapildi ve
birkag¢ saniye vortexlendi.
15 dakika karanlik ortamda bekletildi.
8 ml % 5 TCA eklendi.
10 dakika vortekslendi.
5 dakika 4 °C de 14000 rpm’de santrifiij edildi.
Ust fazdaki s1vidan bir enjektorle 2 ml gekilerek 0,45 pm RC filtreden
stizlilerek viallere alind.
9. 20 ul LC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

S A

3.6.2. Blank yumurta 6rneginin ekstraksiyonu

Blank: Negatif oldugu bilinen yumurta numunesidir.
1. 50 mI’lik polipropilen santrifiij tiipline blank yumurta numunesinden 2 +
0,05 g alind1.

2. Ekstraksiyon islemleri numuneye uygulandigi sekli ile aynen tekrarlandi.

3.6.3. Spike yumurta orneginin ekstraksiyonu

Spike: Negatif oldugu bilinen yumurta numunesinin iizerine analiz edilen
bilesiklerin analitik standartlarinin ilave edilmesiyle elde edilen numunedir.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanildi.

Blank numuneden 4 ayr1 50 ml’lik polipropilen santrifiij tiiptine 2 + 0,05 g
alindi. Kontrol yumurta 6rnegi igeren bu tiiplere sirasi ile 5, 10, 20 ve 40 ppb’lik
yiiklemeler yapildi. Bunun i¢in 200 ppb'lik kinolon miks ¢aligma standardindan
siras1 ile 50, 100, 200 ve 400’er mikro litre yiikleme yapildi. Bir kag¢ saniye
vortkslendi. 15 dakika karanlikta bekletildi. Ekstraksiyon islemleri numuneye
uygulandig sekli ile aynen tekrarlandi.

3.7. Cihaz Kosullar:

Pompa Kosullari: Toplam akis: 0,8 ml/dakika, Mobil B Konsantrasyonu % 15,
Basing maksimum: 400 bar

Kolon Firin1 Kosullari: Firin Sicakligt: 35°C
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Oto Ornekleyici Kosullari: Ornekleyici Sicakligi: 10 °C, Enjeksiyon Hacmi: 20

ul

Pompa Oranlama Programi: (Baslangic Mobil Faz A=%85; Mobil Faz B:%15)

Pompa oranlama programi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Pompa oranlama programi

Basamak Akis Hizi Zaman Mobil Faz A, (%) Mobil Faz B, (%)
(ml) (dakika) (%0,2 Formik asit igeren (% 0,1 Formik asit
0,1mM okzalik asit igeren iceren Asetonitril)
su)

1 0,8 0.00 85,0 15,0

2 0,8 5.00 70,0 30,0

3 0,8 8.00 10.0 90.0

4 0,8 10 10,0 90.0

5 0.8 10.2 15.00 85.0

Dedektor (MS/MS) Kosullart:
Gaz Sicakligt: 350 °C
Gaz Akis Hizi: 10 1/dakika

Nebulizer Basinci. 45 psi

Sheat Gaz Sicakligi: 400 °C

Sheat Gaz Akis Hizi: 12 litre/dakika
Capillar voltaj: 4000 volt

MS method parametreleri ¢izelge 3.2 de gosterilmistir.




Cizelge 3.2: MS Segmentleri
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Time Zaman Tarama Iyonizasyon | Valf Delta Data kayit
segmentleri | (dakika) Modu Modu pozisyonu EMV (volt)
1 0 MRM ESI + Atik 0
2 2,5 MRM ESI + MS 300 Kaydet
3 6,5 MRM ESI + MS 100 Kaydet
4 9,5 MRM ESI + Atik 0
Time Segment 2
| Ana| MSI | Product|  MS2 | Dwel Fragmet | Collision
Bilesi ) . . } . Voltaj Enerji
Iyon | Rezuliisyon Iyon Rezuliisyon | Time (volt) (volt)
Wide 356 Wide 30 70 15
Difloksasin 400
Wide 299 Wide 30 70 35
. Wide 342 Wide 30 80 10
Sarafloksasin 386
Wide 299 Wide 30 80 25
. Wide 320 Wide 30 70 10
Marbofloksasin | 363
Wide 72 Wide 30 70 20
Norfloksasin 320 Wide 276 Wide 30 60 10
. Wide 316 Wide 30 70 15
Enrofloksasin 360
Wide 245 Wide 30 70 25
. Wide 314 Wide 30 60 15
Danofloksasin 358
Wide 96 Wide 30 60 20
. . Wide 314 Wide 30 60 15
Siprofloksasin | 332
Wide 288 Wide 30 60 15
Time Segment 3
esik Ana MS1 Product MS2 Dwell Fragmet | Collision
Bilesi . . . . . Voltaj Enerji
Iyon | Rezuliisyon Iyon Rezuliisyon | Time (volt) (volt)
Wide 244 Wide 30 80 15
Flumekuine 262
Wide 202 Wide 30 80 30
Wide 244 Wide 30 80 10
Oksolinik asit 262
Wide 216 Wide 30 80 25
Wide 215 Wide 30 80 10
Nalidiksik asit 233
Wide 187 Wide 30 80 20
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3.8 Sonuclarin Hesaplanmasi

3.8.1 Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

Yumurta Orneklerindeki kinolon tlirevi antibiyotiklerin miktarlarinin
hesaplanabilmesi i¢in 0 dahil 5, 10, 20, 40 pg/kg konsantrasyonunda 5 noktali
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Belirtilen konsantrasyonlar1 olusturmak icin blank
numuneye sirastyla 50, 100, 200, 400 ul 200 ppb kinolon miks standart ¢calisma
soliisyonu ilave edildi. Hazirlanan yiiklii numunelerin her birinden 20 ul LC-
MS/MS sistemine enjekte edildi.

Yikli numunelerden hesaplanan degerler, sistem tarafindan koordineli
olarak pg / kg olacak sekilde kaydedilmektedir. Kalibrasyon egrisi, spike
numunelerden elde edilen sonuglar kullanilarak ¢izildi. Kalibrasyon egrisinin

lineer oldugu goriildii.

3.8.2 Numune sonuclarinin hesaplanmasi

Her bir Ornege ait kinolon tiirevi antibiyotik kalintis1 pg/kg olarak
kalibrasyon egrisinden hesaplanmaktadir. Miktarsal analiz programiyla (QQQ
Quantitative analysis) yumurta Orneklerine ait kromatogramlarin pik alan
degerleri ile kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in daha onceden LC-MS/MS
cihazina verilen yiikli numunelere ait kromatogramlarin pik alan degerleri
karsilagtirilarak, ppb diizeyinde sonuglar hesaplandi. Metot validasyonu sonucu

hesaplanan 6l¢iimleme limiti ve geri alim degerleri Cizelge 3.3’te gdsterildi.

Cizelge 3.3: Metot validasyon sonuglari.

Bilesik Olgiimleme limiti (pg/kg) | Geri Alim (%)
Marbofloksasin 3,6 101,7
Siprofloksasin 2,6 97,5
Danofloksasin 3,1 97,9
Enrofloksasin 4,5 101,4
Sarafloksasin 8,4 88,5
Difloksasin 8,6 933
Oksonilik asit 8,2 96,1
Nalidiksik asit 5,7 97,0
Flumekuin 5,9 95,3
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4. BULGULAR

Marbofloksasin,, siprofloksasin, danofloksasin, enrofloksasin,
sarafloksasin, difloksasin, oksolinik asit, nalidiksik asit, ve flumekuin kalibrasyon
egrilerinin lineer oldugu goriilmiistiir ve her bir antibiyotige ait kalibrasyon egrisi

ayr1 ayri Sekil 4.1,2,3,4,5,6,7,8 ve 9°da gosterilmistir.

Marbofloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
145 ¥=0027123 " x - 0.003366

157 Rr2 = 0.99995498

1.14 TyperLinear, Origin:Include, Weight:None
1.05

Relative Responses

2 0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Relative Concentration

Sekil 4.1 :Marbofloksasin kalibrasyon egrisi.

Ciprofloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
2x10-1 |y =0.017860 *x -0.005799
2 1 R"2=0.99957620
Type:Linear, Origin:Include, Weight:None
7]

ol
@

Relative Respon

3

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Relative Concentration

Sekil 4.2 : Siprofloksasin kalibrasyon egrisi
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Danofloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
£x102 | y =0.002007 * x -7.531959E-004

2 7 R*"2=0.99912467

g TypeiLinear, Origin:Include, Weight:None

7.5

74

Relative Respon:

6.5
6
55
5
45
4
35
34
25
2]
154
1
05
o4
0.5

3% 38 40 42

Relative Concentration

Sekil 4.3: Danofloksasin kalibrasyon egrisi

Enrofloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
8 x10-11y=0.016162* x - 0.005865

2 R"2 =0.99950898

6.5 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Respon
i

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

36 38 40 42

Relative Concentration

Sekil 4.4: Enrofloksasin kalibrasyon egrisi

Sarafloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
2 x10-1{ y =0.002334 * x - 1.981782E-004
2 R"2 =0.99909490
0.954 Type:Linear, Origin:Include, Weight:None
0.9+

0.85
0.8+
0.75
0.7+
0.65
0.6+
0.55
0.5+
0.45
0.4+
0.35
0.3+
0.25+
0.2+
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0.1
0.05
04
-0.05+

Relative Respon

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

36
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Relative Concentration

Sekil 4.5 : Sarofloksasin kalibrasyon egrisi
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Difloxacin - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
2x10-1 | y=0.003342 * x -0.001667

2 1 R*2=0.99859999

Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Respon

0.6+

0.5+

0.4+

0.3+

0.2

0.1+

-0.14

3%6 38 40 42

Relative Concentration

Sekil 4.6 : Diflofloksasin kalibrasyon egrisi

Oxolinic Acid - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
8x10-1] y=0.013432 * x +0.001206

2 "2 = 0.99995980

5.5q Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Respon
@ x s o
9 [ N
999 Q

3.54

3%6 38 40 42

Relative Concentration

Sekil 4.7 : Oksonilik asit kalibrasyon egrisi

Nalidixic Acid - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
2x10-1 |y =0.003324 * x -0.001093
2 R*2 = 0.99905393

Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Relative Respon:

0.9+

0.8

0.7+

0.6+

0.5+
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0.3+

0.2+

0.14

-0.14

36

38 40 42
Relative Concentration

Sekil 4.8: Nalidiksik asit kalibrasyon egrisi
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Flumequine - 4 Levels, 4 Levels Used, 4 Points, 4 Points Used, 0 QCs
17y =0.010172 * x -0.007881

4 R*2=0.99849059

4 TypeiLinear, Origin:Include, Weight:None

x
o

Relative Responses
o
b

2 0 2 4 6 & 1o 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Relative Concentration

Sekil : 4.9 Flumekuin kalibrasyon egrisi

Calismadaki toplam 102 parti yumurtada, her bir partiden rastgele segilen
altt yumurta bir numune olarak degerlendirilmistir. LC-MS/MS ile yapilan
kantitatif analizlere gore, sadece dort partide, yani calisilan tiim partilerin

%3.9’unda kinolon grubu antibiyotik kalintis1 belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: LC-MS/MS ile yapilan kalint1 analizi sonuglari

GRUPLAR Calisilan Antibiyotik Pozitif Numune Tesbit edilen bilesikler
parti say1si tesbit edilen Orant ve miktar1 (pg/kg)
parti sayisi

(A) B) (B/A X100)
Markette Enrofloksasin: 141
satilan ¢iftlik 20 1 5 Siprofloksasin:15
yumurtasi
Pazarda Enrofloksasin:121
satilan ¢iftlik 30 1 3,3 Siprofloksasin:15
yumurtasi
Koy Enrofloksasin: 1757
yumurtast 32 1 3,1 Siprofloksasin: 172
adiyla satilan
yumurta
Organik Enrofloksasin:429

20 1 5
yumurta Siprofloksasin:47
Toplam

102 4 3,9
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Markette satilan ciftlik yumurtas1 grubunda, alti yumurtanin karisimindan
olusan bir adet numunede 141 pg/kg enrofloksasin, 15 pg/kg siprofloksasin tesbit
edildi. Pazarda satilan ciftlik yumurtas1 grubunda da aym sekilde hazirlanan bir
adet numunede 121 pg/kg enrofloksasin, 15 pg/kg siprofloksasin tesbit edildi.
Koy yumurtasi adiyla satilan yumurta grubundaki bir adet numunede 1757 pg/kg
enrofloksasin, 172 ug/kg siprofloksasin saptandi. Organik yumurta grubunda ise
yine bir adet numunede 429 ng/kg enrofloksasin, 47 pg/kg siprofloksasin
bulundugu belirlendi. Calisilan parti sayisina gore antibiyotik kalintis1 pozitif olan
parti sayisi oranlamasi yiizdesel deger olarak hesaplandiginda; markette satilan
ciftlik yumurtalar1 ile organik yumurtalarda, antibiyotik kalintis1 pozitif ¢ikan
parti oran1 %5, pazarda satilan ciftlik yumurtalarinda %3,3, kdy yumurtalarinda
ise %3,1 olmaktadir (Cizelge 4.1). Buna gore ¢alisilan tiim gruplarda antibiyotik
kalintisina rastlanmakla beraber gruplar arasinda yiizdesel deger anlaminda
belirgin bir fark yoktur.

Blank, Spike ve Pozitif numunelerin kromatogramlar1 Sekil 4.10-14’de

verilmektedir.

x105 [+ESI TIC MRM CID@"* (** > **) KNL YUM 10 PPB-2-1.d

:
06

:

: 4 6

:

:

; NS\

28 28 3 32 34 38 38 4 42 44 486 48 5 52 54 58 5.8 6 6.2 6.4 6.6 68 7 72 74 78 78 8 82 84 86 88

Sekil 4.10: 10 pg/kg spike kromatogrami (1: Marbofloksasin, 2: Norfloksasin, 3: Siprofloksasin, 4:
Danofloksasin, 5:Enrofloksasin, 6: Sarafloksasin, 7: Difloksasin, 8: Oksonilik asit, 9: Nalidiksik
asit 10: Flumekuin)
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X105 [+ESITIC MRM CID@"* (**-> **) KNL YUM BLK-1.d

‘ 2

26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.11: Blank numune kromatogrami (2: Norfloksasin)

x105 [+ESITIC MRM CID@™ (** -> **) KNL YUM MRKT 17.d
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26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.12: Market 17 kodlu pozitif numunenin kromatogrami (2: Norfloksasin, 3: Siprofloksasin,
5:Enrofloksasin)

x106 [+ESI TIC MRM CID@™ (** -> **) KNL YUM ORGNK 5.4

1.95
" 5

1.85

2 23

26 28 3 32 34 36 38 4 45 48 5 52 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88

62
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.13: Organik 5 kodlu pozitif numunenin kromatogrami (2: Norfloksasin, 3: Siprofloksasin,
5:Enrofloksasin)
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x106 [+ESI TIC MRM CID@" (** -> **) KNL YUM K32.

5.8-
- 5
5,,

:

26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88
Counts vs. Acqisition Time (i)

Sekil 4.14: Koy 32 kodlu pozitif numunenin kromatogrami (2: Norfloksasin, 3: Siprofloksasin,
5:Enrofloksasin)

x106 [+ESI TIC MRM CID@" (** -> **) KNL YUM PZR 12.d

14 5
135

13
125
12
115
11

26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88

62
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.15: Pazar 12 kodlu pozitif numunenin kromatogrami (2: Norfloksasin, 3: Siprofloksasin,
5:Enrofloksasin)
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5. TARTISMA

Yumurta anne siitiiyle birlikte en degerli protein kaynagidir. Bu sebeple
kahvalti basta olmak ilizere pek cok 0Ogiinde tiiketilen ve pek c¢ok gidanin
bilesimine giren yumurtanin saglikli bir sekilde elde edilmesi Onem arz
etmektedir. Hayvansal gidalardaki antibiyotik kalintilar1, son zamanlarda {izerinde
siklikla durulan konulardandir. Antibiyotik kalintilari, gida sanayinde kusurlu
iirlin olusumuna, alerjiye, barsak florasinin bozulmasina, direkt toksik etkilere ve
direngli bakterilerin olusmasina neden olmaktadir. Ancak yine de, giiniimiiz
kosullarinda hayvansal iiretimde antibiyotiklerden vazgecemeyecegimiz de
aciktir. Oyleyse bu ilaglarin yasal mevzuat cergevesinde kullanilmasinin
saglanmas1 gerekmektedir. Kinolonlarin kanatli eti, kirmiz1 et, balik ve siitte
belirli limitlerde bulunmasina izin verilmesine ragmen yumurtada bulunmasina
izin verilmemektedir. Ulkemizde pek ¢ok hayvansal gidada oldugu gibi
yumurtada da antibiyotik kalintilar1 AB ile uyumlu olan ulusal kalint1 izleme plani
dahilinde izlenmektedir. Bu ¢alisma daha yerel olmasi ve 4 farkli grup yumurtanin
calisilmasiyla bu plandan farklilik gostermektedir. Ayrica numunelerin halka
ulastig1 son nokta olan market, pazar ya da internetten satis yapilan sitelerden

temin edilmis olmas1 da 6nemlidir.

Sudan’in Khartoum eyaletinde, 2007-2008 yillarinda 335 kiimesten alinan
numunelerin mikrobiyal inhibisyon testleri sonucunda 203 kiimesten elde edilen
yumurtalarda antibiyotik kalintis1 tesbit edilmistir (Sirdar et al., 2012). Suudi
Arabistan’in  gliney eyaletlerinde HPLC ile yapilan tetrasiklin grubu
antibiyotiklerin taranmasi caligmasinda, yumurtalarin % 60’1nda antibiyotik
kalintis1 bulunmustur. % 14,4’linde azami kalint1 seviyesinin {istiinde kalinti
bulunmustur (Al-Ghamdi et al., 2000). Nonga ve arkadaslari 2009 yilinda
Tanzanya’nin Morogoro Belediyesi’nde ticari yumurtalarda antimikrobiyal kalinti
konusunda yaptiklar1 calismada Delvotest kiti ile 70 yumurtanin analizi
sonucunda yumurtalarin tamaminin antibiyotik kalintis1 yoniinden pozitif
oldugunu gostermistir. Nijerya’da disk difiizyon mikrobiyal inhibisyon
testiyle yapilan bir caligmada 200 yumurta analiz edilmis, % 1 oraninda
antimikrobiyal kalintist tesbit edilmistir (Kabir et al., 2004). Gliney Afrika’nin
Gauteng sehrinde yumurtalarda mikrobiyal inbisyon testi kullanilarak yapilan
caligmalar sonucunda yumurtalarin % 9,1 inde antimikrobiyal madde kalintisi
bulunmustur (Jambalang 2011). Trinidad’da ciftliklerden elde edilen yumurtalarin
% 6,5’inin, marketlerden elde edilen yumurtalarin % 16,1’inin, siipermarketlerden

elde edilenlerin ise % 15’inin antibiyotik kalintis1 igerdigi Charm II cihazi ile
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yapilan calismalarda gosterilmistir (Adesiyun et al., 2005). Nijerya’da 900
yumurtanin mikrobiyal inhibisyon testiyle incelenmesi sonucunda 32 yumurtanin
pozitif sonug¢ verdigi bildirilmistir. Pozitif 32 yumurtadan da 10 tanesinin
tetrasiklin yoniinden pozitif oldugu sonucuna varilmistir (Idowu et al., 2010).

Gana’nin Accra ve Kumasi isimli iki biliylik sehrinde yapilan ¢alismada 220
yumurta O6rnegi incelenmis, bunlardan 15 tanesinin (% 6.,8) pozitif oldugu
bildirilmistir (Donkor et al., 2010). Bu c¢aligmalar bizim c¢alismamizla
karsilagtirilamaz. Ciinkii bu caligmalar tarama testleri ile yapilmistir. Tarama
testlerinden elde edilen sonuclar kesin degildir ve hangi antibiyotik bilesiginin

bulundugu konusunda bir fikir vermez.

Kore Cumbhuriyeti’nin alt1 biiyiikk sehrinden toplanan 120 yumurta
numunesinin HPLC ile siproflokasin, danofloksasin, enrofloksasin ve norfloksasin
yoniinden analizi sonucunda 3 adet numunede enrofloksasin tesbit edilmistir (Cho
et al., 2007). Her ne kadar 4 adet bilesik ve HPLC’de ¢alisilmis ise de, daha
onceki yapilan calismalar arasinda bizim calismamamiza en yakin calisma bu
caligmadir. Calisilan numunelerin % 2,5’inde Enrofloksasin bulunmus, bu da

bizim sonuglarimiza ¢ok yakindir.

2010 yilir Avrupa Birligi kalinti izleme programi sonuglarina gore;
Litvanya’da analiz edilen 40 yumurta numunesinin 3’linde, Polonya’da 194
yumurta numunesinin 1’inde, Slovenya’da 57 yumurta numunesinin 1’inde
enrofloksasin tesbit edilmistir. Bu analizler sonucu toplam 11 yumurtanin Bl
grubu denilen antibiyotik bilesiklerini icerdigi tesbit edilmistir (Cizelge 5.1). Bu

11 numunenin bes tanesinin enrofloksasin i¢erdigi bildirilmistir (Anonin, 2010b).

Avrupa Birligi iilkelerinde 2011 yilinda yapilan kalint1 izleme ¢aligmalarina
gore Letonya’da 140 numunenin analizi sonucunda 1 numunenin, Polonya’da da
198 numuneden 1 numunenin Enrofloksasin kalintisi icerdigi tesbit edilmistir.
Belgika’da 65 numuneden 2’sinde bir diger kinolon grubu antibiyotik olan
flumekuin kalintis1 tesbit edilmistir. (Cizelge 5.2). 2011 yilinda Toplam 5 adet
antibiyotik kalintis1 iceren numunenin dort tanesini kinolon grubu antibiyotikler
olusturmaktadir. Geriye kalan bir numunede de tetrasiklin grubu iiyesi bir
antibiyotik olan doksisiklin kalintis1 bulunmustur (Anonim, 2011b).

Avrupa Birligi kalint1 izleme programi sonuglarina gére; 2010 ve 2011 yilt
toplaminda toplam 16 yumurta numunesinde antibiyotik kalintis1 bulunmustur.

Bunlardan 9 tanesinde kinolon kalintilar1 (7 Enrofloksasin, 2 flumekuin)
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bulunmustur. Bu rakamlar kinolonlarin yumurtaci tavuklarda ne kadar sik
kullanildigin1 gostermektedir. Kinolonlar ig¢erisinde de en ¢ok kullanilan bilesigin
enrofloksasin oldugu agikca goriilmektedir. Mevcut ¢alismada dort numunede
enrofloksasin tesbit edilmistir. Bu sonu¢ Avrupa Birligi sonuglari ile uyumludur.
Fakat bu calismada flumekuin tesbit edilmemistir.

Cizelge 5.1: 2010 yil1 Avrupa Birligi kalint1 izleme programi sonuglari (Anonim, 2010b)

Kategori | Kalint1 | Maddeler Ulke Analiz edilen | Analizler sonucu insan
grubu numune sayisi | tiikketimine uygun olmayan

numune sonuglari

N %
Yumurta | Bl Enrofloksasin Litvanya | 40 3 7,5
Yumurta | B1 Enrofloksasin Polonya 194 1 0,52
Yumurta | Bl Enrofloksasin Slovenya | 57 1 1,8
Yumurta | Bl Doksisiklin Italya 46 1 2,2
Yumurta | Bl Doksisiklin Polonya 194 1 0,52
Yumurta | Bl Doksisiklin Portekiz 142 2 1,4
Yumurta | Bl Siilfadiazin Ispanya 109 1 0,92
Yumurta | Bl Siilfadimetoksin | Fransa 204 1 0,49

Cizelge 5.2: 2011 yili Avrupa Birligi Kalinti izleme Sonuglart (Anonim, 2011b).

Kategori Kalinti | Maddeler Ulke Analiz Analizler sonucu insan
grubu edilen tiketimine  uygun  olmayan
numune numune sonuglari
say1st N %
Yumurta B1 Doksisiklin Polonya 198 1 0,5
Yumurta B1 Enrofloksasin | Letonya 140 1 0,7
Yumurta B1 Enrofloksasin | Polonya 198 1 0,5
Yumurta B1 Flumekuin Belgika 65 2 3,1

Litvanya’da 2010 yilinda 40 numunenin 3’tinde (% 7,5) enrofloksasin
kalintis1 bulunmustur. Bizim g¢alismamizda 102 numunenin 4 tanesinde (% 3.,9)
enrofloksasin tesbit edilmistir. Bu durumda Litvanya’da tesbit edilen antibiyotik
kalintili yumurta orani bizim ¢aligmamizda tesbit edilen orandan daha yiiksektir.
Fakat diger iilkelerde tesbit edilen kalintili yumurta orani bizim g¢alismamizla
tesbit edilen kalintili yumurta oranindan daha azdir. Sunulan c¢alismada,

orneklenen partiler arasinda markette satilan ¢iftlik yumurtalar1 ile organik
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yumurtalarda %35, pazarda satilan ¢iftlik yumurtalarinda %3,3, kdy yumurtalarinda
ise %3,1 oraninda bulunan enrofloksasin ve siprofloksasin kalintisinin, gruplara
gore ¢ok farkli olmadigr anlasilmaktadir. Ancak, kdy yumurtas: adiyla satilan

yumurtada enrofloksasin ve siprofloksasin kalintisinin bulunmasi sasirticidir.

Bu ilging durum iki sekilde gergeklesmis olabilir: Birincisi, bu yumurtalar
ger¢ekten kOy yumurtast degildir, daha fazla para kazanmak amaciyla entansif
olarak iiretilmis ve kdy yumurtas1 diye satilmistir. Ikinci olarak da, kdyliiler eksik
ve/veya yanlig bilgilerle tavuklarina, yumurtaci tavuklarda kullanilmasina izin

verilmeyen ilact uygulamis olabilirler.

20 organik yumurta numunesinden bir tanesinde enrofloksasin ve
siprofloksasin kalintisina rastlanilmistir. Tiiketicilerde organik iiretimde hicbir
sekilde kimyasal ilacin kullanilmayacagi algisi vardir. Ancak dogal tedavi
yontemlerinin basarili olmadigi durumlarda, hayvanlarin ac1 ¢ekmesinin
onlenmesi i¢in, yetkili kurumun izniyle ve gerekli kayitlar tutularak antibiyotik
kullanilabilir. Ancak yasam siiresi 1 yildan fazla olan hayvanlar i¢in 3 defay:
gecemez. Gegerse hayvanlar gecis siirecine alinir. Bu siirede elde edilen {iriinler
organik {iriin olarak satilamaz (Anonim, 2010a). Bu ¢alismada calisilan organik
yumurtada hem yumurtaci tavuklar i¢in ruhsatlandirilmamais ilag kullanilmis, hem

de ila¢ kalint1 arinma stiresi beklenilmemistir.

Kalint1 igeren yumurtalarin tamaminda enrofloksasin ve siprofloksasin
bilesiklerine ait kalintilara rastlanmistir. Bu 2 bilesigin ayn1 numunelerde
bulunmasinin nedeni siprofloksasinin enrofloksasinin metaboliti olmasindandir.
Bu yumurtalarin elde edildigi tavuklara enrofloksasin antibiyotigi uygulanmus,
enrofloksasin ise tavuk viicudunda siprofloksasin ve baska metobolitlere

donlismiistiir.

Yumurtalarda enrofloksasin kalintilarinin  bulunmasi, enrofloksasinin
yumurtalardan atilim siiresinin uzun olmasindan kaynaklanabilir. Yumurtaci
tavuklarda kullanilmasina izin verilen maddeler i¢in gerekli bekleme siireleri o
ilacin prospektiisinde yer alir. Ancak enrofloksasinin yumurtact tavuklarda
kullanilmasma izin verilmediginden atilim siiresinin ne kadar oldugu
belirtilmemekte ve ilacin yumurtact tavuklarda kullanilmamasi1 konusunda
uyarilar bulunmaktadir. Ancak bir ilacin diger ilaglardan daha iyi tedavi edici
ozelliginin bulunmasi ve hayvanlarin yasaminin bu ilacin kullanilmasina bagh

oldugu durumlarda ruhsatlandirilmamis olan ila¢ kullanilabilmektir (yasakli
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maddeler hari¢). Ancak bu durumda ilacin atilim siiresinin iyi hesaplanmasi
gerekmektedir. Benzer sekilde yumurta iireticileri enrofloksasini hastaliklara karsi
etkili olmasi1 sebebiyle kullanmakta ve ila¢ kalintilarinin tamamen atilmasin
beklemeden elde edilen {iriinleri piyasaya siirmektedir. Yapilan g¢alismalarda
yumurtanin enrofloksasinden armmma siiresinin 4 ila 18 giin arasinda degistigi

gorilmektedir.

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi hayvansal gidalardaki kalintilar ile
miicadele etmektedir. Ulkemizde bu konuda ilerlemeler olmus, bazi AB
iilkelerinden daha iyi duruma gelinmistir. Ureticilerin bilin¢lendirilmesi ve
denetimlerin artirllmasiyla kalintt sorununun gelecek yillarda c¢oziilecegi

diistiniilmektedir.
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6. ONERILER

Ureticiler, ila¢ kalintilar1 konusunda bilinglendirilmelidir. Ureticiler,
kullandiklar1 ilaglarin hayvansal {riinlere gectigi, Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’nin bu iirlinlerden numune alip laboratuarlara gonderdigi, bu ilaglarin
laboratuarlarca tesbit edilebildigi ve kalintt bulunan {iriinleri {iretenlere cezalar

verildigi konularinda bilinglendirilmelidirler.

Ureticiler ruhsath ilaglari ruhsat verildigi hayvan tiirii ve yetistirilme
amacina uygun olarak kullanmalidir. Ciinkii ruhsatsiz ilaglarin, ilag¢ kalint1 arinma
stirelerini bilmek giictiir. Ayrica gelisen analiz teknikleri sayesinde ¢ok kiigiik
miktardaki kalintilar tesbit edilebilmekte, ruhsatsiz ilaclar i¢in maksimum kalinti
limiti olmadigindan, ¢ok diisiik miktardaki kalintilar dahi ceza sebebi olmaktadir.
Bunun i¢in en iyi ¢dziim yumurtaci tavuklar i¢in ruhsatlandirilmis antibiyotikleri

kullanmaktir.

Ilag uygulanan hayvanlardan iiriin elde etmek icin ilag kalmti atilim

surelerinin bitmesi beklenmelidir.

Giliniimiizde internet aligverigleri yayginlastigindan, gida {iriinleri satan

internet siteleri daha siki denetlenmelidir.
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