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ONSOz

Gulnumuzde dinyada ve Ulkemizde halk sagligi ve gida givenligi alaninda olusan
biling sit kalitesi icin olan ilgiyi de arttirmistir. SGt icermis oldugu hayvansal protein,
yag, laktoz, vitamin ve mineraller ile vicut fonksiyonlarini dizenlemekte, kemiklerin
gelisimine yardimci olmaktadir.

Dinya nifusunun artmasiyla beraber st ihtiyacida buna paralel olarak artmistir. Bu
nedenle daha az maliyetle daha fazla verimli sit dretimi énem kazanmistir.
Antibiyotikler giftlik hayvanlarinin bayumelerini ve verimlerini artirmak amaciyla
genis capta kullaniimaktadir. Tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolidler, stlfonamidler,
nitrofuan, nitroimidazol, polimiksin, B-laktam, kinolon ve makrosiklik grubu ilaglar bu
amagla en fazla kullanilan ilaglardir. Ancak bu ilaglarin uygun olamayan sekillerde
ve vyasal olmayan miktarlarda kullanimlari st ve sut Unlerinde kalinti
olusturmaktadir. Antibiyotik kalintisi insanlarda alerjik reaksiyonlara ve tehlikeli
saglik problemlerine yol agcmaktadir. Ayni zamanda antibiyotik kalintilari fermente
gidalarin kalitesinin dismesine neden olmaktadir. Bu nedenle insanlarin tiketmis
oldugu sitin kalitesini ve guvenilirligini kontrol etmek igin antibiyotik kalintilarinin
izlenmesi gerekmektedir. Gida glvenliginin saglanmasi ve halk sagliginin
korunmasi amaciyla, bekleme surelerine dikkat edilmeli, tuketime hazir sut ve sut
Urunlerinde bulunabilecek en yiksek kalinti miktarlarinin (MRL) asiimasina izin
verilmemelidir. Dizenlenmis bu seviyelerin altindaki tim antibiyotik kalintilarini tespit
etmek igin spesifik, hassas, guvenilir bir analiz ydntemi secilmelidir. Bu tez ¢calismasi
istanbul piyasasinda satimakta olan UHT, pastérize ve ¢ig sitlerde bazi
antibiyotiklerin kalinti varligini ve miktarlarini saptamak; icme sitlerinin antibiyotik
kalinti varhginin halk saghgi agisindan bir risk olugturup olusturmadigini belirlemek
amaciyla gercgeklestirilmistir.

Tez calismamin segilmesi ve yurGtilmesi esnasinda yardimlarini esirgemeyen
danigsman hocam sayin Prof.Dr Kamil Bostan ve Enstiti Mudirimuz Prof.Dr. Haydar
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ISTANBUL’DA SATISA SUNULAN iCME
SU'I:LERINDE_ ANTIBIYOTIK KALINTI
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Hayvanlarda tedavi edici, semirtici ve benzeri amaglarla kullanilan antibiyotikler bu
hayvanlardan elde edilen gidalarda kalinti birakabilmektedir. Boyle gidalarin insanlar
tarafindan tlketimi ise ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Cig sut,
antibiyotik kalintisi icermesi en muhtemel gidalarin baginda gelmektedir.

Bu calisma istabulda satisa sunulan igme siti 6rneklerinde tetrasiklin ve
sulfonamid grubu antibiyotiklerinden Doksisiklin (DC), Oksitetrasiklin (OTC),
Tetrasiklin (TC), Klortetrasiklin (CTC), Sulfatiazol (ST), Sulfakinoksalin (SQX),
Silfapiridin(SP),Sulfametoksazol(SMX),Sllfamerazin(SMZ),Silfadoksin(SDX),Silfa
dimetoksin (SDM),Sllfadiazin(SD),Sulfakloropridazin (SCP),Sulfamethazin (SMT),
kalinti dtizeylerini belirlermek amaciyla gerceklestiriimistir.

Bu amagla, bir yillik bir dénem iginde c¢esitli satis noktalarinda 26 adet ¢i§ sit ve
farkh firmalara ait 30 adet pastorize sut, 93 adet UHT st olmak Uizere toplam 149
adet 6rnek toplanmis ve laboratuvarda en son teknolojilerden biri olan LC-MS/MS
yontemi kullanilarak analiz edilmigtir.

incelenen ¢ig sitlerin 16’sinda antibiyotik kalintisi saptanmis; birer drnekte SMX,
SQX, SDX; oniki 6rnekte TC, ondort 6rnekte OTC, alti 6rnekte DC, alti drnekte CTC
tespit edilmis, diger antibiyotiklere rastlanmamistir. Pastdrize sut érneklerinin 14
tanesinde antibiyotik kalintisi tespit edilmig, bunlarin 14 tanesinde OTC, 4’lUnde
SDX, ikiser adedinde SMT, SQX ve CTC, birisinde SDM kalintisi gézlemlenmistir.
UHT sut orneklerinin 30'unda antibiyotik kalintisina rastlanmis; 13’iinde SMT,
9’unda SD, 5'inde SDM ve CTC, 4’Unde SDX, 3’iinde OTC, 2’sinde SMX ve TC,
1'inde SQX tespit edilmistir. Cig sutlerde ayni érnekte en fazla 4, pastorize sutlerde
5, UHT sitlerde 4 antibiyotik kalintisi saptanmistir. Butlin sit 6rneklerinde en ¢ok
rastlanan antibiyotik OTC olup en yiksek dizeyi 11.19 pg/kg olarak belirlenmigtir.
Tdm sut orneklerinde en yuksek miktar 13,76 pg/kg ile DC igin saptanmistir. Cig
sutler daha az tirde antibiyotik kalintisi ihtiva etmesine ragmen saptanan kalintilarin
konsantrasyonlari diger sutlerdeki konsantrasyonlardan yiksek bulunmustur.

Yapilan analizler neticesinde istanbul’da satisa sunulan siitlerin yaklasik olarak
yarisinin tetrasiklin ve sllfonamid grubu antibiyotik igerdigi, ancak higbirisindeki
antibiyotik seviyesinin yasal limit olan 100 pg/kg 1 ge¢medigi tespit edilmigtir.

Elde edilen bulgular incelenen dOrneklerin yasal agidan bir sorun olusturmadigi
gostermektedir. Bu durum i¢cme sutu dreticilerinin piyasaya sunduklari drunlerin
antibiyotik igerigi konusunda hassasiyet goOsterdiklerine igaret etmektedir. Diger
taraftan yasal limitler dahilinde olmakla birlikte sdtlerin yariya yakin kisminin
antibiyotik icermesi, Ozellikle ¢i§ sltlerde saptanan degerlerin nispeten ylksek
olmasi antibiyotik verilmis hayvanlardan gerekli arinma suresi dolmadan elde edilen
sutlerin tiketime verildigi sekilde degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, Siilfonamidler, Tetrasiklinler, Kalinti
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A STUDY ON SALES LEVELS IN DRINKING MILK IN ISTANBUL
ANTIBIOTIC RESIDUES

ABSTRACT

Antibiotics which are used in animals for treating, battening and similar purposes
may leave residues in foods derived from these animals. The human consumption of
such foods can cause serious health problems. Raw milk is one of the foods most
likely to contain residues of antibiotics.

The scope of this study is to determine possible residues of tetracycline and
sulfonamide group antibiotics Doxycycline (DC), oxytetracycline (OTC), tetracycline
(TC), chlortetracycline (CTC), sulfathiazole (ST), sulfaquinoxaline (SQX)
sulphapyridine (SP), sulfamethoxazole (SMZ), sulfamerazine (SMZ), sulfadoxine
(SDX) sulphadimethoxine (SDM), sulfadiazine (SD), sulfachloropyridazine (SCP),
Sulfamethazin (SMT) in drinking milk samples collected from in Istanbul.

For this purpose, 26 samples of raw milk, 30 samples of pasteurized milk belonging
to different companies, 93 samples of UHT-treated milk, 149 samples in total, were
collected within a year from various sales points. All were analyzed via LC-MS /MS
in laboratory.

Antibiotic residues have been detected in 16 out of analized raw samples, SMX,
SQX, SDX in one sample, TC in 12 samples, OTC in 14 samples, DC in 6 samples,
CTC in 6 samples, were detected. Other antibiotics residues were not observed.
Antibiotic residues were detetected in 14 of pasteurized milk samples including OTC
residue in all samples, SDX residue in 4 samples, SMT, SQX and CTC residues
each in 2 samples and SDM residue in one sample. Antibiotic residues were
detetected in 30 samples of UHT-treated milk, SMT residue in 14, SD residue in 9,
SDM residue in 5, SDX and CTC residues in 4, OTC residue in 4, SMX and TC
residues in 2, SQX residue in one sample. The highest number of antibiotic residues
which were detected in the same sample for raw milk, pasteurized milk and UHT-
treated milk specimens were 4,5 and 4 respectively. The most common residue
detected within all samples was the residue of OTC with a highest concentration of
11.19 pg/kg. The highest concentartion among all the samples was detected as
13,76 pg/kg which belonged to DC residue. Although less type of antibiotic residues
were present in raw milk samples, the concentration of the residues were observed
to be higher compared to other type of samples.

According to our analysis, aproximately half of the milk which were sold in Istanbul
region contains tetracycline and sulfonamide group of antibiotic, however none of
them are above 100ug/kg, which is the legally allowed upper limit.

Our findings showed that analyzed samples were complying legal obligations. This
indicates, drinking milk producers are showing sensitivity about the antibiotic residue
content of their products introduced to the market. From another persipective,
almost half of the milk samples contains antibiotic residue within legal limits.
Especially with antibiotic residue inclusion of almost half of the milk, especially
considered as given to consumption required purification time obtained before the
milk from the given antibiotics to be relatively high animal values detected in raw
milk.

Keywords: LC-MS/MS, Sulfoamids, Tetracylines, Residue
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1.GIRIS

Gunluk yasamimizda 6nemli bir yeri bulunun sit, yeterli ve dengeli beslenme igin
gerekli olan hayvansal kaynakli protein, yag, laktoz ile vitamin ve mineral maddeleri
tam ve yeterli oranda igerir. Sut, besin degeri ylksek olmasiyla birlikte, vicut
fonksiyonlarini diizenleyen, gelismesini saglayan, kemik ve dis olusumunda énemili

yeri olan bir gida maddesidir (Simsek ve dig., 2005).

Son yillarda gida guvenligi ve halk saghgi konularinda toplumda olusan biling sut
kalitesine olan ilgiyi arttirmigtir. (Schaik ve dig., 2002). Bu nedenle st endustrisinde
sut icindeki maddelerin bilesim tayinleri, ilag veya herhangi bir kimyasal madde

kalinti tayinleri buydk énem tasimaktadir.

Sit hayvanciliginda etiket yonergeleri takip ediimeden ve hastalik kontroliinde
gereksiz sik sik antibiyotik kullanimi, sutteki veteriner ilag kalintilarinin énemli
kaynaklaridir. Bu ilag kalintilarinin varligi klGg¢lik miktarlara bakilmaksizin, asiri
hassas kisilerde alerjik reaksiyonlar gibi yan etkileri ya da kanserojen gibi diger uzun
vadeli saglik sorunlarini tetikleyebilir. Bu antibiyotik atiklarina uzun stre maruz
kalmak, ilaca karsi direngli bakterilerin artisina da sebep olmaktadir. Bu nedenle
insanlarin tukettigi sutin guavenligini kontrol etmek icin antibiyotik kalintilarinin
izlenmesi ¢ok 6nemlidir. Dizenlenmis seviyelerin altindaki tim ila¢ kalintilarini
algilamada, etkili izieme programinin spesifik, hassas ve glvenilir bir analiz yéntemi

olmasi gereklidir.

Gidalarda antibiyotik kalintilarinin  belirlenmesinde ge¢mis vyillarda c¢esitli
tekniklerinden yararlaniimistir. Sulfonamidler, tetrasiklinler, B-laktam, makrolidler,
amfenikol, streptomisin ve amino-glikozidlerin tespit edilmesinde Charm Il testi
yaygin olarak kullaniimistir (Bogdanov, 2003; Morlot ve Beaune, 2003). Tetrasensor
(unisensor) metodu ile ballarda bulunan tetrasiklin kalintilari hizli bir sekilde tespit
edilebilmigtir (Reybroeck ve dig., 2007). Wang ve dig. (2009), aminoglikozid
grubunda olan neomisinin domuz eti, tavuk eti, yumurta, balik ve bobrekte biraktigi
kahntilari izlemede ELISA analizinden, dogrulamada HPLC’den faydalanmislardir.
HPLC yontemi yaygin olarak kullaniimigtir.  Bunun yani sira LC-UV teknigi ve
kapillar elektroforez (CE) uygulamalari gibi yontemler de kullanilabilmektedir (Blasco
ve dig., 2009 ;Yibar ve Soyutemiz, 2013).



Cesitli gida maddelerinde antibiyotik kalinti analizleri icin HPLC-UV Horne ve dig.
(1996), LC-MS McCracken ve Kennedy (1997) ve LC-MS/MS Leitner ve dig.,
(2001); Khong ve dig. (2004); Yibar ve dig. (2012) gibi birka¢ metot da
kullaniimaktadir. En son teknolojilerden biri olan LC-MS/MS yoéntemi, diger
methodlara gbre daha spesifik, guvenilir ve hassas bir yéntem olup hem kantitatif
hemde kalitatif sonu¢ verebilmekte ayrica istenilen maksimum kalinti limitlerinin ¢ok

¢ok altinda kalintiyi tespit edebilmektedir.

Bircok Ulkede ve ulkemizde antibiyotikler diger mikroorganizmalarin gelisimini
engellemek veya 6ldirmek, farkli antimikrobiyal, antibiyotik ve sllfonamid benzeri
kemoterapoétik ajanlar hayvan hastaliklarinin dnlenmesi, hayvanlarin gelisimini
desteklemek, yemlerin yararlarini arttirmak amaciyla kullaniimaktadir (Velioglu,
2006; Alkan, 2007).Hastaliklari iyilestirmek amaciyla gesitli sit veren hayvanlara
uygulanan antibiyotikler hayvanin sit kanallarina gecer. Bu antibiyotiklerin bir kismi
dokular tarafindan tutulurken, buyuk bir kismi sitle disari ¢ikar. Sitte bulunan
antibiyotik kalintilari insan saghgi acgisindan ciddi sorunlar olusturmaktadir. Bazi
antibiyotik kalintilari gesitli allerjik reaksiyonlara neden olmakta, bu allerjik etkiler
¢esitli organlara hasara ve allejiye karsi olusan soktan élime kadar degisik etkileri
olan zehirlenmelere yol agabilmektedir(Bakirci ve Akyuz, 1996; Yaygin,1999).
Ayrica sut ve sit Urunlerinden alinan antibiyotiklerin vicutta birikmesi bazi
antibiyotik suslarinin bu antibiyotige karsi diren¢ meydana getirmekte, bu durum
antibiyotiklerin insan saghdindaki tedavisindeki etkinliginin azalmasina neden
olmaktadir (Uysal ve dig.,1995).

Bu calismada sitte bulunan antibiyotik kalintilarinin insan sagligi agisindan ciddi
sorunlar olusturabilecedi g6z éniinde bulundurularak, Istanbul piyasasinda cesitli
marketlerde satisa sununlan UHT, pastorize suitler ile gesitli mahalelerde satilan ¢ig
sut 6rneklerinde sulfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerin kalintilari aranmistir.
Suat érnekleri ileri analiz teknigi olan LC-MS/MS ydntemiyle analiz edilmis, Turk Gida

Kodeksi ve Avrupa Birligi Mevzuatr’daki maksimum kalinti limitleri dikkate alinmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siitiin Tanimi ve Ozellikleri

Siat, kendine 6zglu tad, koku ve kivamda sarimsi beyaz renkli olan, disi memeli
hayvanlarin meme bezlerinden salgilanan, hemen hemen tum besin 6gelerini yeterli
ve dengeli bir sekilde bunyesinde bulunduran gida maddesidir. Yeni dogmus bir
bebegin en eksiksiz besini sut oldugu gibi hasta bir insanin ilk besini yine st veya

sutten yapilmis maddelerdir. SGtlin kimyasal bilesimi Cizelge 2.1 de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1 :Siitln Enerji ve Besin Degerleri (100 g) (Unal ve Besler, 2008)

Bilesen Yagh Az yagh Yagsiz
Su (g) 87.9 89.2 90.8
Enerji (kcal) 61 50 35
Protein (g) 3.3 3.3 3.4
Yag (g) 3.3 1.9 0.2
Karbonhidrat (g) 4.7 4.8 4.9
Kul (g) 0.7 0.7 0.8
Kalsiyum (mg) 119 122 123
Demir (mg) 0.1 0.1 0
Fosfor (mg) 93 95 101
Potasyum (mg) 152 154 166
Sodyum (mg) 49 50 52
Vit.A ve Karoten (IU) 126 205 204
Tiamin (mg) 0.04 0.04 0.04
Riboflavin (mg) 0.16 0.17 0.14
Niasin (mg) 0.1 0.1 0.1
Vit. C (mg) 1 1 1




Satun  proteinlerinin - vicutta bilinen blUyimeye ve gelismeye katkisi, doku
farklilagsmalarindaki etkinliginin yani sira; kalsiyum emilimi ve immun fonksiyonlar
uzerine olumlu etkilerininin oldugu, kan basincini ve kanser riskini azaltigi, vicut
agirhginin - kontrolinde etkin oldugu, dis c¢uruklerine kargi koruyucu oldugu

bilinmektedir.

Yilksek kalitede protein igeren inek sitiiniin ortalama %3-3.5’i proteindir. inek siiti
proteini; kazein, whey proteinleri basta olmak lizere enzimler ve az miktarda nitrojen
iceren protein olmayan bilesiklerden olusan heterojen bir karisimdir. Toplam
proteinin yaklagik % 80 kazein (% 8’inorganik maddeler , %92 ‘si protetindir), %20’si
ise whey proteininden olusmaktadir. Léysin, izoldysin, valin, metiyonin, fenilalanin,
treonin, triptofan, lizin gibi elzem amino asit icerigi ylksek olan sut proteini, kaliteli
protein  olarak kabul edilmekte ve besinlerdeki protein  kalitesinin
degerlendiriimesinde standart referans olarak kullaniimaktadir (Unal ve Besler,
2008).

Laktoz, dogada sadece sitte bulunur ve sitin tek karbonhidratidir. Probiyotik
Ozellikte bulunan tek sekerdir. Laktoz buglin sit teknolojisi gelismis Ulkelerde peynir
alt suyundan elde edilmektedir. Laktoz, glikoz ile mukayese edildiginde, daha az
tatli, daha dusik osmotik basinca ve daha yavag absorbsiyon hizina sahip oldugu

go6rilmustar (Tarakgl ve Kigukdner, 2005).

Dogada sadece sutte bulunan laktozun insan beslenmesindeki yararlari asagidaki

sekilde dzetlenebilir (Unal ve Besler, 2008).

o Eneriji verir,

¢ Yapida yer alan galaktoz beyin-sinir dokularinin gelisiminde aktiftir.

e Bagirsaklarda istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engeller ve tipik
barsak florasini gelistirici etki yapar.

e Vicudun kalsiyum ve fosfordan daha iyi yararlanmasini saglar. Bu nedenle

kemik ve dis olusumunda, bebeklerin beslenmesinde 6nemli rol oynar.

Sit ile birlikte alinan laktozun bagirsaklardan emilmesi igin laktaz enzimi tarafindan
parcalanmasi gerekmektedir. Laktaz ince bagirsak yiizeyinde bulunmaktadir. ince
bagirsakta yeterli seviyelerde laktaz enzimi Uretiimediginde laktaz enzimi yetersizligi
sebebiyle, laktoz intoleransi ortaya ¢ikmaktadir. Laktoz intoleransinin belirtileri, asiri
gaz, bulanti ve sulu ishaldir. Laktoz intoleransi gdsteren kisilerin sut yerine fermente

sut drtnlerini tiketmeleri énerilmektedir (Gursoy ve dig.,2005).

Satun 6nemli bilesenlerinden birisi olan yag ise enerji kaynagidir. Yagda eriyen

vitaminlerin (A, D, E, K) iletimini ve laktozun en iyi sekilde kullanimini saglar.
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Sut yagindaki fosfolipitler, beyin ve sinir hiicrelerinin hayati 6nem tasiyan kisimlarini
olusturur. Sut yagi, vicut igin gerekli olan doymamis yag asitlerini blnyesinde
bulundurmasindan dolay beslenmede énemli fonksiyonlari bulunmaktadir (Unal ve
Besler, 2008).

Sdtun yapisinda insan sagligi i¢in dnemli olan hemen hemen tum vitaminler yer
almaktadir. Yagda eriyen vitaminler st yagi ile iligkili olarak sitte bulunmaktadir.
St yagina sarimsi rengi veren icerisindeki karotenoidler ve floresan rengini veren
riboflavindir. Sit yaginin miktari azaldikgca yagda eriyen vitamin miktari da

azalmaktadir.

Tarkiye de acik sutler ile ilgili yapilan bir arastirmada, vitamin degerlerinin
beklenenden disuk oldugu belirlenmistir. On dakikalik kaynatmanin tiamin,
riboflavin, niasin, B12 ve folik asit vitaminlerinde kayiplara neden oldugu
bilinmektedir. Bunu o6nlemek icin kaynama suresinin azaltiimasi gerekmektedir.
Fakat bu sure; sit icerisindeki hastalik yapabilecek mikroorganizmalarinin yok
edilmesi igin yeterli olayacaktir. Bu nedenle ilgili kurum ve kuruluslarin éngérdugu
Uzere; aclkta kontrolsiz olarak satilan sitlerin hicbir kosulda tiketiimemesi

gerekmektedir (Unal ve Besler, 2008).

Siat kalsiyum, fosfor, magnezyum, potasyum, ¢inko, gibi mineraller igin iyi bir
kaynaktir. Ancak demir igerigi ve demir biyoyararliidi agisindan diistktir (Unal ve
Besler, 2008).

2.2. Gig Siitiin islenmesi

Son yillarda Ozellikle dinya nifusunun artmasiyla beraber gidalarin uzun sure
kullanilmasi ve artan talebi karsilamasi amaciyla gidalara cgesitli islemler
uygulanmaktadir. Siit de bu gidalardan biridir. islenmis icme siitleri, fabrikalarda
suzllme, yabanci maddelerden temizlenme, istenmeyen kokularin alinmasi
(deoderizasyon), standardizasyon ve homojenizasyon iglemlerinden gecgmektedir
(Walstra, 1999; Valero ve dig., 2001).

Piyasada pastorize ve uzun omurli olmak Uzere iki farklh islenmis sut tarl

bulunmaktadir.

Cig sitiin, 100°C ‘nin altinda patojenlerin tamamini &ldirecek, toplam bakteri
sayisinda yaklasik %95-99,5 oraninda inhibisyon saglayacak sirede isil isleme
tutulmasi pastérizasyon olarak tanimlanir. Bu islemde hedef mikroorganizma

Coxiella burnetti bakterisini yok etmektir.



Bu mikroorganizma sicakliga en dayanikli organizmadir. Pastorize sitler, dogal ve
biyolojik 06zelliklerine zarar vermeden patojen bakterilerin tamami ve diger
bakterilerin blyuk bir cogunlugu yok edilip sodutma islemi uygulanarak dayanikhhgi
arttirlmis satlerdir. Sojukta muhafaza edilmek sartiyla saklanma sireleri iki gindar
(Altun ve dig., 2002; Metin, 2012).

Uzun émurll satler, tuketici tarafindan kutu, sterilize ve UHT olarak bilinmektedir.
Teknolojik olarak bu islemin 135-150°C’de 2-6 saniye tutularak siitiin bozulmasina
sebep olan ve hastalik yapan etkenlerin timu elemine edilerek elde edilen bir icme
sttt cesididir (Uglincti, 2005). UHT islemi, sitiin tamamen hijyenik bir ortamdan
saglkh bir sekilde tuketicilere ulagsmasini ve evlerde korunmasini saglar. UHT iglemi
sonucunda yagin, laktozun ve tuz minerallerinin besleyici 6zelliginde bir degisme
olmaz, ancak proteinlerin ve vitaminlerin besleyici dederinde marjinal degisimler
meydana gelir. Sutin igerdigi proteinlerin %80’i kazeindir ve kazein Gzerinde UHT
isleminin higbir etkisi yoktur. Geri kalan %20 oranindaki protein ise, kesilmis sut
suyu proteini, baska bir deyisle serum proteinlerdir. Ancak serum proteinlerinin
dogal yapisindaki kayip, proteinin fiziksel durumunda meydana gelir; yani suda
¢ozunurlik 6zelligini kaybeder. Bu ise, besin dederinden bir kayip anlamina gelmez,

tersine sindirimi kolaylastirir (Altun ve dig., 2002).

UHT s6zcigu ultra-heat treatment (ultra 1s1 iglemi) veya ultra high temparature (ultra
yuksek sicaklik) anlamina gelmektedir. Modern bir UHT tesisinde, sit, kapali bir
sistemde dolagsarak 6n Isitma, yuksek 1sI iglemi, homojenizasyon, sogutma ve
aseptik olarak paketlenme asamalarindan geger. Kapali sistemde pompalanan st
ilk olarak 80°C’lik 6n 1sitma asamasindan gegirilir. Daha sonra 2 ile 6 saniye slre
dogrudan buhar enjeksiyon yontemi ile 135-150 °C de isitilir. Hizla oda sicakhdina
sogutulan sut, her tarll dig etkiye kapali sistemlerde dolumu gerceklestirilerek hicbir
katki maddesi kullanilmadan aseptik olarak paketlenir. Teknolojisi geregi soduk
zincire gerek kalmadan 4 ay kadar bozulmadan muhafaza edilebilir (Altun ve dig.,
2002).

2.3. Sutte Saghga Zararl Etken ve Maddeler

Bir ¢ok yerel st ciftliklerindeki kotl hijyen kosullari nedeniyle, ineklerin memelerinde
ulser ve yaralar olugmaktadir. Bu durum sigir mastitisi olarak bilinmektedir. Mastitis
Onleme ydntemlerinin en dnemlilerinden biri memeleri dezenfekte etmektir. Meme
hijyeni, memede Onemli miktardaki mikroorganizmanin var oldugu Kirleri

uzaklastirmak igin, memenin sagimdan dnce 6n temizligiyle baslar.



Daha sonraki agama olan memenin gergek dezenfeksiyonu, memenin dezenfektan
¢ozeltisine daldirimasiyla veya bu ¢ozeltinin  paskurtilmesi yolu ile yerine
getirilmektedir.

Bu yolla meme yizeyindeki mikrobiyal flora azaltiimakta ve dolayisi ile surU igindeki
bulasma orani da dusmektedir. Veterinerlikte ve ciftliklerde yaygin olarak kabul
gbérmas sinirli sayida meme basi ve deri dezenfektanlari bulunmaktadir. Bu yolla
meme yluzeyindeki mikrobiyal flora azaltiimakta ve dolayisi ile slru igindeki bulasma
orani da diusmektedir. Veterinerlikte ve ciftliklerde yaygin olarak kabul gérmus sinirl
sayida meme basi ve deri dezenfektanlari bulunmaktadir (Karagézli ve Karagdézl,
2004). Deterjan ve dezenfektanlarin Urlinlere bulagsmasinin asil sebebi yetersiz
drenaj kosullari, son durulamanin vyeterli olarak saglanamamasi ve deterjan,
dezenfektan kalintilarinin ekipman ylzeylerinde bulunmasi neden olmaktadir.
Ornegin iyodofor c¢dzeltilerinin biinyesindeki iyot 6zellikle lastik conta benzeri
aksamlar tarafindan absorbe edilmekte ve daha sonra lastik ylizeylerle temas eden
sicak sut iyot bilesiklerini cdzmekte ve sute iyot bilesikleri bulasmaktadir. Sit ve st
mamullerindei deterjan ve dezenfektanlarin miktarlari 2 ppm’den daha az oldugu
belirtiimistir. Bazen daha yilksek miktarlarina da rastlanabildigi c¢alismalarla
kanittanmistir (Maris, 1998). Sagim 6ncesi, sagim sirasinda kullanilan meme basi
ve deri dezenfektanlari sagim sirasinda dezenfekte edilen meme suyla galkalansa
bile sutte kalinti nedeni olabilmektedir. Sutteki iyot varligi esas olarak hayvan
yemlerinden ve hayvanlarin iyot igeren ilaclarla tedavisinden kaynaklanmaktadir.
Memenin daldirma yontemi ile dezenfeksiyonunda iyodofor bilegikleri ile dezenfekte
edildigi veya sagim makinalarinin iyodoforlar ile muamelesi neticesinde gézenekli
yuzeyler tarafindan iyodofor bilesenlerinin absorbsiyonu sutteki dezenfektan
kaynakli bulasmanin kaynagini olusturmaktadir. S6z konusu bu bulagma sutteki iyot
konsantrasyonunun 20-50 g/l arttirdigi sdylenmistir (Hemling ve dig., 2004).
Arastirmalarda bulunan dezenfektan madde kalintilarinin miktarlari genellikle 2
ppm’den daha azdir. Bu duzey toksik ya da oldurici doz olarak belirtilen 0.5-3.0
g/I'nin oldukga altinda bulunmaktadir. Bu nedenle sit veya sit Urdnlerinin tiketimi
insanlar icin genellikle zehirlenme riski tagimamaktadir. Ancak yine de s6z konusu
maddeleri dlsuUk seviyelerde igeren sutlerin tiketiminin uzun dénemde etkisinin ne

olacagi tam olarak bilinmemektedir (Karag6zli ve KaragdzIl, 2004).



Genellikle antibiyotikler mastitis tedavisi ve kontroliin saglanmasi amaciyla
kullanilmaktadir (Mitchell ve dig., 1998; Suhren ve Beukers, 1998). Suitteki
antibiyotik kalintisi, antibiyotikler ile tedavi gerektiren ve sit sigirlarinda en cok
gbrilen mastitis hastaliginin  tedavisinde ¢ogu udlkede kullanilan penisilin,
tetrasiklinler, sulfonamideler, kloramfenikol gibi kimyasallarin site gegmesi ile ortaya
¢ikar. Bu sekilde antibiyotik iceren sitler, st teknolojisinde bazi mamullerin yapimi

esnasinda problemlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Ayrica bu maddeler, hayvanlarin etinde ve sutinde biraktiklari kalintilarla halk
saghgina zarar verdikleri gibi ekonomik yénden de kayiplara neden olmaktadirlar.
Ozellikle son yillarda siitte antibiyotik mevcudiyeti, kalinti testlerinin diizenli sekilde
gerceklertirildigi tlkelerde dikkati cekecek miktarlada azaldigr géralmustar (Guley ve
Akbulut, 2000).

Antibiyotiklerin slte ge¢cme oranlarini etkileyen bazi faktorler vardir. Bunlari

asagidaki 6zetlenmektedir (Bakirci ve Akylz, 1996).

e ilag uygulamadan sonra 6énerilen bekleme siirelerine uyulmamasi

e llagl yemlerin fazla miktarda ve sikga kullaniimasi

e Yanlis, asiri dozada ve amag disi ilag kullanimi

e Onceden antibiyotik kalintisi ile kontamine olmus sit alet ve ekipmanlarin

kullanimi

2.4. Antibiyotikler

2.4.1. Antibiyotiklerin tanimi ve etki mekanizmasi

Antibiyotik, bakterileri inhibe eden veya o6lduiren dogal olarak bulunan maddedir.
GUnUmuzde antibiyotiklerin gogunun sentetik ya da semisentetik yontemlerle elde
edilmesi mumkin oldugundan, antibiyotik terimi tedavide kullanilan kemoterapotik
ve antibiyotik niteligindeki maddeler icin genel bir ad olarak kullanilir. Antibiyotiklerin
infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullaniimasi 17. yGzyildan itibaren baslamigtir.
Bu tir tedavilerin bilimsel bir temele oturmasi, bu ylUzyilin basinda Paul Ehrlich’in
“segici toksik etki” kavramini ortaya atmasi ile olmustur. Antimikrobiyal tedavi 1935
yilinda Domogk’un sulfamidleri tedavide kullanmasiyla gelisme safhasina girmistir.
1929'da Fleming’in gbézlemledigi ve 1940'da Chain ve Flarey’in Penicillium
notatum’dan elde ettigi bir maddenin mikroorganizmalar tzerine dldurtcu etkisi ile

antibiyotikler tedavide yer almaya baslamistir (Tekin, 2014).



Butun baktrilerde yavas gelisme, hizli gelisme ve dinlenme donemlerinden olugan
uc ¢ogalma devresi vardir. Antibiyotikler bakterilerin hizli ve yavag gelisme
doénemlerinde etki gdésterirler. Bu etiklesim bakterilerinin dldirtilimesine(bakterisid

etki) ya da gelisimini ve Gremesinin durdurulmasi (bakteriostatik etki) seklinde olur.

Ornegin penisilinler, aminoglikozidler, sefalosporinler, vankomisin, florokinolonlar ve
basitrasin bakterisid etkiye, tetrasiklinler, makrolidler ve sitlfonamidler bakteriostatik
etkiye sahiptirler. Antibiyotikler, etki spektrumlarina gére ise dar ve genis spektrumlu

antibiyotikler olarak da siniflandirilirlar.

Bu siniflandirmaya gore dogal penisilinler, izoniazid, nistatin ve polimiksin dar
spektruma, sentetik ve semisentetik penisilinler, tetrasiklinler ve silfonamidler ise

genis spektruma sahip antibiyotiklerdir.

Genis spektrumlu antibiyotikler saha sartlarinda calisan veteriner hekimler
tarafindan daha cok tercih edilmektedir. Fakat bu grup antibiyotiklerin enfeksiyonlar
gibi istenmeyen etkilere neden olabilecegi de unutulmamahdir (Akkan ve
Karaca,2003).

2.4.2. Antibiyotiklerin siniflandiriimasi

Antibiyotikleri etki mekanizmalarina ve kimyasal yapilarina gbre

siniflandiriimaktadir.

Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler asagidaki sekilde gruplandiriimaktadir
(Tekin, 2014).

1) Hicre duvari sentezini engelleyenler,
2) Protein sentezini engelleyenler,
3) Nukleik asitlere etki edenler,

4) intermediyer metabolizmayi bozanlar.

2.4.2.1. Hicre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler

icinde bulunan olugsumlarin yarattigi hiicre ici basinca dayanan bakteri duvarinin
yapimi dért basamakta gergeklesir. ilk olarak N-asetil glikozamin (NAG) ve uridin N-
asetil muramik asit (NAM) alt birimleri olusur. Daha sonra NAM'in yan zincirleri
olusur. Bunu takiben, uzun zincirler olusturacak sekilde bir yapilanma gercgeklesir
Son olarak da zincirler birbirlerine siki sikiya baglanarak bakteri hicre duvarini
olusturur. Bu basamaklarin herhangi bir Gzerindeki olumsuz bir etki, bakterinin hiicre

duvarini olusmasini engeller ve bakteri 6lur (Wiles ve dig., 2010).



Hucre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler, kimyasal yapilari icinde bir beta
laktam halkasi icerdiklerinden genel olarak "beta laktamlar" olarak adlandirilirlar.
Hicre duvarindaki belli proteinlere baglanarak, hicre duvarinin devamliigi icin
suregelen sentezi durdururlar. Bunun sonucunda bakteri seklini kaybederek 6lir. Bu
yluzden beta laktamlar, hiicre duvari olmayan bakterilere etkisizdir. Temel olarak t¢

gruba ayrilirlar:

e Penisilinler
o Sefalosporinler

e Penisilinler ve beta laktamaz kombinasyonlari.

Penisilinler

Penisilin, Penicillium chrysogenum adi verilen bir mantar tirl tarafindan Gretilir.
Dogal penislinler stafilokoklara ve streptokoklara etkilidir. Ancak son yillarda bu
antibiyotiklere karsi "beta laktamaz enzimi" Ureten bakteri suslari ¢ogaldigi igin
tedavilerdeki kullanimlari sinirlanmigtir. Beta laktamaz enzimi, beta laktamlari yok
eder. Aminopenisilinler ise dogal penisilinden laboratuarda elde edilen yari sentetik
antibiyotiklerdir. Ampisilin, Amolsisilin ve Bakampisilin, aminopenisilin tarleridir
(Papich ve Riviere, 2009).

Sefalosporinler

Sefalosporinler, Sefalosporium adi verilen bir tir mantardan elde edilen beta
laktamlardir. Genel olarak penisiline oranla beta laktamazlara daha dayaniklidirlar.
GUnUmuzde tedaviye giris zamanlarina ve etki mekanizmalarina goére 1.kusak
(Sefazolin Sefalotin, Sefadroksil, Sefaleksin, Sefradin) 2. kusak (Sefoksitin,
Sefuroksim, Sefaklor, Sefuroksim aksetil) 3. kusak (Sefiksim, Sefotaksim,
Seftizoksim, Seftriakson, Moksalaktam, Sefoperazon, Seftazidim) ve 4. Kusak

(Sefepim) olarak siniflandirilirlar (Papich ve Riviere, 2009).

Penisilinler ve beta laktamaz kombinasyonlari

Beta laktam adi verilen bu antibiyotiklerin beta laktamaz enzimi tarafindan yok
edilerek, antibiyotigin etkisinin azaldig1 gérilmustir. Bunun sonucunda beta laktam
(antibiyotik) ile beta laktamaz inhibitérleri (yani enzimin antibiyotigi yok etmemesi
icin  enzimi engelleyen maddeler) bir arada kullanilmaya baslanmigtir.
Ampisilin+sulbaktam, amoksisilin+klavulanat bu kombinasyona &rnek verilebilir
(Papich ve Riviere, 2009).
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2.4.2.2.Protein Sentezini Engelleyen Antibiyotikler

Bu antibiyotikler, bakteride protein sentezini saglayan ribozomlarin cesitli
bdlgelerine baglanarak, bakterinin blyimesi ve yasamasi igin gerekli proteinlerin

yapimini engellerler. Bu gruptaki antibiyotik aileleri gsunlardir:

e Makrolidler

¢ Aminoglikozidler
e Tetrasiklinler

e Linkozamidler

e Kloramfenikol

Makrolidler

Makrolidler Streptomyces tirleri tarafindan Uretilen benzer kimyasal yapilara sahip
antibiyotiklerdir. Tim makrolidler, bir veya birden fazla seker bagl olan makrosiklik

lakton halkasi igerirler.

1952 yilinda Filipinler'de topraktan Uretilen Streptomyces erythratus'tan ilk makrolid
olan eritromisin elde edilmistir. Eritromisin, Klaritromisin, Azitromisin makrolid
tarlerine ornek verilebilir. Makrolidler yan etkiler acisindan gliinimuzde en guvenilir
antibiyotik grubudur (Bekele ve Gebeyehu, 2012).

Linkozamidler

ilk kesfedilen linkozamid linkomisindir. linkomisin, bir toprak numunesinden
Streptomyces lincolnensis bakterisinin izole edilmesiyle bulunmustur. Ribozomlarin
ayni bodlgesine baglandiklarindan makrolidler ile kullanildiginda antagonistik
(makrolidlerin  etkisini  godlgeleyici) etki gosterirler. Linkomisin, Klidamisin

linkozamidler tirtindendir (Tenson ve dig., 2003).

2.4.2.3. Niikleik Asitlere Etki Eden Antibiyotikler

Nukleik asitlere etki eden bu antibiyotik grubuna "kinolonlar" denir. DNA giraz adi
verilen bir enzimi inhibe ederek DNA'nin Uretimini engellerler. Sentez yoluyla elde

edilirler.

GuUnUmuzde kullanilan 3. kusak kinolonlara florokinolon da denir. 3. kusak
kinolonlardan en sik kullanilanlar: Ofloksasin, Siprofloksasin, Norfoksasin ve
Levofloksasin'dir. Florokinolonlar spektrumlari genis oldugundan, bagirsak florasini
bozabilirler (Leblebiciogdlu, 2002).
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2.4.2.4.intermediyer Metabolizmay1 Bozanlar

Bakterilerin hayatta kalmasi icin gereken enzimlerin c¢alismasini engellemek,
bakteriyi 6ldirmenin bir bagka yoludur. Bu mekanizmayla etki gosteren
antibiyotikler, bakteri icindeki bazi enzimlerin gorevini engelleyerek o6nemli
molekdllerin yapimini durdurur. Bu sekilde bakterinin metabolizmasi igin gerekli olan
bir maddenin sentezini 6nlerler (Senel, 2011; Martinez ve Silley, 2010). Bu gruptaki
antibiyotikler sunlardir;

Sulfonamidler

Sulfonlar

Trimetoprim

PAS (Paraaminosalisilik asid)

izoniazid (INH)
Etambutol

2.4.3. Tetrasiklin grubu antibiyotikler

Kimyasal yapilarinda doért halka bulunan, en genis spektrumlu antibiyotiklerdir.
Bakteri ribozomlarinda 50 S alt birimine bagdlanarak protein sentezini inhibe ederler,
bakteriyostatik ilaglardir. Selektiviteleri en az olan antibiyotiklerdir. Memeli
hicresindeki ribozomlarda da protein sentezini inhibe ederler. Mide-barsak
kanalindan absorbsiyonlari iyidir fakat absorbsiyonlari besinlerle azalir. Ozellikle
kalsiyumdan zengin sitli yiyecekler, iki ve t¢ degerli metal bilesikleri (Ca, Fe, Zn,
Al, Mg) tetrasiklinlerle selat yapar ve onlari ¢oktirerek inaktive ederler(Papich ve

Riviere, 2009). Sekil 2.1’de tetrasiklin yapilarina érnekler gosterilmistir.

Tetrasiklinler genellikle insanlar igcin gida Uretiminde kullanilan hayvanlarin
yemlerine ilave edilmektedir, 0ozellikle bal arilarinda kullaniimaktadir. Ancak
tetrasiklin kalintilarinin hayvansal UrGnlerde birikme ihtimali vardir ve bu nedenle
insanlar tarafindan tiiketilebilmektedir. ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) etin iginde
TC, OTC ve CTC birlesik artik miktarini 2 mg / kg 'da olarak tanimlamigtir. Avrupa
Toplulugu (EC) ise tuketicileri TC artiklarindan koruma amaciyla bal igin 10 ug/kg, et
ve sut igin ise 100 pg/kg maksimum sinir miktarlarini dnermistir (Xua ve dig., 2008).

Sekil 2.2 de tetrasiklin gesitleri gosterilmistir.
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Klorotetrasiklin (CTC) Doksisikiin (DC)

Sekil 2.1: Tetrasiklin Grubu Antibiyotiklerin Yapilari (Cingi ve dig.,1996)

—» Tetrasiklin

— p Dogal tetrasiklinler | g Oksitetrasiklin

——» Klortetrasiklin

— Demetilklortetrasiklin

Tetrasiklinler — |

— Metasiklin
L—p Sentetik Tetrasiklinler | g Minoksiklin

L Doksisiklin

Sekil 2.2: Tetrasiklin Cesitleri (Cingi ve dig., 1996)

2.4.4 Silfonamid grubu antibiyotikler

Silfonamidler, sentetik antibakteriyel bilesiklerin buyldk bir kismini olustururlar.
Sulfonamidlerin kimyasal yapisini bir benzen halkasina baglanan -NH2 grubu ve (-
SO2NH2) sulfoamid grubu olusturmaktadir. Amid azotuna baglanan gruplar bilesigin
farmakokinetigini ve etki glicinu degistirirler. Heterosiklik bir grubun baglanmasi en
etkili sulfonamid tdrevini olusturur, Bu nedenle en etkili yapi sulfatiyazol ve
sulfadiazinde goraldr.
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Sdlfonamid gruplari genel olarak suda hemen hemen hig ¢ézinmeyen ve isikta
kararan, beyaz renkli, kokusuz toz kristaller halinde bulunurlar. Isiga duyarl olsalar
da dayanikh yapilardir. Toz ve ¢bzelti halinde isitilarak mikropsuzlastirilabilirler
(Kahle ve Stamm, 2007; Karci, 2008). Sekil 2.3’te bazi silfonamid gruplarinin

yapilari gdsterilmigtir.

o a CHy
— Il M= — I N—=
e e WA ﬁ_”H_<Q"
o CH

]
3
Siilfodiazin (SDZ) Sulfometazin (SMZ)
o ) OCHg ,l_-l,
|l - _
- HaM E——NH
W e W VA N
W G M. 2
u] OCHg
Silfodimetoksin (SDM) Siilfatiyazol (STZ)
— 'ﬁ o
_ o — | —
Hah \.\ .-"'lr ﬁ HH illl.\)\ HaM \. l.-"'r ﬂ—NH‘(}DCHa
0 M. CHa I N—N
Silfometoksazol (SMX) Silfometoksipridazin

Sekil 2.3: Silfonamid grubu antibiyotiklerin yapilari (Cingi ve dig., 1996)

Suilfonamidler gevre pH degerine bagli olarak katyonik, nétr ya da anyonik olarak g

farkli halde ortamda bulunabilir. Bir zwitter iyon formu nétral formla birlikte
tautomerik dengede bulunur. Bu zwitter iyon yapisi ortamdaki sulfonamidlerin kigik
bir bdlimini olusturmaktadir. Bu bilesikler amfoteriklerdir ve iki pKa degeri ile
karakterize edilirler. Amfoterik karakterde olmalarina ragmen genellikle zayif asit
olarak iglev goruriler. Silfonamidlerin gucli asidik veya bazik c¢ozeltilerle tuz
olusturduklari bilinmektedir (Thiele, 2003). Sodyumlu tuzlari ana bilesiklere goére
suda daha iyi ¢ozunir ve siddetli alkali tepkime verirler. Agir metal katyonlarla
kompleks olusturabilirler. Stlfonamidlerin antibakteriyel aktivitesi kendi anilin grubu
ile karakterize edilir(Karci, 2008).
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Sulfonamidler para-aminobenzoik asidin (PABA) yapisal olarak benzerleri ve ayni
zamanda yarismal olarak ona zit hareket etmeleri sebebiyle PABA'nin kullanimini
engelleyerek folik asit sentezlenmesini onlerler (Campbell, 1999). Sonugta "purin

bazlarinin sentezi yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezleri bozulur.

Bakteriler folik asidi kendileri sentezler oysa insan hcreleri folik aside gegirgendir,
besinler icinden alirlar. Bu nedenle silfonamidler insan hiicresinde etkili olmazlar
(Campbell, 1999).

Silfonamidler genellikle tedavi amaciyla ve koruyucu olarak ciftlik hayvan

yemlerinde ve balik kultirlerinde kullaniimaktadirlar.

Ayrica bunlar biylimeyi destekleyen maddelerdir. Avrupa Birli§gi diizenlemelerinin
yanisira Amerikan dizenlemeleri de vicuttaki maksimum sllfonamid kalinti
miktarini 100 pg/kg olarak sinirlandirmistir. Sttteki dizenleme seviyesi ise 10 ug/kg

'dir. Sekil 2.4'te silfonamidlerin cesitleri gésterilmistir.

Sulfadiazin (Ultradiazin)

Sulfamerazin

—p= Kisa ve orta etki Sulfametazin

streli olanlar sulfizoksazol (Gantrisin)

vvvvy

Sulfametoksazol (Gantanol)
Silfonamidler —® Depo Silfonamidler — Sulfadoksin (Fanasil)
Lokal ———p Sulfasetamid

— Ozel Kullanim Yanik Glmis-sulfadiazin
yeri olanlar tedavisi E: Marfanil
Ulseratif
kolit —— Sulfasalazin
tedavisi

—» Absorbe olmayan 4[: Ftalilsulfatiazol{ Sulfakolit)

Siilfonamidier Siksinilsilfatiazol

Sekil 2.4: Silfonamid Cesitleri (Cingi ve dig., 1996)
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2.5.Gida Maddelerinde Antibiyotik Kalintilari ve Halk Saghgi

Hayvansal gida maddelerinde ila¢ kalintilarinin goértlmesinin ¢esitli sebepleri
bulunmaktadir. Bu nedenler, vicutta yari dmru kisa olmayan ve birikmelere neden
olan antibiyotiklerin hayvan tedavisinde kullanimi, hatali ilag uygulanmasi, etiket
bilgileri diginda ve ya ruhsatsiz ilaclarin kullaniimasi, ilaglarin karigtirilmasi ve
yediriimesinde yapilan hatalar érnek olarak verilebilir (Karagal, 2004). ila¢ ya da
kimyasal madde verilmis hayvanlarda ilacin vicuttan arinma stresine uyulmadan

hayvanin kesilmesi ve ya sitlinin sagiimasi da kalintilara neden olmaktadir.

Ornegin sit hayvanlarinda kullanilan ilaglarda herhangi bir bilgi yoksa sagaltimi
izleyen 7 gin boyunca alinan stitlerin tiketime sunulmamasi gerekmektedir (Kaya
ve Unsal, 2000).

Veteriner hekimliginde genellikle kullanilan antibiyotikler; p-laktam (penisillinler ve
sefalosporinler), tetrasiklin grubu, kloramfenikol, makrolidler, spektinomisin,
linkozamid, sulfonamid, nitrofuran, nitroimidazol, trimethoprim, polimiksin, kinolon ve
makrosiklik (Ansamisin, glikopeptidler ve aminoglikozidler) gruplari olarak
gorilmektedir(Chafer ve dig., 2010). Antibiyotik kalintilarinin insanlar (zerinde
yaptid1 olumsuz etkilere birkag Ornek verilirse; enrofloksasinin gibi kinolon grubu
antibiyotiklerin gida patojenlerinde antibiyotik direngliligini arttirmasi, penisilinlerin
kizariklik, urtiker ve ileri duzeyde bir anaflaktik sok olusturmasi, kloramfenikolln geri
doénlsimsiz kan anomalilerine yol agcmasi ve nitrofuranin da &zellikle teratojenik
etkileri, aminoglikozidlerin nefrotoksisite 6zelligi ve silfametazinin tiroid hiperplazisi
sekillendirmesi gibi etkileri sayilabilir (Erol, 2007). Ayrica bakterilerde protein
sentezini engelleyen oksitetrasiklin ve koloramfenikol gibi antibakteriyel ilaclar
memeli lenfositlerinde de protein sentezini engelleyerek bagisiklik sisteminin
baskilanmasina neden olur. Bunun sonucunda uzun sureli antibiyotik kalintisi iceren
gidalarin tuketimine maruz kalan kiside enfeksiyon tehlikesi gdzlenebilir (Sanli,
1994).

2.6. Sutlerde Antibiyotik Kalintilari

Sistemik hastaliklar ve mastitiste sagmal hayvanlara uygulanan ilaglar, arinma
suresi doneminde yuksek miktarda antibiyotik kalintisini icerir. Bunun sonucunda da
sut ve sut Urunlerinin diger hayvansal Urunlere gore antibiyotiklerle kirlenme
olasiigini arttinir. Ozellikle gocuk ve bebeklerin beslenmesinde énemli yeri olan

sutte antibiyotik kalintilarinin varligi zehirlenmelere neden olabilmektedir.
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Sindirim kanalindan hizla emilen tetrasiklinlerin kemik dokuya ve sinir sistemine
birikme egilimi géstermesi sonucu blyimede gecikmeye, yetiskinlerde ise sinirsel

bozukluklara ve immuno-toksisiteye sebep olabilmektedir (Sanli ve dig., 1991).

Antibiyotik kalintisi iceren sitlerdeki kalinti, kaynatma veya pastdrizasyon
islemleriyle ortadan kaldirlamamaktadir. Stt ve UrUnlerindeki ilag kalintilarinin
yikimlanmasi i¢in, uzun sureli kaynatma islemlerinin uygulanmasi da protein ve
vitaminlerde yikimlanmaya neden olacagindan, gecerli ydntemler olarak

degerlendiriimemektedir (Geger, 2006).

ispaya’da yapilan bir galismaya ( Cristina ve dig., 2010) gbre, 90 adet inek siti,
65 adet buylk bas hayvan etinde makrolid antibiyotik kalintilari aranmistir. Bu
calismanin sonucuna gére 90 sit 6rnegdinin 44’lGnde tilmicosin, tylosin, spiramycin,

lincomycin antibiyotik kalintisi gézlenmistir.

Cin’ de yapilan calismada (Han ve dig., 2013) ise, 25 farkh sehirden, cesitli
marketlerden 180 adet UHT sUt numuneleri toplanmis antibiyotik kalinitlari
arastirilmistir. Bu calismaya gore; tetrasikliler hari¢ sulfamethazin, sulfonamid ve

quinolon antibiyotik seviyeleri yiksek oldugu saptanmistir.

Hirvatistan da yapilan bir ¢alismaya goére (Nina ve dig., 2011) su sonuglar elde
edilmistir.Ug yil boyunca toplamda 1259 adet pastérize edilmemis sutlerde  cesitli
antibiyotikler (kloramfenikol, penisilin, tetrasiklin, sulfonamid, beta-
laktam,quinolonlar) arastiriimistir.Bu arastirmalar mikrobiyal ve immunoasay
yontemle yapilmistir.Mikrobiyal taramaya goére; 36 Ornekte pozitif sonug,
immunoasay yontemle de bir pozitif sonu¢ edilmigtir.Daha sonra da HPLC
metoduyla dogrulama yapilmigtir. Bu c¢alismaya goére, iki 6rnekte maksimimum
kalinti limitinin Uzerinde antibiyotik kalintisi bulunmus, bu antibiyotikler, 12 ug/kg

penisilin, 19 pug/kg amoksisilin, 1671 pg/kg tetrasiklin olarak belirlenmistir.

Tarkiye ‘de de sutteki antibiyotik kalintilarini belirlemede c¢esitli calismalar
yapilmistir. En énemli ve kapsamli bir galisma olan Tarim ve Koy isleri Bakanligrnin
koordinatérliiginde cesitli illerde bulunun Kontrol ve Arastirma Enstitisi ile |l
Kontrol Laborratuvarlari tarafindan ydrdatilen gidalarda veteriner ilag kalinti
duzeylerinin belirlenmesine yodnelik calismadir. Bu calismada 3084 sit drnedinde
penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol kalintilari incelenmis olup sitlerin 377 ‘sinde

(%12) pozitif bulguya saptanmistir (Anonim, 2005).
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Tarim ve Koy isleri Bakanligi tarafindan yapilan izleme plani gercevesinde yapilan
bazi analizlere gore, 2000 yilinda sut orneklerinin % 24’Unde B-laktam ve % 8’inde
sulfanamid igerdigi bildirilmistir. 2003 yilinda yapilan izleme planina gore ise 194
sut 6rneginin 21 tanesinde, 2004 yilindaki analiz sonuglarina goére ise 185 st

orneginin % 14’ Gnde B-laktam bulundugu tespit edilmistir (Anonim, 2005).

Ankara’da 1987 yilinda yapilan ¢alismaya gbre (Ceyhan ve Bozkurt,1987) Ankara
piyasasinda satilan 100 ¢ig sitt, 50 pastorize sit, 50 adet UHT st olmak lzere
toplam 200 st 6rneginde antibiyotik kalintisi aranmigtir. Sttlerin % 5,5’'inde penisilin

yoninden pozitif bulgular elde edilmistir.

Bir diger arastirma ise Konya'da 1992 yilinda yapiimistir. Konya ‘da faaliyet
gosteren cesitli mandira ve st isletmelerinden getirilen 50 adet ¢ig sit érneklerinde
HPLC yontemi ile penisilin G, ampisilin ve penisilin V kalinitlar arastiriimis, 6 sut

orneginde antibiyotik kalintisi saptamistir (Demet ve dig., 1992).

Bursa ‘da 2001 yilinda yapilan ¢alismaya gére (Dokuzlu ve Tayyar, 2001) Bursa ve
gevresindeki ¢ig sutlerde antibiyotik kalinti varligini belirlenmesi amaciyla 150 ¢ig
sut érnegi agar ve interest ydntemiyle incelemis, sitlerin % 18’sinde penisilin , % 7,3

‘Uintinde tetrasiklin yoninden pozitif oldugu gértlmastir.

2.7. Siitlerde Antibiyotik Kalinti Analizinde Kullanilan Yéontemler

Sut gibi zengin bir matriste antibiyotik kalinti seviyelerinin tespiti, iyi bir 6rnek
hazirlama ve temizleme prosedurt gerektirmektedir. Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE)
ve katl faz ekstraksiyonu (SPE) gibi numune hazirlama prosedurleri yaygin olarak
es zamanh ekstraksiyon ve temizlemede kullaniimaktadir. Ancak, calisma ve
cevresel ilgi kolayligi nedeniyle, SPE LLE Uzerinde giderek popilerlik kazanmigtir
(Koesukwiwat ve dig., 2007). Sat ve hayvan dokulari gibi ¢esitli matrislerde bulunan
sulfonamid analizleri icin C8, C18 iyonlarini iceren ortak absorbanlar ve iyon
degistiriciler kullaniimistir. Ayni zamanda sutte ve hayvansal dokularda bulunan
tetrasiklin analizleri igin ise kati faz ekstraksiyonu (SPE) uygulanmistir (Cavaliere ve
dig., 2003). Son zamanlarda, hidrofilik-lipofilik dengesi (HLB) gibi ¢ift kalite polimerik
kati faz adsorbanlarin kullanilabilirligi, biyolojik, g¢evresel gida analitlerinin
temizlenmesini ve es zamanl olarak zenginlestirimesini de mdmkin kilmistir
(Koesukwiwat ve dig., 2007).
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Sulfonamidler ve tetrasiklinler veteriner ilaglarinda sik sik kullanilan genis
spektrumlu antibiyotiklerdir. Bunlar genellikle sit sigirlarinda bulasici hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde, ¢iftlik hayvanlarinin biyumeye tesvikinde yem katki
maddeleri olarak kullaniimaktadir (Corcia ve Nazzari, 2002). Bu ilaglar siklikla
guglendirilmis etkileri ile kullanilir, ¢lnkd sdlfonamidler primetamin ile birlikte

antibakteriyel bir potansiyel sergilerler (Boca ve dig., 2005).

Gidalarda sulfonamidleri ve tetrasiklinleri analiz etmek mamkindir. Mikrobiyolojik ve
immunolojik analizler genel olarak hizli tarama icin kullanilir. Ancak bu teknikler,
karmasik oluslari, disuk duyarlihdr ve 6zgulliginden dolay yari kantitatif élgimler

icin uygundur (Anderson ve dig., 1995; Moats ve di§., 1995).

UV ile kombine edilmis LC, DAD ve FLD ylksek segcicilikleri, duyarhliklari ve
hassasiyetleri nedeniyle antibiyotiklerin belirlenmesi icin cazip alternatif yéntemler
olarak ortaya cikmislardir. Su anda kitle spektrometresi (MS) teknigi, ilagc kalnti
seviyelerinin 6lcimu ve LC igin es zamanli, net tanimlama yetenegdi nedeniyle son
derece hassas bir algilama yontemi olarak popdlerlik kazanmistir (Wen ve dig,
2005; Shao ve dig, 2005; Pang ve dig, 2003; Astier ve dig, 1997).

Tetrasiklin antibiyotikler genis sigir mastitis tedavisinde kullanilir ve subterdpatik
seviyesini 6nlemek icin sigir yemlerine ilave edilir. LC, st igerisindeki tetrasiklin
kalintilarini belirlemek igin en sik kullanilan yéntemdir. Amfoterik yapida bulunan
tetrasiklinler asitler ve bazlar ile kristal tuz olustururlar. UV spektrumlari, asidik
¢ozelti icinde 360 nm dalga boyunda gugli bir absorbans goésterir (Schencka ve
Callery, 1998). Tetrasiklinler pik kuyruklanmasi ile sonuglanan, silika bazli LC
duragan fazlarda silanol gruplarina geri doénlsimsiz olarak baglanmaya
egilimlidirler. Bu sorun, LC kolonlarinda polistiren-divinilbenzen kullanilarak ve mobil
faza okzalik asid ilave edilerek asiimistir. Benzer sekilde sut eksterelerini
temizlemek icin C18 SPE kolonu kullanildiginda, silanoller ile baglanmis olmasi
dislk geri kazanimla sonuglanmistir (Thomas, 1998; Long ve dig., 1990). Bu
problemi énlemek icin C18 SPE kolonu silillenmis ya da EDTA ile 6n igleme tabi
tutulmustur (Oka ve dig., 1994). Tetrasiklinleri iceren sut eksterelerinin temizlenmesi
icin alternatif olarak, metal selat kolonlari, ultrafiltrasyon ve organik c¢oziicide

ekstrakte edilmis iyon eglestirme ajanlari kullaniimistir (Fletouris ve dig., 1990).
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Silfonamid kantitatif analizleri genellikle solvent uygulamasinin ardindan bir veya
daha c¢ok temizleme (clean-up) islemini igermektedir. Genis spektrumliu
sulfonamidler igin HPLC (Yiksek Basingl Sivi Kromatografi), TLC (ince tabaka
Kromatografisi), ELISA (Enzim Linkid Immune Sorbent Assay), biosensor ve
mikrobiyolojik inhibisyon yontemleri kullanilabilmektedir. Bunlarin iginde HPLC
siklikla kullanilan, ¢ok duyarli segici olmasina karsin, oldukga zahmetli, yorucu ve
pahali analizlerdir (Wang ve dig., 2006). Turevlendirici aracilhgi ile GC-MS’de (Gaz
Kromatografi-Kitle Spektrometresi) de kantitatif analiz yapilabilmektedir (Cannavan
ve dig., 1999). Fakat GC-MS icin genis bir 6n numune ve analit tliretme ihtiyaci
oldukga zaman alici bir yéntemdir. LC-MS ydntemi ilk olarak yaris atlarinin idrarinda
ve kan plazmasi icindeki sulfadimetoksin tayini igin kullaniimistir. Silfonamid
kalintilarinin analizinde kullanilan analitik ydntem ise daha ¢ok UV deteksiyonlu LC
methoduna dayanmaktadir. Bu yontem temel hayvan dokularinda ve insan tuketimi
icin sut icinde sulfonamid kalintilari analizinde uygulanan ydntemdir (Niessen,
1998).

2.8.LC-MS/MS Metodu

2.8.1. LC-MS/MS analiz temel ilkeleri

LC-MS/MS teknigi segici ve duyarli olmasi nedeniyle karmasik biyolojik karigimlarin
¢oklu bilesenlerinin es zamanl analizinde kullanilan en iyi yéntemlerden biridir.
Biyolojik kompleks ekstraklarinin kromatografik olarak tek-tek yada c¢akisan bantlar

seklinde ayrilmasinda LC, analizin ilk boyutudur.

Tam bir (baseline) LC ayrimi elde etmek zordur ama gerekirse analitteki bir miktar
tayini LC-UV detektdrt kullanilarak gergeklestirilebilir. UV detektoérleri disik bilesik
6zgulligu ile karakterize edilir ve genellikle bir arada bulunan bilesiklerin ayrimi bu
detektorlerle mumkin degildir. Buna karsihk LC-MS/MS, kitle filtresi olarak LC
kolonu iceren kutle spektrometresi ile bilegiklerin ayristiriimasi teknigidir. Kuitle
filtreleme yuUksek segciciligi nedeniyle bir arada bulunan farkl analit iyonlarinin
ayrismasini saglar. Boylece UV detektdrine gore ustin analiz 6zelligi gosterdigi
sOylenebilir. Cok sayida kitle spektrometresi tasarimi ticari olarak temin
edilebilmesine kargin, bu yorum analitlerin izleme duzeylerinin miktar1 tayininde
ucli-dortkutuplu kutle spektrometresinin son derece uygun bir tasarim oldugu
tartismasiyla sinirli kalacaktir (Winnik ve Kitchin 2008). Sekil 2.5'de LC-MS/MS

yonteminin asamalari sematik olarak gosterilmistir.
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LC Ayirma Sividan gaza iyon transferi

Birinci ayinma agamasi l
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] [kinci MS agamas Oncil iyonun carpigip
Dedektor {parcalanmig iyonun parcalanmasi
karekierzasyonu)

Sekil 2.5: LC-MS/MS’in 6ncl Urun iyonu belirlenmesindeki asamalari

LC-MS/MS deneylerinde genellikle iki tarama yontemi kullaniimaktadir, (a) 6lgim
icin secilen iyonlari izlemek amaciyla bir tarama ¢izelgesu (SRM) kullanilarak segici
reaksiyonun izlenmesi ve (b) MS/MS tam tarama ile kalitatif karakterizasyonun
saglanmasi. Her iki deneyde bir LC pik zaman skalasi Uzerinde birden fazla analit
icin ardisik olarak gergeklestirilebilir. SRM tarama ancak dncu iyonlar ve belirli Grin

iyonlari ile ilgili odaklanmistir.

Yani MS/MS tam tarama yonteminin aksine hedeflenen 6ncu iyonlari izole eder,
onlari parcalar ve yapisal agiklamasini kolaylastirmak i¢in pargalanan iyon katlelerini
Olger. Ultra hassas SRM tarama sadece iyon miktarini analiz ederek zamani verimli
kullandid1 icin bu tarama yéntemi genellikle bir arada bulunan birden fazla bilesigin
dislk seviyelerinin miktar tayininde kullaniimaktadir. MS/MS tam tarama yontemi
ise tum iyonlar bulmak i¢in genis bir kutle araligini taradigindan zaman agisindan
ayni derecede verimli dedildir. Analizin amacinin belirlenmesinde ya da bilesik
yapisinin belirlenmesinde bu yontem avantajlidir. Yapi tayini, Grun iyonlarinin
belirlenen kutleleri ile bir kitle spektrumu kUtiphanesindeki teorik bilesik iyon
kutlelerini karsilagstirmak icin veri sistemi yazilimi kullanilarak gerceklestirilir. Bir
analitin yapisal ispati tamamlandiktan hemen sonra kantitatif SRM analizi
geceklesebilir(Winnik ve Kitchin, 2008).
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2.8.2. GC-MS/MS ve LC-MS/MS karsilastiriimasi

GC-MS/MS birgok bilesigin miktar tayininde kullanilan ana yontemdi ve LC-MS/MS,
GC-MS/MS ‘e alternatif yeni bir yontemdir. GC tabanh teknikler genellikle GC
kolonlarinda ayrismasi amaciyla ugucu olmayan bilesikleri yeterince ugucu hale
getirmek icin bir kimyasal tirevlendirme asamasi gerektirmektedir. LC igin ¢ogu
analit 6n tiretme asamasi olmaksizin kolona verilebilmektedir. Tlretme adimini
atlama buylk numune hazirlama islemini basitlestirir, drnek hacmini arttirir ve asiri
numune islemeden kaynaklanan oksidasyon yapilarinin dretimini azaltir. Son
zamanlarda LC-MS teknigine daha kiglk caplh parcaciklarla dolu yilksek
performansli LC kolonlarinin ve ultra ylksek basin¢li LC kromotograflarinin (UPLC)
katiimasiyla LC-MS/MS gelistiriimistir. UPLC dik LC ¢bézlcu gecislerini ve yliksek

¢ozlcu basincini kullanarak analiz suresini azaltmaktadir (Winnik ve Kitchin, 2008).

(3] SRM y&intemi

[ ]
o o
| | 1° |
Dlii!l.i_'i::"bt.. —" s 2 2 0 e ¥
8
o | | | o l |
[+ ]
o
M5/MS'te ilk kiitle secilen on madde iyonlannin - n5/MS'te ikinc kiitle Dedektér
filtresi carpizip parcalanmasi (Argon filtresi (sadece kantitaif

veya Nitrojen gazi yoluyla) SRM ziireszince segilen

parcalanmis iyon)

(b} M5/M5 tam tarama viintemi

o
o
o
2| | | | | |
!tiiiilc—ii::i"’?" ———ps 0 08 0 OO 8B
‘ l |
ol | [ |
teilk kit Secilen &n madde M55 te ikinci kitle filtresi )
:?tSfMStEI utle ivanlarinin garpisip (kantitaif tam tarama M5/ 5 Dedektor
s parcalanmasi boyunca secilen pargalanmis

tim ivanlar)

Sekil 2.6:Tam tarama ve MS / MS segici izleme reaksiyonu arasindaki farklar
(Winnik ve Kitchin, 2008).
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2.8.3. LC-MS/MS analizinin spesifikligi

LC-MS/MS yontemi su nedenlerden dolayr analizlerde mukemmel sipesifklik

saglamaktadir;

e LC kolon ayrimi saglar boylece LC kolondan analit geldiginde miktar tayini ve
analiz geceklestiriimis olur.

e MS’in birinci asamasinda iyonlarin belirli bir kitle yik orani (m/z )secilir.
Ornegin pozitif yukli glutatyon iyonunun kitle yik orani m/z 308 dir. Farkli
m/z oranli iyonlarinin hepsi m/z detektoéri tarafindan dikkate alinmaz.

e MS/MS formatinda secilen 6ncl iyon, nétr kaybi ve daha dlislik m/z orani
olan Urln iyonlarindan pargalanan iyondur. Sonra bu Urtin iyonlarinin miktar

tayini yapilmaktadir. Bu MS/MS analizinin spesikligine bir kaynak ekler.

MS/MS formati genellikle 2,3 basamak fazlaligiyla tek MS belirlemesine gére daha
spesifiktir. Kitle parazitleri (m/z orani ayni fakat farkli elementsel bilesime sahip
iyonlar) istenen 6n-madde iyonu ile birlikte secildiginde, sadece hedef iyon fragmani
iyon ya da iyonlarin dlgilmesi igin kullanilir. Bu ikinci MS asamasinin gelismis

segiciligini agiklar.

Modern kltle spektrometresi genellikle alt kitle birimi ¢dézinarlGgina saglayarak
ilave bir 6zgunlik duzeyi sunar. Ve elektronik aletlerdeki gelismeler yuksek kutle
dogrulugu, MS dedektdrleri icin gelistiriimis kararlilk ve daha hizli yanit sdreleri
saglar. Yilksek ¢dzme gicl ve kitle hassasiyeti bilim adamlarinin karmasik bir
biyolojik matriksten gelen Kkirleticiler (kimyasal guriltl) ile hedef analit iyonlari
(sinyal) arasindaki ayrimi yapmalarini saglar. Boylece 6zgulluk ve duyarlihda etki
eden sinyal/guraltd orani artinir. Cihazlarin tarama hizi artmig ve tarama yontemleri
arasindaki gecis sureleri buylk Ol¢cide azalmistir. Birgok cihaz kontrol yazilim
paketleri tam tarama MS ve MS/MS yontemleri arasindaki gegigleri milisaniyede
saglamaktadir. Cihaz kontrol yazihmi otomatik olarak tam tarama kiitle
spektrumunda gozlenen bol iyonlari seger ve MS / MS 6ncu iyonlar igin analizleri
gerceklestirir. Bu tur tarama yontemleri arasi otomatik gegisler, arka plan gurultisa,
analit sinyal esikleri, kitle degerleri, tahmini metabolik veya doénustirme sonrasi
modifikasyonlara gére hesaplanan uzakliklar, LC tutma sireleri, sirall UV detektort
sinyal esikleri, izotop pik sekilleri ve analit basina elde edilecek MS /MS spektrumlari
tipi ve sayisi (tam tarama veya SRM) gibi 6zelliklerine gére bir analist tarafindan
yonlendirilir (Winnik ve Kitchin, 2008).
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2.8.4. LC-MS/MS cihazi
LC ve MS Ara Yizeyi

LC ve MS arasindaki ara ylzeyi gelistirmek énemli bir odak noktasi olmustur. Sivi
kromatografisi sivi faz ayrilmasi igin yliksek basing kullanir ve yiksek bir gaz yuku
Uretir. Kitle spektrometresi bir vakum ve sinirli bir gaz yiki gerektirir. Ornegin LC
den gelen ortak akig sivi fazda 1 ml/dak iken, gaz fazina donustugunde bu 1 L/dak
olmaktadir. Ancak, tipik bir kitle spektrometresi sadece yaklasik 1 ml/dak gaz kabul
edebilir. Bunun digsinda LC ortam sicakligina yakin bir sicaklikta calisir, MS ise
yukseltilmis bir sicaklik gerektirmektedir. LC tarafindan analiz numuneleri i¢in hicbir
kitle araligi sinirlamasi yoktur ancak MS analizéri igin sinirlamalar vardir. Son

olarak LC de inorganik tamponlar kullanilir ve MS i¢in ugucu tamponlar tercih edilir.

Atmosferik basing iyonizasyon kaynaklarindaki son gelismeler ile eski LC/MS
tekniklerindeki molekuler agirhk, o6rnek polarite ve akis hizi sinirlamalari

genisletilmistir (Anonim, 2001).
Atmosferik Basing iyonizasyonu

Atmosferik basing iyonizasyon (API) teknigi buyuk ve kuacuk, polar ve polar olmayan
kararsiz bilesiklerin analizi i¢cin en uygun yumusak iyonizasyon uygulamalaridir. Bu
teknikler, hizli, hassas ve dogru molekdler agirlik ve parcalanma bilgisini saglayarak
ucucu ve ugucu olmayan bilesiklerin genis bir yelpazede kimligini teyit etmek icin
kullanilabilir. API teknikleri birgok farmasaétik bilesiklerin  metabolit dogrulama

analizinde ve diger uygulamalarda kullanilabilmektedir (Anonim,2001).
Elektrosprey iyonizasyonu
Uygulama:

Elektrosprey iyonizasyonu (ESI) proteinler, peptidler ve oligonikleotidleri gibi ¢ok
yuklU hale gelen érneklerin yani sira benzodiazepinler ve sulfath konjugatlari gibi tek
yukli numuneleri de analiz etmek icin kullanilan uygun bir yontemdir. ESI birgok
polimerler, peptitler, proteinler ve oligonukleotidlerin en fazla 150.000 Dalton hizli ve
yuksek dogruluk ile kutle molekdl agirliklarini dlgmek icin kullanilabilmektedir.
Biofarmasotik uygulamalarda, kimyagerler, protein karakterizasyonu hizlandirmak,
dogru tespit ve post-translasyonel modifikasyonlar karakterize etmek ve hizli bir

sekilde sentetik peptidlerin molekul agirhgini teyid etmek igin ESI kullanmaktadirlar.

24



Sirec:

ESI buharlastirma ile takip eden bir iyonizasyon surecidir. Bu U¢ temel adimda

gerceklesir;
1) Nebdulizasyon ve yukleme

HPLC sivisi potansiyeli sifir olan nebllize edici bir igne ile pompalanir. PUskirtme
yiksek bir potansiyelde bir yari-silindirik elektrottan gecger. igne ve elektrot
arasindaki potansiyel fark glgli bir elektrik alani olusturur. Bu alanda sivi yilzeyi
yukli ve sprey formda ylklenmis damlaciklar olusturmaktadir. Nebilizasyon

surecinde yardimci bir gaz akigi vardir.
2) Desolvasyon

Yukli damlaciklar kilcal ornekleme deligine dogru cekilir. Isitiimis azot gaziyla
kurutma igin bir karsl akim vardir bununla damlaciklar kgullr ve yuksiz malzemeyi

uzaga tasir.
3) liyon buharlasma

Damlalar kuglldikge, elektrostatik (sttunsal) kuvvetleri kohezyon kuvvetlerini asan
bir noktaya yaklasmaktadir. Analit iyonlari en sonunda gaz fazina desorbe edilene
kadar bu devam eder. Bu gaz-fazi iyonlari iyon kaynagi ve kutle analizéri dusuk
basingl bdlgeye kilcal numune alma deligi boyunca gececektir. Sekil 2.7'de ESI

yontemi gorulmektedir (Anonim, 2001).

Nebiilizator Gazi Elektrosprey iyonlar

\* Kurutucu sicak nitrojen gazi
5000V

Coziicu Spreyi

F.“\

Rayleigh  Coulomb

Dielektrik kilcal girig

Buharlagma msssmp Buharlagma )  Analit iyon

R Goe’ £ 2
G -
t:;“-¢ qb@.‘a*o ¢;+‘°€ %&y

Sekil 2.7: Elektrosprey iyonizasyonu (Anonim, 2001)
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Atmosferik Basingta Kimyasal iyonizasyon

Uygulama: Atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (APCI) orta molekuler agirhga
sahip polar ve polar olmayan genis bir analitler araliginin igin gegerli olan bir

iyonizasyon teknigidir.

Sureg: APCI buharlagtirmanin  ardindan iyonizasyon iglemi olup, API-ES

tamamlayicisidir.

Nebllizasyon ve desolvasyon: APCI nebllizasyonu ESI ile benzerdir. Bununla
birlikte, APCI nebulizasyon sicak (tipik olarak 250 ° C-400 ° C) buharlastirma odasi
icinde meydana gelir. IsiI hizla sprey damlaciklari buharlastirir ve gaz fazli HPLC

solvent ve analit molekdilleri ile sonuglanir.

lyonizasyon: Gaz fazli ¢éziicti molekiilleri yiiksiiz bir Korona igne ile iyonize edilir.
GC/MS'deki kimyasal iyonizasyona benzer bir sekilde APClI'de de analit molekiiller

icin iyonize solvent reaktif iyonlarindan bir ylk aktarma vardir.

Bu analit iyonlari daha sonra filtre ve detektore iyon optik yoluyla tasinmaktadir.
Sekil 2.8'de APCI yontemi gosterilmistir (Anonim, 2001).

¥ HPLC Girisi

Nebilizator Gazi

Yilksek Gigin \ S Buharlastirici

Isitici

[Coz.+H]" + A —m >

Coz.+ [A+H]” x

Dielektrik Kilcal

Yiikstiz Korona ignesi

Sekil 2.8: Atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (Anonim, 2001).

Tarama ve Segilmis iyon izleme (SIM)

Tarama modu: Tarama modunda, arag kisa bir slre iginde (6rneg@in 2 sn) bir kutle
araliginda sinyallerini algilar (6rnegin 50-2000 m / z). Tarama suresi boyunca dar
kitle periyotlari icinde tam kutle araliyi kaplanana kadar MS elektronik sekans

sinyalleri okunur.
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Kaydedilen spektrum tam kutle aralgi icin algilanmig sinyali temsil eder. Tam kutle
spektrumlari kaydedildiklerinden, igletimin bu modu, tipik olarak, nitel analiz igin

veya tim analit kitlelerin 6nceden bilinmediginde miktar tayini icin segilmistir.

Ornekler inflizyon ya da HPLC ile kiitle spektrometresi igine sokulabilir. Sonrasinda
pik genigligi ile tarama alani eslesmesi 6nemlidir. Dar pikler kisa bir toplam tarama
suresi icin en uygun pikler olarak tanimlanmalidir. Toplam tarama suresini kisa

almak igin tarama araligini azaltmak gerekebilir.

Secilmis iyon izleme (SIM) modu: Surekli tarama yapmak yerine sadece birkag
kitle yik oraninin (m/z) izlenmesi ayarlanabilir. Sonug olarak doért kutuplu, bir arada
bulunan her 6rnegin m/z degerleri ve duyarliligindaki biyuk artisindan dolayi 6nemili
Olclide daha fazla sure harcayabilmektedir. Ayrica veri noktalari arasindaki déngl
suresi genellikle tarama modunda daha kisa oldugu icin, nicel hassas ve dogruluk
optimum pik-sekil profili araciigiyla gelistirimistir. Orneklenecek m/z degerleri
onceden ayarlanmasi gerektidi icin, SIM genellikle hedef bilesik analizi i¢in kullanilir.
Birden fazla hedef bilesiklerin olusturdugu analizler icin SIM, iyon érnekleme secimi

zaman programi ile bilesik elisyon zaman penceresi eslesmesinde uygun olabilir.

Ozel olan numune disindaki m/z degerlerinin olmayan verileri toplanir boylece
nadiren SIM nitel analizlerde de kullanilir. Sekil 2.9'da tarama ve SIM verileri

gOsterilmistir (Anonim, 2001).

1 Tarama Kiitle Aralign
Tarama
i~
<
= -
E B .-E
) |
Zaman m/z
S | M 1 Tarama Aynk Katleler
—
N o = = -
= <
e
- o o — —
=
Zzaman m/z

Sekil 2.9: Tarama ve SIM i¢in elde edilen veriler (Anonim,2001).
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Carpisma-Kaynaklh Ayriima (CID)

MS / MS ve diger molekdller ile ¢carpisma sonucu parcgalanacak iyonlarin formualt
carpisma kaynakli ayrisma (CID) adi verilen bir igslemle gergeklestirilir. Elektrosprey
iyonizasyonu ayni zamanda tek dort kutuplu sistem ile CID spektrumu Gretmek igin
kullanilabilir. Birgok durumda geleneksel Ug¢li doért kutuplu veya iyon tuzaklari
gerektiren calismalar igin de tek bir dort kutuplu sistem kullanilabilir. Elektrosprey

¢ok sayida molekiiler katki maddesi iyonu Ureten yumusak iyonizasyon sistemidir.

Katki maddesi iyonlari, tipik olarak ana iyonlar gibi [M+H]" protonlanmaktadir. Bu
iyonlar lensler Uzerine uygulanan gerilimler ile vakum bélgesine yonlendirilir.
Gerilimini degistirerek, cesitli pargalanma dereceleri elde edilebilir. Duslk voltaj ile
az pargalara ayrilma gorulmektedir, yiksek gerilimlerle ise ana iyonda daha blyuk
bir derecede parcalanma goézlenir. Elektro CID kullanimi bir Gg¢la dort kutupluya goére
daha verimli aktarim gostermesinden dolayi avantajlidir. Tek dort kutuplu kutle

spektrometresinde CID uygulamasinin bazi sinirlamalari vardir.

Bir Ucli dort kutupluda ya da iyon tuzaginda, tek bir iyon secilebilir ve bu iyon
parcalanmig olabilir. Tek dort kutuplu bir alet ile uygulanan CID yénteminde ise iyon

kaynaginda fazla sayida pargalanmis iyon olacaktir.

Bu diger iyonlar analitin iyonlariyla ilgili ek parcalanmalari engelleyebilir. Birgok
durumda, bu sorun, analiti izole etmek i¢in kromatografi gelistirerek ¢dzllebilir. Sekil
2.10da Tek dort kutupluda ve Ugli doért kutupluda uygulanan CID ydéntemi
gOsterilmistir (Anonim, 2001).

LC/MS
e = 5
T — O— x I
] |
co  a l I
m/z
LC/MS/MS
ok W —— = o], |
- ) - ») [ )I = - - Yigsz g
Qi Q2(CID) a3 | |
m/z

Sekil 2.10: Tek dort kutupluda ve Ug¢li doért kutupluda CID (Anonim, 2001).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢

3.1.1. Sut ornekleri

Calismada 26 Adet cig sut, 30 Adet pastorize sut, 93 adet UHT sit olmak lzere

toplam 149 adet sit 6rnedi incelenmistir.Cig siit drnekleri istanbul’daki sokak

sutcllerinden temin edilmistir.Pastérize sutler, yaglihk durumlan dikkate alinarak

cesitli marketlerden orjinal ambalaji ile toplanmistir. Pastorize sut érneklerinin firma

ve yag oranlarina gore dagilimi Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Pastotrize St Orneklerinin Dagilimi

Uretici firma Tam Yagl Yagsiz Toplam
A 5 3 8
B 3 2 5
C 4 3 7
D 4 2 6
E 3 1 4
Toplam 19 11 30
(%) (63,34) (36,67) (100)

Farkli markaya ait UHT st 6rnekleri, Uretim bolgesi ve yaglilik durumlari dikkate
alinarak Istanbul’daki cesitli marketlerden temin edilmistir. UHT st 6rneklerinin

bolgelere gore 6rnek sayilarinin dagilimi Cizelge 3.2’de gdsterilmigtir.

Gizelge 3.2 :UHT St Orneklerinin Bolgelere Gére Dagilhmi

Bdlge TamYagl Yarim Yagli Yagsiz Toplam

Marmara 12 11 12 35

Ege 9 15 8 32

ic Anadolu 14 5 7 26

Genel Toplam 35 31 27 93
(%37,6) (%33,4) (9%629) (%100)
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3.1.2. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Yiiksek performash Sivi Kromatografi kitle spektrometresi(LC-

MS/MS Agilent 6460):

Mobil faz gaz giderici (Agilent 1200 serisi)

LC pompa (Agilent 1200 serisi)

Otomatik érnekleyici (Agilent 1200 serisi)

Kolon ((Inertsil ODS-3 50 x 2.1 mm ID 3,0 ym partikil boyutlu-
Metachem, California, ABD)

Diger Laboratuvar Araclari

Mikro pipetler 10-100 ve 100-1000 pl'lik (Eppendorf Research)
Karigtirici (Heindolph Multi-Reax)

pH metre (Metler Toledo )

Santrifij (Sigma )

Vortex (Heindolph)

Ultrasonik su banyosu (Bandelin sonorex)

Kullanilan kimyasallar

Asetonitril, (LCMS saflikta, Merck, 1.00029.2500)

Metanol, (LCMS saflikta, Merck, 1.06035.2500)

Ultra saf su (PURELAB elga ultra)

Amonyum format (Acros 401152500)

Amonyum asetat (JT.Baker 0011)

Sodyum klorir (Merck 1.06404.1000)

Sulfadiazin analitik standart, (%99,7, Sigma Aldrich 35033)
Stulfatiyazol analitik standart, (%099,9, Sigma Aldrich 46902)
Silfamerazin analitik standart, (%99, Sigma Aldrich 46826)
Silfametazin analitik standart, (%99, Sigma Aldrich 46802)
Sllfametaksazol analitik standart, (%99,9, Sigma, Aldrich 31737)
Sulfadimetoksin analitik standart, (%98,5, Sigma Aldrich 46794)
Sulfakinozalin analitik standart, (%96, Sigma Aldrich 45662)
Silfapiridin analitik standart, (%99,7, Sigma Aldrich 31738)
Silfadoksin analitik standart, (%99,9, Sigma Aldrich 31736)
Silfakloropiridazin analitik standart (%99, Sigma Aldrich 46778)
Doksisiklin analitik standart (%99,4 Sigma Aldrich 33429)
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e Tetrasiklin analitik standart (%98 Sigma Aldrich T3258)
o Oksitetrasiklin analitik standart, (%98,1, Sigma Aldrich 46598)
o Kilorotetrasiklin analitik standart ( %90, Sigma Aldrich 46133)

3.2. Yontem

3.2.1. Cozelti ve standartlarin hazirlanmasi

Her bir bilesigin standart stok ¢ozeltileri, asetonitril/su karigimi ¢dzeltisinde 5mg
cozulerek 10 ml hacminde (%50’lik) hazirlanmistir. Bu standart c¢ozeltiler
buzdolabinda 2°C ile 8°C arasinda saklanmistir. Tim siilfonamidleri iceren ara
standart stok gozeltiler, 10 ml su igine, 1 pg/L ve 0,10 pg/L, tetrasiklin standartlarini
iceren ara stok cozeltiler,10 ml su icine 1 ug/L, 0,10 ug/L ve 0,01 pug/L,
konsantrasyonlarinda olmak Uzere gerekli hacimlerde eklenerek hazirlanmistir. Bu
stok ¢oOzelti, analitik standart egri ¢ozeltisini hazirlanmasi (¢ézuclu olarak su) ve
orneklerin validasyonu amaciyla kullaniimigtir. Batin bilesik karisimlari iginde
bulunan 100 ng/mL konsantrasyonunda metanol/su ve 2mmol / L amonyum asetat
iceren bir inflUzyon c¢oézeltisi kitle spektrometresinin ayarlanmasi igin kullaniimistir

(Junior ve dig., 2007).

3.2.2. Siit orneklerinin analize hazirlanmasi

Numune hazirlanmasinda Sekil 3.1’deki uygulama takip edilmistir (Junior ve dig.,
2007). Kalibrasyon egrisi yapilmasi igin blank (bos) matriks hazirlanmistir. Bunun
icin igerisinde antibiyotik kalintisi bulunmayan sit numunesi $ekil 3.1 deki gibi
hazirlanmigtir. Elde edilen blank (bos) ¢ozeltisi kullanilarak asagdaki Cizelge 3.2
deki gibi kalibrasyon standartlari hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in kalibrasyon
standart sollsyonlarinin konsantrasyonlari 0.5 ug/L, 1 ug/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 15
pag/L, 20 ug/L’lik standartlar olacak sekilde hazirlanarak cihaza enjekte edilmistir.
Enjeksiyon her solusyon igin 3’er tekrarli yapilmistir. Kalibrasyon egrisi cizilerek
standartlarin dogrulugu ve cihazin tekrarli enjeksiyonlardaki performansi test
edilmistir. Her glin yapilan enjeksiyonlarda ise gunlik olarak mobil faz ve 0,5 ug/L,1
pg/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 15 pg/L, 20 pg/L’lik solisyonlar cihaza enjekte edilerek 6

noktall kalibrasyon egrisi gizilmigtir.
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Cizelge 3.3 :Kalibrasyon Standart Cozeltisi

Stok Stok
Blank
Kalib Calisma Standart Solusyon | Solusyon Sol Eklenecek| Son
aliprasyon i i olusyon
y Konsantrasyonlari Miktar Miktar . Y Su miktari | Hacim
Noktalar Miktari
10 pg/L | 100 pg/L
(ug/L) (ul) (ul) (u) (ul) (u)
1 0,5 50 - 800 150 1000
2 1 100 - 800 100 1000
3 5 - 50 800 150 1000
4 10 - 100 800 100 1000
5 15 - 150 800 50 1000
6 20 - 200 800 - 1000
1 mL siit ornegi .
Vortex ile 1dk
15 mPlik tipe s | 1mMLCHCN eklenir | s orexte
calkalanir
aktarhr
100 pL ornek 3000 rpm’de 3 dakika ultrasonik 0.25¢
almir, Nzakiminda : banyoda
5 dakika . NaCl
kurutulur ve 4= o 4= 1dk Vortex ile =
k?h.rltl 51]_{_} HL__su santrifilj calkalamir eklenir
icinde ¢ozillir -
edilir
Analiz igin 20 pL
Tetrasiklin ve — LC-ESIIMS/MS

Siilfonamidler
enjekte edilir

Sekil 3.1: Ornegin analiz asamalari
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3.2.3. LC-ESI/MS/MS kosullar

o Akis hizi: 0.350ml/dk

e Enjeksiyon miktari: 20 pL

e Analiz suresi: 10 dakika

e Pickering kosullari: Kolon isisi: 25°C

o Mobil faz kosullari: Mobil Faz A: :%0.1 formik asit ve 2.5 mmol/L
amonyum format iceren sulu ¢dzelti, Mobil Faz B: :%0.1 formik asit ve
2.5 mmol/L amonyum format iceren %95’lik asetonitril/su ¢ozeltisi.

e Mobil faz degisim programi Cizelge 3.4 de gosterilmigtir.

Cizelge 3.4 :Mobil faz degisim programi

Zaman
(dakika) Mobil faz A% | Mobil faz B%
0 80 20
5 5 95
7 5 95
8 80 20
10 80 20

Agilent 6460 LC-MS/MS ugclu doért kutuplu kitle spektrometresi (Agilent California,
ABD), Coklu Reaksiyon izlenmesi (Multiple Reaction Monitoring) modunda gézlenen
iki gecislerle, her bilesik icin kantitatif analiz ve onaylama amaciyla ¢alistiriimistir.
Cizelge 3.5’ de kullanilan MRM gegiglerinin optimize parametreleri gosterilmistir.
Elektrosprey kaynagi olarak iyonize bilesikler icindeki pozitif [M + H]+ modla ayni
analizde iki saat sure ile kullaniimistir. Kapiler voltaj kaynagi +3000 V da, 400 ° C
de 50 psi nebllizatér gazi,dakikada 11 ml olacak sekilde gahstiriimistir (Junior ve
dig., 2007).
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Cizelge 3.5 :MRM gegcislerinin optimize parametreleri

Bilesikler Gegigler(m/z) ESI FV CE
Doksisiklin 445.0>428.0 + 120 14
445.0>154.0 24
Tetrasiklin 445.0>410.0 + 120 12
445.0>427.0 4
Oksitetrasiklin 461.0>426.0 + 120 13
461.0>443.0 8
Klorotetrasiklin 479.0>444.0 + 120 15
479.0>462.1 10
Sulfatiyazol 256.0>155.9 + 120 10
256.0>107.9 22
Sulfakinozalin 301.0>155.9 + 120 12
301.0>107.9 26
Slfapiridin 250.0>155.9 + 120 12
250.1>184.0 14
Sulfametoksazol 254.0>155.9 + 120 10
254.0>107.9 22
Silfametazin 279.1>185.9 + 120 14
279.1>124.0 24
Sulfamerazin 265.0>155.9 + 120 12
265.0>171.9 12
Sulfadoksin 311.0>155.9 + 120 14
311.0>107.9 26
Sulfadimetoksin 311.0>155.9 + 120 16
311.0>107.9 28
Sildadiazin 251.0>155.9 + 120 10
251.0>107.9 20
Sulfakloropiridazin 285.0>155.9 + 120 8
285.0>107.9 22

(ESl:elektrosprey polaritesi, FV:iyon pargcalama voltaji, CE:carpigsma enerjisi,)
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3.2.4. Metodun gecgerlilik ve kesinligi

Pik c¢ikis sureleri igin, 4 gin boyunca cihaza verilen 5 pg/L, 10 pg/L, 15 ug/L, 20
Mg/l olarak hazirlanan karigik standartlarin pik c¢ikis sdrelerinin ortalamalari
alinmistir. Validasyon ¢alismasi igin 5 pg/L, 10 pg/L, 15 pg/L ve 20 ug/L antibiyotik
karisik standart yUkli stt numunelerinden geri kazaim g¢alismalari yapilmistir. Geri
kazanim galismalari 4 gin boyunca her konsantrasyondan ikiser tekrarli toplam
olarak 32 calisma yapilmistir. Ayrica; 5 ug/L, 10ug/L 15 ug/L, 20 ug/L yukla sit
numunelerinden 2 farkh glnde 6’sar tekrar toplam olarak 24 calisma yapilip

tekrarlanabilirlik hesaplanmistir.
3.2.5. Geri kazanim hesaplamasi

Geri kazanim hesaplamasi icin asagidaki formule gére hesaplanir.

% Gerialim = (Olgllen deger /Yiklenen deger) X 100

3.2.6. Giin i¢i tekrarlanabilirlik ve kesinlik

Gun ici tekrarlanabilirlik ve kesinlik hesaplamasinda sulfonamidler, ve tetrasiklinler
5 pg/L,10ug/L, 15 ug/L, 20 ug/L seviyelerde 6’sar tekrar olmak lzere, toplam 24
¢alisma yapilarak &l¢ilen yogunluklarin ortalamalari, standart sapmalari ve %

standart sapmalari (Relatif standart sapma, RSD) hesaplanmistir.

3.2.7. Guinler arasi tekrarlanabilirlik ve kesinlik (tekrar uretilebilirlik)

Gunler arasi tekrarlanabilirlik ve kesinlik i¢in her etken madde icin 5 pg/L,10 pg/L, 15
Mg/l ve 20 ug/L seviyede olgllen yogunluklarinin farkli glnlerdeki, ortalamalari,

standart sapmalari ve % standart sapmalari (RSD) hesaplanmigtir.

3.2.8. Tespit limiti (TL) ve degerlendirme limitinin (DL) hesaplanmasi

Sulfanilamid ve tetrasiklin farmakolojik etkili maddelerinin, 20 ayri ¢alisma yapilan
0,5 pg/L yukli satteki kalintilarinin, élgilen yogunluklarinin standart sapmasinin 3

kati dedeksiyon limiti, 10 kati ise dederlendirme limiti olarak hesaplanmistir.
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3.2.9. Yontem Dogrulama

Yontemin dogrusalligi, sulu ¢Ozicusu iginde tum antibiyotikleri iceren standart
¢ozeltilerden (n=6) LC-ESI/MS/MS analizi ile elde edilen analitik egrileri ile
belirlenmigtir. Geri kazanim galismasi dort farkh yUkli konsantrasyon seviyesi ve her
bilegik icin maksimum kalinti duzeyleri (MRL) ile yapilmistir. Geri kazanim urunlerini
elde etme iglemi icin maksimum kalinti duzeyindeki (MRL) alti adet yukli 6rnek,
0.5xMRL seviyesindeki alti adet yUkli ornek, 1.5xMRL’de alti adet yukli 6rnek
2.0xMRL’de alti adet yukllu érnek analizlerinden olusmustur (Junior ve dig., 2007).
Genel yontem duyarliligi, analitik yéntemi dogrulama islemi icin verilen yonergede
(Bohm ve dig., 2009) oldugu gibi karar siniri ve algilama yetenegi seklinde

hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Pik cikig sureleri

Dort farkli glinde cihaza verilen 5, 10, 15, 20 ug/L konsantrasyonda yudkla
standartlarin ortalama c¢ikis zamanlari hesaplanmigtir. Pikler, 1,80-2,96 arasinda
degisen zamanlarda c¢ikmistir. Kesinlikleri 0,001-0,10 arasinda degismektedir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 :Standartlarin ortalama ¢ikis zamanlari

Analit Standart Genel Ortalama Cikis
Zamanlari (dk) (£Standart sapma)
Doksisiklin 2,50 £ 0,003
Tetrasiklin 2,50 + 0,002
Oksitetrasiklin 2,51 £ 0,002
Klorotetrasiklin 2,76 £ 0,006
Sulfatiyazol 1,80 + 0,001
Silfakinozalin 2,96 + 0,007
Sulfapiridin 1,83 + 0,010
Silfametoksazol 2,73 + 0,007
Silfametazin 2,25 + 0,006
Silfamerazin 1,98 + 0,009
Sulfadoksin 2,96 + 0,007
Sulfadimetoksin 2,67+ 0,006
Suldadiazin 1,43+ 0,010
Sulfakloropiridazin 2,61+ 0,010
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4.2. Sulfonamid ve Tetrasiklin Standartlarinin Kalibrasyon Egrileri

Doksisiklin, Tetrasiklin, Oksitetrasiklin, Klorotetrasiklin, Sulfatiyazol, Salfakinozalin,
Sulfapiridin, Sulfametoksazol, Silfametazin, Sulfamerazin, Sulfadoksin,
Silfadimetoksin, Sulfadiazin, Sulfakloropiridazin i¢in 0,5 pg/L, 1 ug/L, 5 pg/L; 10ug/L
15 pg/L; 20 pg/L ‘deki kalibrasyon egrileri gizilmigtir (EK A).

4.3. Sulfonamid ve Tetrasiklin Standartlarinin Kromatogramlari

Bes ng/ml silfonamid ve tetrasiklin martiks etkili standardi, bos sit, 5 pg/kg karisik
standart yUkli 6rnek, kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.'de
gOsterilmistir.

+ TIC MRM (** -> **) Level-3.d
£ x104 |
=
S 24
2.2+
24
1.8
1.6+
1.4+
1.2+
1
0.8
0.6
0.4
0.2
[o
0.2- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.2 13 14 15 16 1.7 1.8 19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 3.1 32 33 34 35
Acquisition Time (min)

Sekil 4.1: 5 ug/kg sllfonamid grubu antibiyotiklerin kromatogramlari

+ TIC MRM (** -> **) Level-3 matrix-match milk.d

201 272 273 204 2’5 2’6 217 2’8 2’9 3 31 32 33
Acquisition Time (min)

Sekil 4.2: 5 pg/kg tetrasiklin grubu antibiyotiklerin kromatogramlari

+ TIC FRR % = =]

2 =102 ]

E]
S 095

0.9

055

K=

12 12 14 15 16 1.7 12 119 =2 21 2.2 22 24 25 26 2.7 28 29 2 2.1 2.2 32 2.4 35
Aequisition Time imin

Sekil 4.3 : Antibiyotik icermeyen bos st érnegi

38




4.4.Geri kazanim oranlari

Dort farkli ginde hazirlanan 50, 100, 150,200 ug/kg karigik standart yukli sat

orneklerinin dlgulen miktarlarinin geri ahimlari hesaplanarak ortalamalari Cizelge 4.2

de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Geri kazanim oranlari

Dort konsantrasyon

Analit ilave edilen Geri alim icin geri alim
yogunluk (ug/kg) ortalama % ortalama

50 112.64

Doksisiklin 100 106.41 105,87
150 102.23
200 102.22
50 84.47

Oksitetrasiklin 100 79.16 79,25
150 76.94
200 76.44
50 103.16

Tetrasiklin 100 107.60 104,49
150 104.17
200 103.04
50 82.09

Klorotetrasiklin 100 74.27 75,18
150 73.00
200 71.37
50 102.46

Siilfatiyazol 100 100.20 98,09
150 95.50
200 94.22
50 80.37

Sulfakinozalin 100 81.28 79,19
150 75.67
200 79.24
50 101.67
100 101.26

Sdlfapiridin 150 97.02 99,44
200 97.82
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Cizelge 4.2 :(Devami)

_ Dort konsantrasyon
Analit llave edilen Geri alim icin geri alim
yogunluk (ug/kg) ortalama % ortalama
50 90.86
Sulfametoksazol 100 89.57 86,66
150 84.45
200 81.77
50 101.52
Silfamerazin 100 100.86 99,4
150 97.19
200 98.04
50 90.69
Siilfadoksin 100 91.52 90,45
150 89.98
200 89.62
50 97.68
Siilfadimetoksin 100 98.14 95,33
150 93.64
200 91.87
50 102.60
Silfadiazin 100 101.62 99,4
150 96.84
200 96.57
50 102.57
Silfakloropiridazin 100 99.40 97,12
150 94.07
200 92.44
50 95.37
Silfamethazin 100 96.18 94,59
150 93.39
200 93.42

4.5.Giin igi Tekrarlanabilirlik

Bir glinde hazirlanan 50, 100, 150, 200 ug/kg karisik standart yUkli st érneklerinin
6'sar tekrarli olarak toplam 24 o6zutleme yapilarak analiz edilmig; olgulen
miktarlarinin % relatif standart sapmalari (RSS) ise 0,86 ile 8,40 araliinda

hesaplanmistir (Cizelge 4.3).
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Gizelge 4.3 :Olgiilen miktarlarinin % relatif standart sapmalari (RSS)

_ _ (%)
llave (%) Relatif llave Relatif
edilen Standart edilen | Standart
yogunluk sapma yogunluk | sapma
Analit (Mg/kg) (RSS) Analit (Mg/kg) (RSS)
50 3,98 50 7,44
100 2,76 100 8,4
150 2,6 150 4,52
Doksisiklin 200 2,52 Silfametoksazol 200 5,37
50 2,9 50 2,9
100 2,34 100 3,61
150 2,04 150 2,44
Oksitetrasiklin 200 1,12 Silfamerazin 200 3,16
50 3,94 50 2,75
100 4,59 100 1,14
150 4,17 150 1,28
Klorotetrasiklin 200 3,97 Silfadoksin 200 0,86
50 4,2 50 2,6
100 3,54 100 1,48
150 3,45 150 1,36
Tetrasiklin 200 2,73 Silfadimetoksin 200 2,65
50 2,65 50 3,74
100 2,83 100 2,5
150 1,41 150 1,55
Silfatiyazol 200 3,24 Suilfadiazin 200 1,72
50 6,12 50 5,36
100 7,03 100 4,68
150 4,29 150 3,06
Silfakinozalin 200 7,73 Sulfakloropiridazin 200 3,06
50 4,19 50 2,15
100 4,68 100 1,7
150 3,12 150 1,26
Silfapiridin 200 3,77 Silfamethazin 200 3,28
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4.6.Glinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Dort gunde hazirlanan 24 adet, 100, 150, 200 pg/kg karisik standart yikla sit
ornekleri analiz edilmig; % relatif standart sapmalari (RSS) ise 2,03-10,01 aralidinda
hesaplanmistir (Cizelge 4.4).

Gizelge 4.4 :Ornekleri analiz edilmis; % relatif standart sapmalari (RSS)

. (%) .
llave Relatif llave (%) Relatif
edilen | Standart edilen Standart
yogunluk | sapma yogunluk sapma
Analit (ug/kg) | (RSS) |Analit (ug/kg) (RSS)
50 4,66 50 10,01
100 4,68 100 8,05
150 5,65 150 6,72
Doksisiklin 200 6,24 | Sulfametoksazol 200 8,07
50 8,68 50 3,9
100 7,1 100 2,03
150 7,8 150 2,34
Oksitetrasiklin 200 7,52 | Sulfamerazin 200 3,47
50 9,34 50 6,05
100 7,26 100 3,95
150 8,61 150 3,55
Klorotetrasiklin 200 7,1 Silfadoksin 200 4,99
50 5,01 50 5,6
100 5,25 100 3,25
150 5,92 150 4,2
Tetrasiklin 200 6,51 | Silfadimetoksin 200 4,24
50 4,7 50 2,96
100 4,38 100 3,58
150 2,9 150 4,1
Silfatiyazol 200 4,27 | Sulfadiazin 200 3,28
50 7,66 50 8,01
100 7,18 100 5,44
150 5,35 150 6,3
Silfakinozalin 200 8,8 Suilfakloropiridazin 200 5,71
50 4,46 50 3,9
100 3,01 100 3,86
150 4,38 150 2,49
Silfapiridin 200 3,58 | Silfamethazin 200 5,2
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4.7.Tespit Ve Degerlendirme Limitleri

0,5 pg/kg karisik standart yukli sut érnekleri 10 tekrarli olarak c¢alisiimig,her bir
etken madde icin S/N (sinyal/guriltd) oranlari belirlenmigtir.Bu oranin 10 kati LOQ
sonuglari hesaplanmis elde edilen galismadan 0,1 ile 1,5 ug/kg araliginda

degerlendirme limiti hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 :Degerlendirme limiti

Degerlendirme Degerlendirme
Analit limiti (ug/kg) Analit limiti (ug/kg)
Doksisiklin 1,20 Silfamerazin 0,10
Oksitetrasiklin 0,90 Sulfadoksin 0,60
Klorotetrasiklin 0,40 Suilfadimetoksin 0,30
Tetrasiklin 1,50 Silfadiazin 0,20
Silfatiyazol 0,17 Stulfakloropiridazin 0,25
Sulfapiridin 0,10 Sulfamethazin 0,10
Sulfametoksazol 0,20 Sdlfakinozalin 0,16

4.8.8Siit Ornekerinde Saptanan Antibiyotik Kaliti Miktarlari

istanbula satisi sunulan UHT sitleri ve farklh markalarda 30 adet pastérize ile
istanbulun farkli mahallerinde satilan 26 adet ¢ig siit olmak iizere toplamda 149 adet
sut drneklerinde stlfonamid ve tetrasiklin kalintilari aranmigtir.  Stt érneklerinin 60
adedinde Silfonamid ve Tetrasiklin grubu antibiyotik kalintisi iceren st 6rneklerinin

dagihmi Cizelge 4.6.’da gosterilmigtir.

Bu o&rneklerin higcbirinde ST, SP, SMR kalintilarina rastlanmamigtir. Cig sut
orneklerinin % 61,54 ‘Unde pozitif sonu¢ elde edilmis, en fazla 14 &rnekte

oksitetrasiklin ve 12 érnekte tetrasiklin bulunmustur.

Pastorize sutlerin 14 tanesinde pozitif sonu¢ bulunmus, en fazla oksitetrasikline

rastlanmigtir.
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UHT sutlerinin % 32,26 ‘si pozitif sonu¢ bulunmus, en fazla 14 6rnekte SMT

saptanmistir.
TUm sit érneklerin %40,27 pozitif sonug icermekte ve 31 drnekte OTC bulunmustur.

incelen 26 adet ¢i§ 6rneklerinin (Cizelge 4.7) 16 tanesinde sulfonamid ve tetrasiklin
grubu antibiyotikler tespit edilmigtir. Orneklerin; 14 tanesinde; OTC alti tanesinde;
DC, CTC, 12 tanesinde; TC, 1 tanesinde; SMX, SDX, SQX saptanmigtir.

Cesitli martketlerde satilan 30 adet pastorize st 6rneklerinin (Cizelge 4.8) 14
tanesinde sulfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edilmistir. Orneklerin;
14 tanesinde; OTC, bir tanesinde; SDM, iki tanesinde; CTC, SQX, SMT dort
tanesinde; SDX tespit edilmistir.

incelenen 93 adet UHT siit drneklerinin (Cizelge 4.9) 30 tanesinde sulfonamid ve
tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edilmistir. Orneklerin; dokuz tanesinde; SD, 14
tanesinde, SMT, bes tanesinde SDM, iki tanesinde TC ve SMX, bir tanesinde SQX
ve DC, dort tanesinde SDX, CTC Ug¢ tanesinde de OTC bulunmustur. UHT siit

orneklerinin hig birinde ST, SP, SMR kalintilarina rastlanmamistir.
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Cizelge 4.6 : Antibiyotik pozitif st drneklerinin dagihmi

St A+ | SD |ST|SP|SMR | SMT [SCP|SDM |SMX |SQX| SDX | TC | OTC | DC | CTC
Cig n| 16 | - | -] -] - - - - 1 1 1 12 | 14 6 6
n: 26 %|6154| - | - |- | - - - - | 385|385 3,85 | 46,16 | 53,85 | 23,00 | 23,00
Pas n| 14 | - | -] -] - 2 - 1 - 2 4 - 14 - 2
n:30 % |46,67| - | -|-| - |667| - |[334| - |667|1334| - |4667| - 6,7
UHT n |30 9 | -|-| - 14 | - 5 2 1 4 2 3 1 4
n:93 %|32,26968| - | - | - |1500| - |538|2415|1,07| 635 | 215 | 323 | 1,07 | 4,30
Toplam n| 60 | 9 | -] -] - 16 | - 6 3 | 4 9 14 | 31 7 12
n:149 %| 40,27 6,04 | - | - | - |10,74| - |4,02|202]|268| 6,04 | 940 |20,80| 4,70 | 8,05

A+: Antibiyotik pozitif; SP:Sulfapyridin, SD:Sulfadiazin, ST:Sulfatiyazol, SMR : Sulfamerazin , SMT: Silfametazin , SMX :
Silfametoksazol

SDM:Silfazdimetoksin,SCP:Sulfakloropyridizin,SQX:Sulfaquinoksilin,SDX:Sulfadoksin, TC:Tetrasiklin,OTC:OksitetrasiklinDC:Doksiklin
,CTC :Klortetrasiklin - : Tespit edilmedi.
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Cizelge 4.7: Cig Sut Orneklerin Analiz Sonuglari (ug/kg)

Ornekler [ SD| ST [SP|SMR|SMT|SCP [SDM]| SMX | SQX[SDX| TC [ OTC | DC [ CTC
csor |- |- |- - -1+-7- - ST - -
cso2 |- [ - |- -1 -1+-7- - S - 132 - 623
Cso3 |- |- |- - -1-7- - - |- - Jo90 | - |400
csoa | - [ - -] -1 -1-7- - A - -
cso5 | - |- |- - [ - -1 - [1329] - [083] - | - - -
cso6 | - |- |- - -1-71- - B - -
cso7 |- [ - -1 -1 -1-7- - B - -
csos | - |- |- - -1-71- - ST - -
Cso9 | - |- |- -1 -1+-7- - 995 - | - | - - -
cs10 |- |- |- - -1-7- - ST - -
cs11 | - |- |- - -1-7- - B - -
cs12 |- [ - |- - [ -1 -7- - R - -
cs13 | - [ - |- -1 -1+-7- - B - -
cs14 | - [ - |- - [ -1 -7~ - R - -
cs15 | - |- |- - -1-71- - - |- [883[11,19]13,76| -
CS16 | - |- |- - [ -1-7- - - |- 16,93] 6,80 |12,73]11,80
Cs17 | - [ - |- - -1-71- - - |- 571 450|531 | 6,12
cs18 |- |- |- - -1-71- - - |- [452] 380401375
cs19 |- [ - -1 -1 -1+-7- - - |- la16] 300|120 228
cs20 | - [ - |- - -1+-71- - - | - [423] 263|120 -
cs21 | - |- |- - [ -1 -1 - - - |- [350] 101 - -
cs22 |- [ - -1 -1 -1+-7- - - |- [320] 203 - -
cs23 | - [ - |- - -1 -7~ - - |- (298] 1,83 - -
cs24 | - [ - |- -1 -1-7- - - |- (270 144 - -
CS25 | - |- |- - [ -1 -7~ - - |- [270] 143 - -
cs26 | - |- |- - [ -1 -1 - - - |- l260] 164 - -

SP:Sulfapyridin,SD:Sulfadiazin,ST:Sulfatiyazol, SMR:Siilfamerazin,SMT:Silfametazin

SMX:Sulfametoksazol, SDM:Silfazdimetoksin,SCP:SulfakloropyridizinSQX: Sulfaquinoksilin,

SDX:Sulfadoksin, TC:Tetrasiklin,OTC:OksitetrasiklinDC:Doksiklin ,CTC :Klortetrasiklin

CS: Cig siit ,

- : Tespit edilmedi
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Cizelge 4.8: Pastorize Siit Orneklerin Analiz Sonuglari (ug/kg)

Ornekler

SD

ST

SP

SMR

SMT

SCP

SDM

SMX

SQX

SDX

TC

DC

CTC

PSO1

PS02

2,86

PS03

PS04

PS05

PS06

PSO7

PS08

PS09

PS10

PS11

pPS12

PS13

1,72

PS14

PS15

1,20

PS16

PS17

PS18

PS19

PS20

pPS21

pPS22

PS23

1,46

PS24

1,50

PS25

1,44

PS26

1,40

pS27

1,06

PS28

3,40

2,20

PS29

1,95

0,70

2,00

PS30

0,63

0,89

0,67

4,50

2,40

SP:Sulfapyridin, SD:Sulfadiazin, ST:Sulfatiyazol, SMR : Stlfamerazin , SMT: Silfametazin ,
SMX:Silfametoksazol, SDM:Silfazdimetoksin,SCP:Sulfakloropyridizin,SQX:Sulfaquinoksilin,
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SDX:Sulfadoksin, TC:Tetrasiklin,OTC:OksitetrasiklinDC:Doksiklin ,CTC :Klortetrasiklin

Pastorize sut ,

- : Tespit edilmedi.

Cizelge 4.9: UHT St Orneklerinin Analiz Sonuglari (ug/kg)

PS:

Ornekler

SD

ST

SP

SMR

SMT

SCP

SDM

SMX

SQX

SDX

TC

OTC

DC

CTC

ESO1

ES02

ES03

ES04

ES05

ES06

ESO7

ESO08

ES09

ES10

0,50

ES11

0,53

ES12

0,56

ES13

ES14

ES15

ES16

ES17

ES18

ES19

ES20

ES21

ES22

ES23

ES24

ES25

ES26

ES27

ES28

ES29

ES30

ES31

ES32

1,00

0,70

0,69

SP:Sulfapyridin,

SD:Sulfadiazin,

ST:Sulfatiyazol, SM

R

Sulfamerazin

SMT:

Sulfametazin

SMX:Siilfametoksazol, SDM:Silfazdimetoksin,SCP:Sulfakloropyridizin, SQX:Sulfaquinoksilin,SDX:Sulfadoksin, TC:Te

trasiklin,OTC:OksitetrasiklinDC:Doksiklin ,CTC :Klortetrasiklin ES: Ege bélgesi sut érnekleri,

siit érnekleri |, IS: ig Anadolu bélgesi siit drnekleri
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MS: Marmara bdlgesi




Cizelge 4.9: (Devami)

Ornekler

SD

ST

SP

SMR

SMT

SCP

SDM

SMX

SQX

SDX

TC

oTC

DC

CTC

MS01

MS02

MSO03

MS04

MS05

MS06

MSO07

MS08

MS09

MS10

MS11

MS12

MS13

MS14

0,52

MS15

0,51

MS16

0,42

0,53

MS17

0,42

0,51

MS18

0,46

MS19

0,44

0,71

0,40

MS20

0,39

0,50

MS21

MS22

0,55

MS23

0,42

MS24

MS25

MS26

MS27

MS28

MS29

MS30

MS31

MS32

MS33

3,50

MS34

1,00

0,65

MS35

1,00

0,70

0,65

2,50
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Cizelge 4.9 : (Devami)

Ornekler

SD

ST

SP

SMR

SMT

SCP

SDM

SMX

SQX

SDX

TC

oTC

DC

CTC

1S01

1S02

iS03

iS04

IS05

IS06

iS07

IS08

1S09

iS10

1S11

IS12

iS13

iS14

IS15

IS16

iS17

IS18

IS19

iS20

iS21

S22

iS23

iS24

IS25

1S26

UHT sdtlerin 3 ayri bdlge olarak incelenmis olup 32 Adet Ege bdlgesi, 35 adet

Marmara Bdlgesi, 26 adet i¢ Anadolu bdlgesinde iretilip farkli markalarda istanbula

satisi sunulan toplam 93 adet UHT sit 6rneklerinde silfonamid ve tetrasiklin

kalintilari aranmistir (Cizelge 4.10).

50




Cizelge 4.10 : UHT Siitlerin Bélgelere Gére Pozitif Orneklerin Dagilimi

Bolge A+ | SD |ST|SP|SMR|SMT |SCP|SDM |SMX|SQX|SDX| TC | OTC | DC | CTC
E |n| 5 2 | -] - - 3 - 1 - -1 |1 - 1|1
n:32 |o6(1562|625| - | - | - [938| - |313] - - 1313313| - [313|313
iA |n| 6 S 3 - - - - - - 1 -1
ni26 lo52308| - |- |- | - |11,54| - - - - - - 385 - [385
W B I T B A I I 7 - 4 | 2 | 1|3 |1 2 - | 3
n:35 |%|54,28/20,00| - | - | - |20,00| - [11,43|572(286|857 (286|572 | - |857
Toplam|n| 30 | 9 |-|-| - | 18 | - 5 | 2| 1| 4 | 2 3 | 1|5
n:93 lo5(32,26/968| - | - | - |1398| - |5,38|215(1,08|4,30|2,15| 3,22 |1,08|5,38
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Ege bdlgesinde Uretilen 35 adet st 6rneginden 5 tanesinde sulfonamid ve tetrasiklin
grubu antibiyotikler tespit edilmigtir. Bes Ornekten 1 tanesinde; TC ve DC, bir
tanesinde; SDX ve CTC, diger bir tanesinde; SDM, iki ornekte ise SD,3 ornekte
SMT bulunmustur. Ege bdlgesinde Uretilen UHT sitlerdeki kalintilari miktarlarinin

Olcimleri Sekil 4.4 de gdsterilmigtir.

Ege Bolgesi

2,5

m 0,5 ng/g altinda

1,5
m 0,5ng/g- 1 ng/g arasinda

1
® 1ng/g- 2ng/g arasinda
0.5 I I I: 2ng/g Uzerinde
0
BEGLEBEEEECLRY
coopasnn 0°0

Sekil 4.4: Ege bdlgesinde Uretilen UHT sutlerindeki kalintilarin dlgilen miktarlarinin
dagilimi

Marmara bdlgesinde uretilen 35 adet st érneginden 19 tanesinde sulfonamid ve
tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edilmistir. Orneklerin; 2 tanesinde; SMX, OTC, 4
tanesinde; SDM, 3 tanesinde; SDX, 1 tanesinde; SQX, bir tanesinde; TC, diger 3
tanesinde; CTC,7 tanesinde; SMT, SD, bulunmustur. Marmara bdlgesinde Uretilen

UHT sutlerdeki kalintilari miktarlarinin élgimleri Sekil 4.5 de gdsterilmistir.
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Marmara Bolgesi

7
6
5
4 ® 0,5 ng/g altinda
3 m 0,5ng/g- 1 ng/g arasinda
2 = 1ng/g- 2ng/g arasinda
1 I | 2ng/g Uzerinde
BhGIEBEEEERREE
c% R o) ()

Sekil 4.5: Marmara bolgesinde Uretilen UHT sOtlerindeki kalintilarin = dlgtlen

miktarlarinin dagilimi

ic Anadolu bélgesinde Uretilen 26 adet siit érneginden 6 tanesinde sulfonamid ve
tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edimistir. Orneklerin; 3 tanesinde; SMT, bir
tanesinde CTC, 1 tanesinde de; OTC bulunmustur. i¢c Anadolu bdlgesinde Uretilen

UHT stutlerdeki kalintilari miktarlarinin délgtimleri Sekil 4.6 de gosterilmistir.

i¢ Anadolu Bélgesi

3 - m0,5ng/g altinda

2,5 - m0,5ng/g- 1 ng/g arasinda

® 1ng/g- 2ng/g arasinda

2ng/g uzerinde

e

o 01— O
SD
ST
SP
SMR

SMT fmm

SCP
SDM
SMX
SQX
SDX
TC

OTC st
DC

CTC |- |

Sekil 4.6: ic Anadolu bélgesinde (retilen UHT sitlerindeki kalintilarin dlgiilen

miktarlarinin dagihmi
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5. TARTISMA ve SONUG

istanbul piyasasinda satilan UHT, pastérize ve ¢ig sitlerde siilfoamid ve tetrasiklin
grubu antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi amaciyla LC-MS/MS yo6ntemi kullanilarak
30 pastorize, 26 ¢ig sut, 93 UHT st olmak Uzere toplamda 149 sut drneginde
sulfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotik kalintilarinin varhgr arastiriimistir.
Orneklerdeki antibiyotiklerin cesitlerini ve miktarlarini belirlemek icin 149 siit
orneginde LC-MS/MS yontemi uygulanmis ve bazi sut oOrneklerinde sadece
sulfonamid ya da tetrasiklin grubu, bazilarinda ise her iki gruptan antibiyotik
kalintisina rastlaniimistir.

Yapilan analizler sonucunda 149 sut 6rneginin 60 tanesinde (%40,27) cesitli
tetrasiklin ve sulfonamid grubu antibiyotikler bulunmustur. Higbir érnekte Tirk Gida
Kodeksinin belirlemis oldugu maksimum kalinti seviyesi olan 100 ug/L’yi asan
ornege rastlanmamistir.

Pozitif érnekler icerisinde en fazla oksitetrasiklin (%20,8), en az ise Sulfametoksazol
(%2,02) kalintisina rastlaniimasi dikkati ¢ekmektedir. UHT sdtlerin 30 tanesinde
antibiyotik  kalintisi  bulunmus sonuglar ¢i§ sit ve pastorize sitler ile
karsilastirildiginda, UHT sitlerde bulunan kalinti miktarlarinin ¢ok disik oldugu
go6rulmustur. Cig sutlerde 16 drnekte kalinti bulunmus en yiksek doksisiklin - (13,76
pa/kg), klortetrasiklin (11,8 ug/kg) ve Silfametoksazol (13,29 ug/kg) kalintilari tespit
edilmistir. Pastérize sitlerde ise en fazla OTC (%46,67) kalintisi saptanmisgtir. Sit
orneklerinin hic birinde ST, SP, SMR kalintilarina rastlanmamistir.

Analiz edilen 26 adet ¢ig orneklerinin (Cizelge 4.7) 16 tanesinde sulfonamid ve
tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edilmistir. Orneklerin; 14 tanesinde OTC, alti
tanesinde DC ve CTC,12 tanesinde TC, 1ltanesinde SMX, SDX ve SQX
saptanmistir. Cesitli martketlerde satilan 30 adet pastérize sut érneklerinin (Cizelge
4.8) 14 tanesinde sulfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotikler bulunmustur.
Orneklerin; 14 tanesinde; OTC, bir tanesinde; SDM, 2 tanesinde; CTC, SQX, SMT
dort tanesinde; SDX tespit edilmistir.

incelenen 93 adet UHT st érneklerinin (Cizelge 4.9) 30 tanesinde sulfonamid ve

tetrasiklin grubu antibiyotikler tespit edilmistir.
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Orneklerin 9 tanesinde SD, 14 tanesinde SMT, bes tanesinde SDM, 2 tanesinde TC
ve SMX, bir tanesinde SQX ve DC, 4 tanesinde SDX, CTC 3 tanesinde de OTC
bulunmustur. UHT sit 6érneklerini bolgelere gore dederlendirdigimizde; Marmara,
Ege ve i¢ Anadolu bdlgelerinde sonuglarda farklilik goriilmemis her (i¢c bdlgeden
alinan sut orneklerinde bulunan antibiyotik kalintilari yasal limitlerin ¢ok altinda
oldugu tespit edilmistir.

Cesitli Glkelerde sit ve sut Grdnlerine antibiyotik ilag kalintilarinin bulagsma olasiligi,
yasal duzenlemelere, denetim etkinliklerine, yetistiricilerin konuyla ilgili bilingli
olmalariyla dogrudan ilgilidir.

Amerikan Gida ve ilag dairesi (FDA)'nin 2015 yilinda aciklamis oldugu teknik rapor
gore antibiyotiklerin bilingli kullanildigini géstermektedir. Amerika’daki 50 eyalet ve
Porto Rico‘yu igeren calismada 2013 ve 2014 vyillari arasinda; st ornekleri
herhangi bir prosesden gecmeden antibiyotik kalintisi igin analiz edilmistir. Bu
periyot icerisinde yaklasik 4 milyon sit érneginde 31 adet farkl antibiyotik analiz
edilmis bu d6rneklerde sadece 700 sut ornedinde antibiyotik kalintisina rastlanmistir
(Anonim, 2015a).

Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) ve Diinya Saghk Orgiti (WHO), uzmanlar komisyonu
(JECFA) sit hijenine yonelik olarak hazirlanan teknik rapor sonuclarina gére ABD,
iskogya, ingiltere, Avusturalya gibi gelismis lkelerde 1962 yilina kadar siit ve sit
arinlerinde antibiyotik ila¢ kalintisi bulunma sikligi %13 civarindadir. Bu tarihten
itibaren gerekli dnlemlerin alinmasinda sonra bu oran olduk¢a dismustir. Bu
oranlar AB‘de 1990 ‘da %0,12, 1996°da %0,14, 2003'de % 0,0067, italya’da 2003'de
%0,034, llgiltere’de 2000 yilinda % 0,03,isve¢’te 1998 ile 2003 yillari arasinda
%0,26 ile % 0,08, irlanda’da 2003 yilinda %1 ve Kanada'da 2001 ile 2002 yilari
arasinda % 0 olarak rapor edilmistir. Bu rapor ayrica hijen kosullari agisindan az
gelismig, denetim yoninden vyetersiz kalan bazi udlkeler icin de sonuglar
icermektedir. Brezilya’da 2000 ile 2001 yillarinda %4 ile % 50, Hindistan’da 1995’de
%9, Polonya’da % 13 ile %22, Portekiz’de 1981 ile 1985 yillari arasinda %10 ile %
64 gibi yliksek dizeylerde kirlenme olugu bildiriimektedir (Ghidini, 2003; Moats ve
Romanowski, 1998; Leon, 1992; Barbosa ve di§g. 1990; Shitandi, 2002,
Anonim,2004; Anonim, 2005a; Anonim, 2005b).

Ulkemizde ve gesitli Ulkelerde silfonamid ve tetrasiklin grubu antibiyotik kalintilari
sutlerde arastirilmis ve farkh sonuglar elde edilmistir.

Ankara’da (Geger,2006) yapmis oldugu calismada Charm Rosa Test kullanilarak
satisa sunulan 100 adet UHT ve 100 adet pastérize sutler antibiyotik kalintisi igin
analiz edilmis, UHT sutlerin 10 tanesi, pastorize sutlerin 26 tanesi olmak Uzere

toplam 36 sit 6rnegi pozitif bulunmustur.

56



Daha sonra HPLC yontemiyle dogrulama yapilmis, pastorize sutlerin 17 tanesinde,
UHT sutlerin 3 tanesinde MRL seviyesini asan antibiyotik kalintisi tespit edilmistir.
Calismamizda pastdrize, UHT ve ¢ig st olmak Uzere toplamda 60 st drneginde
pozitif bulunmug fakat hicbir sut o6rneginde MRL seviyesini agan antibiyotik
kalintisina rastlanmamigtir. Ayrica LC-MS/MS cihazi kullanildigi igin dogrula
yapmaya gerek kalmamistir. Bu metodumuzun avantaji olarak gordlebilir. Pozitif
ornek sayisinin ¢ok olmasinin sebebi ise dedeksiyon limitlerine kadar goérebilecek ve
diger yontemlere gére daha hassas yontem(LC-MS/MS) kullaniimasi olabilir.

Tark Gida kodeksi maksimum limiti asan herhangi bir 6rnegdin bulunmadigi
calismamizda en fazla oksitetrasiklin (%20,8) tespit edilmis ve en ylksek degeri ise
11,19 ug/kg bulunmustur. (Geger,2006)in  yapmis oldugu c¢alismada ise
oksitetrasiklin 318,51 ug/kg, baska bir calismada ise analiz edilen 200 igme sUtl
orneginden sadece bir tanesinde limit Gzerinde (150 ug/L) oksitetrasiklin tespit
edilmistir (Kaya ve Filazi, 2010). Tespit etmis oldugumuz oksitetrasiklin miktarinin
MRL seviyesinde c¢ok cok altinda olmasi sit toplama ve alim merkezlerinde
antibiyotik kalinitlarinini tespitine énem verilmesi miktarin distk olmasina etkili
olabilecegi dusinilmektedir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin etkilerine karsi direngli
bakteri suslari ortaya ¢cikmasina ragmen veteriner hekimler tarafindan en ¢ok tercih
edilen OTC, Streptomyces rimosus bakteri tarafindan Uretilmekte, genis spektrumlu
oldugu igin o6zellikle sigirlarda solunum yolu enfesiyolari tedavisin olmak Uzere
bircok enfeksiyon tedavisinde kullaniimaktadir (Gureli, 2009).Oksitetrasiklin
kalintisinin bu kadar sik gdrilmesinin sebebi bu antibiyotigin yaygin olarak
kullaniimasina isaret etmektedir.

Elazig’da ise dort farkh bdlgelerden icme suti toplanarak 48 adet &rnekte
oksitetrasiklin, klortetrasiklin, tetrasiklin ve penisilin kalintisi arastiriimistir. Yapilan
analizler sonucu hicbir 6rnekte makisimum kalinti limitinin UGzerinde antibiyotik
kalintisi tespit edilmemistir(Kara, 2014).

Calismamizda da oldugu gibi kalinti limitinin Gzerinde antibiyotik kalintisinin
olmamasini Ureticilerin antibiyotiklerin sittten atilma surelerine 6nem verdiklerini
goOstermektedir.

iran’da ise UHT, pastorize ve ¢ig sit olmak (izere toplam 114 siit analiz edilmis;
klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve tetrasiklin kalintilari arastiriimigtir. Oksitetrasiklin en
yuksek ¢ig sutlerde tespit edilmis ve miktari 40ng/g ‘dir. Klortetrasiklin miktarlarinin
en yuksek degerleri ise pastorize sutlerde 330,9 pg/kg, UHT sutlerde 287,1 pg/kg,
¢ig sutlerde ise 340,8 ug/kg tespit edilmistir. Tetrasiklin ise pastérize sltlerde en
yuksek 18,3 ug/kg ,cig sitlerde 22,2 ug/kg bulunmustur (Abbasi ve dig.,2011).

Benzer bir calisma da GCek Cumhuriye’tinde yapilmigtir.
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Toplam 170 ¢ig sut érnegdi analiz edilmis tUm sitlerde oksitetrasiklin, klortetrasiklin
ve tetrasiklin antibiyotik kalintisi aranmistir. Analiz sonuclarina gére 86 sut
orneginde oksitetrasiklin bulunmus, en yiksek degeri 9,35 pg/L ‘dir. Klortetrasiklin
kalintisi higbir 6rnekte saptanmamis, tetrasiklin kalintis1 miktari ise en ylksek 24,47
pg/L bulunmustur (Navratilova ve dig.,2009). Calismamizda OTC (11,18 ug/kg),
CTC(11,8 ug/kg), TC (8,83 pg/kg ) ¢ig sutlerde fazla bulunmasi, antibiyotik
kallntilarinin gidalardan gegme olasiligini disundigimuizde c¢ig sut kullaniminin
diger sutlere gore riskli olabilecegini distnebiliriz.

Yine Ankara’da yapilan diger arastirmaya gore yedi farkli firmadan temin edilen 120
adet pastorize ve 120 adet ¢i§ sit analiz edilmistir. Toplam 240 6rnekte ampisilin,
amoksisilin, danafloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol, kloksasilin
kalinitilar1 arastiriimistir. Pastorize st oOrneklerinin sadece 1 tanesi 300ug/L
ampisilin kalintisi icerdigi tespit edilmistir (Karagal, 2004).

Kenya’da yapilan bir galismaya goére 1109 adet ¢ig sut analiz edilmis 165 (%14,19)
numunede pensilin G kalintisi bulunmustur. Pozitif numunelerin 118 tanesinde
penisilin icin maksimum kalinti limiti olan 4 ug/kg Gzerinde sonuglar tespit edilmistir
(Shitandi, 2001). Ulkemiz disinda yapilan arastirmalara diger bir calisma
Pakistan’da yapilmistir. Toplam 137 &rnekte B-laktam grubu antibiyotik kalintisi
analiz edilmisg, sut érneklerin %36,5’i pozitif bulunmustur. Pozitif sit érneklerinde en
yuksek miktarda penisilin (400 pg/L) bulunmus bunun disinda ise Orneklerde
ampisilin (141) pg/L, amoksisilin (190 ug/L) kalintisi tespit edilmistir (Khaskheli ve
dig., 2008).

Sutlerde ¢ok sik rastlanan tetrasiklin ve sulfonamid grubu antibiyotik kalintilarinin
disinda penisilin gibi B-laktam grubu antibiyotiklerin de kalinitlarina rastlamak
mumkun olacagindan bu antibiyotik kalintilarinin da miktarlarinin tespit edilmesi
gerektigi dugunulmustar.

Tetrasiklin grubu antibiyotikler buyuk bir kismi idrar yoluyla, az olarak da safra
yoluyla atilirlar. Safra yoluyla bagirsaklara gelen tetrasiklin grubu antibiyotiklerin bir
kismi geri emilir. Daha sonra enterohepatik dolagima karisarak sute de gectigi
bilinmektedir (Kaya ve dig., 2000). Analizlerin sonuglar elde edilen sonuglar az
miktarda da olsa antibiyotiklerin site gectigini gostermektedir. Sut 6rneklerinde
tetrasiklin grubu antibiyotiklerin fazla gérilmesini buna baglamamiz mimkunddr.
Son yillarda direng sorunun baslica nedeni olan hayvancilikta asiri ve bilingsiz
antibiyotik kullanimi, antibiyotik direncini arttirmakla beraber kalinti iceren gidalarin

yaratmis oldugu enfeksiyon riskini de arttirmistir.
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Sut ve sut Urunlerinden insanlara diren¢g geni tasinmasi kontamine gidalarin
tiketiimesiyle hayvanlardan insanlara transferi ile gergceklesmektedir. Gida kaynakl
enfeksiyonlar son yillarda sekil degistirmistir. Avrupa’daki birgok Ulkede, Listeria
EHEC bakterisi tarim Grunleri kaynakl hastaliga ve olumlere neden olmus, ciddi
ekonomik kayiplar meydana getirmistir (Anonim, 2015b).

Yapilan analizler neticesinde Istanbul’da satisa sunulan sitlerin  %40,27'de
tetrasiklin ve silfanamid grubu antibiyotik kalintisi icerdigi, ancak higbirisindeki
antibiyotik kalinti seviyesinin yasal limit olan 100 pg/kg’t gegmedigi tespit edilmistir.
Elde edilen bulgular incelenen érneklerin yasal agidan bir sorun olusturmadigini
goOstermektedir. Bu durum igme sutl Ureticilerinin piyasaya sunduklari Grdnlerin
antibiyotik icerigi konusunda hassasiyet gosterdiklerine isaret etmektedir. Diger
taraftan yasal limitler dahilinde olmakla birlikte sutlerin yariya yakin kisminin
antibiyotik kalintisi igermesi antibiyotik verilmis hayvanlardan gerekli arinma stresi
dolmadan elde edilen sutlerin tuketime verildigi seklinde deg@erlendirilebilir. Cig
sutlerdeki antibiyotik kalinti  miktarlarinin  gerek pastérize gerekse UHT
sutlerindekinden ylksek bulunmasi ise acikta satilan sUtlerin riskli oldugunu

dogrulamaktadir.
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EKLER

EK A: Kalibirasyon Egrileri

Sekil A.1: Doksisiklin ve Tetrasiklin Kalibrasyon Egrileri

Sekil A.2: Oksitetrasiklin ve Klorotetrasiklin Kalibrasyon Egrileri
Sekil A.3: Silfadiazin ve Silfadiazin Kalibrasyon Egrileri

Sekil A.4: Sulfapiridin ve Silfamerazin Kalibrasyon Egrileri

Sekil A.5: Sulfametazin ve Sulfakloropiridazin Kalibrasyon Egrileri
Sekil A.6: Sulfadimetoksin ve Sulfametoksazol Kalibrasyon Egrileri

Sekil A.7: Sulfadoksin ve Sulfakinozalin Kalibrasyon Egrileri
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Doksisiklin

DC - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Oksitetrasiklin

OTC -7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
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Silfadiazin

SULFADIAZIN - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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101 2 3 45 6 7 8 9 101

Silfatiyazol

SULFATHIAZOLE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

9 x10471y=2398.399354 * x - 632.084141
2 g | R%2=0.98722932 °

112 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

101 2 3 45 6 7 8 9 10 1

Sekil A3
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Sulfapiridin

SULFAPYRIDINE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
@ %104 | y=3369.730875 * x - 692.766865
@ 5 R"2=0.99004160 °
2
o
@ 6

5,

[ ]

4,

3,

2,

‘],

O,

4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Silfamerazin
SULFAMERAZINE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
2 x104 | y=1897.436842 * x - 251.564703
@ 1R*2=0.99318163 °
g
2 35
x

3,

251 L]

2,

1.54

1,

0.5

0,

101 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Sekil A4
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Silfametazin

SULFAMETHAZINE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

104 | y = 4437.883044 * x +295.795390
1 R"2 = 0.99944591

©

Responses

112 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

401 2 3 45 6 7 8 9 10 1

Sulfakloropiridazin

SULFACHLOROPYRIDAZINE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

2 x1047 y = 1689.742684 * x - 118.968855
2 " 351 R"2=0.99555132 °

112 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

101 2 3 45 6 7 8 9 10 1

Sekil A5
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Sulfadimetoksin

SULFADIMETHOXIN - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
® x105 | y=11284.198767 * x - 223.463790

2 R"2=0.99777941 [)

401 2 3 4 5 6 7 8 9 101 121 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Sulfametoksazol

SULFAMETHOXAZOLE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

9 x104|y=1287.841885* x - 96.922416
n R"2=0.99547310 ()

Response
N
_l‘>

A0 1 23 456 7 8 9101 12114151617 181 20 2
Concentration (ng/ml)

Sekil A6
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Silfadoksin

SULFADOXIN - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

9 4105y = 7371.235877 * x +162.047423
0 R"2 = 099665758 °

0.8+
0.6+
0.4+

0.2+

401 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Sulfakinozalin

SULFAQUINOXALINE - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

@ x104 | y=1646.729956 * x +369.261120
- R"2 = 0.99701639

101 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21
Concentration (ng/ml)

Sekil A7
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OZGEGMIS

Ad- soyadi: YASEMIN SARAC

Dogum Tarihi ve Yeri: 10.06.1980/ ISTANBUL

E-posta: sarac.yasemin@hotmail.com

Ogrenim Durumu: 1997, Taksim Atatiirk Lisesi ,

Lisans: istanbul Universitesi Mihendislik Fakdltesi, Cevre Miihendisligi Balimi
MESLEKI DENEYiM

Analist, Hohentein Institute Cevre Endustriel Analiz Laboratuvari , Aralik 2001-
Haziran 2004

Enstrumental lab supervisor, SGS Supervise Goézetme Etid Kontrol Servisleri A.S,
Haziran-2004-Ocak 2013

Aplikasyon (kromatografi) validasyon supervisor, SGS Supervise Gozetme Etud
Kontrol Servisleri A.S, Haziran-2004-Ocak 2013

Aplikasyon ve Method gelistirme Uzmani (ARGE ), Jasem Laboratuvar Sistemleri
ve Cozimleri A.S , Subat 2013-

SERTIFiKA BILGILERI

Katilim,Sem lab kromatografi musteri Destek Grubu - 05.2013,Agilent Technologies
6460 LCMSMS kullanici egitimi

Katilim, Sem lab kromatografi musteri Destek Grubu - 07.2012,Agilent Technologies
6460 LCMSMS kullanici egitimi

Katilim, Sem lab kromatografi musteri Destek Grubu - 05.2012,Agilent Technologies
7000 GCMSMS kullanici egitimi.

Egitim,Imeco Industrial Management & Engineering - 01.2012,iletisim Bilinci

Katilm,SGG supervise gozetme etlid kontrol servisleri A.S - 10.2011,Basin¢h Gaz
TUplerinin Gluvenli Kullanimi

Katilim,Sem lab kromatografi musteri Destek Grubu - 09.2011,Agilent Technologies
6460 LCMSMS kullanici egitimi.

Konferans,SGS INSTITUT FRESENIUS - 03.2011,PESTICIDE RESIDUES IN
FOOD 6TH FRESENIUS CONFERENCE

Katilim,SGG slpervise gozetme etlid kontrol servisleri A.$ - 12.2010,SGS Annual
Integrity Training 2010

Katilim,Sem lab kromatografi musteri Destek Grubu - 07.2010,Agilent Technologies
7500 ICPMSMS kullanici egitimi.

Egitim,SGS supervise gozetme etlid kontrol servisleri a.s - 01.2010,is saghg ve
guvenligi egitim sertifikasi
Egitim basari sertifikasi,kalite rehberi - 10.2009

TS EN ISO /IEC 17025 :2005 Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin Yeterliligi
icin Genel Sartlar
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SEMINER VE KURSLAR

10 th European Pesticide Residue Workshop, EPRW 30 haziran-3 Temmuz 2014
Convention Center Dublin,

SGS GLOBAL CTS MARKETING , INTERNAL WEBINAR PROGRAMME 2012 :
Heavy Metal Analysis in Food Best Practices, Konusmaci: Yasemin Sarag¢

TS EN ISO /IEC 17025:2005 Deney ve Kalibarasyon Laboratuvarlarinin yeterliligi
icin genel sartlar, KALITE REHBERI 04.10.2010 - 05.10.2010 (10 Hours)

Agilent Technologies 1200 HPLC sistemi ve chemstation sofware,SEM LAB
01.12.2009 - 03.12.2009 (20 Hours)

Kimyasal maddelerle calismalarda alinmasi gereken gulvenlik tedbirleri,DETAM
04.11.2009 - 04.11.2009 (4 Hours)

Temel is saghgi ve guvenligi egitimi,Global egitim merkezi 04.04.2007 - 04.04.2007
(4 Hours)

Laboratuvar guvenligi bilgilendirme egditimi,SGS supervizer gézetme etid kontrol
13.11.2006 - 13.11.2006 (4 Hours)

Maintenance ,Principles & Practices of 200 1on trap GCMS traning course,varian Itd
oxford England 30.10.2006 - 03.11.2006 (20 Hours)

Varian GC-MSD workstation data handling traning course,Varian ltd oxford England
30.10.2006 - 03.11.2006 (20 Hours)

Agilent technologies 1100 Ic/msd trap software ve aplikasyon uygulamalari,SEM
LAB 14.06.2004 - 25.06.2004 (50 Hours)

HP 5972 Gaz kromatografi -mass selective dedector,SEM LAB 08.12.2003 -
08.12.2003 (5 Hours)

LC-DAD,dolunay egitimmerkezi 10.11.2003 - 10.11.2003 (5 hours)
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