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Tavuk Kas Dokularinda LC-MS/MS ile Goklu Antibiyotik
Kalintilarinin Taranmasi

Bu cgalismada, tavuk eti orneklerinde florokinolon (n=10), tetrasiklin (n=4), makrolid (n=3),
stlfonamid (n=7), penisilin (n=7), sefalosporin (n=3), amfenikol (n=2) ve trimetoprim (n=1)
gruplarini iceren antibiyotik kalintilarinin (n=37) varligi arastirildi. Hatay, Adana, Gaziantep, Mersin
ve Osmaniye illerinde farkh yerel satis noktalarindan toplanan 6rneklerde (gogis eti, n=25) secilen
antibiyotiklerin konsantrasyon analizleri LC-MS/MS ile gergeklestirildi. Calismada, test edilen
numunelerde tespit edilebilir bir antibiyotik kalinti konsantrasyonu saptanmadi. ilaveten, hayvansal
gidalardaki coklu antibiyotik kalintilarinin belirlenmesinde LC-MS/MS yonteminin yararlihgi, bu
alandaki mevcut bilgileri destekleyici olarak gésterildi. Sonug olarak, tavuk eti tiketiminin segilen
antibiyotik kalintilar agisindan halk sagligi igin herhangi bir risk olusturmadigi séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik kalintisi, halk saglgi, tavuk, LC-MS/MS

Multi-Class Antibiotic Residue Screening of Chicken Muscle by LC-MS/MS

This study was conducted to investigate the occurrence of antibiotic residues (n=37) including
fluoroquinolone (n=10), tetracycline (n=4), macrolide (n=3), sulphonamide (n=7), penicillin (n=7),
cephalosporin (n=3), amphenicol (n=2) and trimethoprim (n=1) groups in chicken meat samples.
Concentration of selected antibiotics in samples (breast meat, n=25), which were collected from
different local markets in Hatay, Adana, Gaziantep, Mersin and Osmaniye provinces, were
determined by LC-MS/MS. In the current study, no detectable concentration of antibiotic residues
was found in the tested samples. In addition, the usefulness of LC-MS/MS method to identify multi
antibiotic residues in foods of animal origin has been also proven to support the existing knowledge
in this area. Finally, it is reasonable to assume that chicken meat consumption poses no risk for
public health in terms of selected antibiotic residues.

Key Words: Antibiotic residues, public health, chicken, LC-MS/MS

Girig

GinUimuzde antibiyotikler tavukguluk endistrisinde hastaliklarin  tedavisi,
onlenmesi ve dolayisiyla hastaliklara bagli olusan ekonomik kayiplarin éniine gecilmesi
agisindan énemlidir (1). Amerikan Gida ve ilag Dairesinin yayinladigi rapora gére 2015
yilinda hayvansal Uretimde yaklasik 15.6 milyon kg antibiyotik tuketildigi saptanmistir
(2). Turkiye’de hayvansal uretimde antibiyotik kullanim miktarina yonelik resmi bir veri
bulunmamakla birlikte florokinolon grubu (FK); [danofloksasin (n:1)], tetrasiklin grubu
(TS) [tetrasiklin (n:1), oksitetrasiklin (n:28), klortetrasiklin (n:6)], makrolid grubu (ML)
[eritromisin (n: 12), tilozin (n: 30)], stlfonamid grubu (SFN) [sulfadiazin (n:7)], penisilin
grubu (PEN) [amoksisilin (n: 37)], aminoglikozid grubu (AG) [gentamisin (n:2), neomisin
(n: 33)], amfenikol grubu (AF) [tiamfenikol (n: 3)], linkozamid grubu (LZ) [linkomisin
(n:34)], polimiksin grubu (PM) [kolistin (n: 25)] ve tiamulin (TML) (n: 2) etken maddelerini
kapsayan 25’i ithal, 169'u yerli olmak Uzere toplam 194 preparat broiler yetigtiriciligi
alaninda ruhsatlandiriimigtir (3).

Veteriner antibiyotiklerin gereginden fazla kullanimi ve kullanim sonrasi yasal
arinma surelerine uyulmamasi sonucu et, sit, yumurta gibi hayvansal Urinlerde
kalintilarin gézlenmesine neden olmaktadir. Hayvansal gidalardaki antibiyotik kalintisi
insanlarda alerjik reaksiyonlar, gastro-intestinal hastaliklar ve direngli bakteri suslarinin
gelismesi gibi olumsuz etkilere yol acabilmektedir (1, 4, 5). Antibiyotiklerin dislik dozda
uzun sure kullaniimalari; bakteriler Gzerinde secici baski olusmasina ve dolayisiyla
antibiyotiklere direncli bakterilerin ¢ogalmasina neden oldugu yapilan calismalarla
ortaya konulmustur (6, 7). Kalinti yoluyla insan sagligi Uzerinde meydana getirdikleri
riskler yaninda ana bilesik ya da metabolitlerinin gibre olarak kullanilan digkilarla
atilmalari sonucu 6nemli gevresel sorunlara neden olabilmektedirler (8). Bundan dolayi
Turkiye ve Avrupa Birligi Uyesi lilkelerde gegmis yillarda blyltme faktori olarak (dusik
konsantrasyonda uzun siire) kullanilan antibiyotiklerin (monensin, salinomisin vs.) bu
amagcla kullanimlari 2006 yilinda yasaklanmasina karsin dretimin blylk bir kisminin
yapildigi Amerika, Kanada, Brezilya ve Cin gibi Ulkelerde antibiyotikler biyttme faktéra
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olarak hala kullaniimaktadir (9-12). Tiketime sunulan
hayvansal gidalarda glvenligi saglamak amaciyla
Tuarkiye ve Avrupa Birligi Ulkeleri, hayvansal gidalarda
bulunabilecek maksimum kalinti  limitlerini  (MKL)
belileyen ydnetmelikler yayimlamiglardir (13, 14).
GlUnumdizde dunyanin farkli bdlgelerinde hayvansal
Urinlerde AF, SFN ve FK gibi antibiyotik gruplarinin
kalintilari  bildiriimektedir (1, 15). Dolayisiyla, dinya
genelinde hayvanlarin yenilebilir dokularinda antibiyotik
kalinti varhdinin izlenmesi halk saghgi agisindan oldukca
6nemlidir.

Turkiye'de tavuk etlerinde antibiyotik kalintisinin
arastirlldigi calismalar olsa da ¢ogunda tek antibiyotik
grubu Uzerine odaklaniimistir (16, 17). Yapilan bu
galismada sivi  kromatografisi tandem kitle/kitle
spektrometresi (LC-MS/MS) cihazinda Turkiye’nin 5
farkl sehrinde (Adana, Gaziantep, Hatay, Mersin ve
Osmaniye) tiketime sunulan tavuk kas dokularinda 7
farkh gruptan toplam 37 adet broiler yetistiriciligi
alaninda ruhsatli olan ve olmayan antibiyotiklerin
kalintisi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Numunelerin Toplanmasi: Adana, Gaziantep,
Hatay, Mersin ve Osmaniye illerindeki perakende satis
noktalarindan toplanan (n=25; her bir ilden lokal ve
ulusal farkli markalara ait bes 6rnek) tavuk gégus etleri
soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve —20 °C’de
analiz asamasina kadar muhafaza edildi.

Kimyasal ve Standartlar: Calismada kalintilari
aranan antibiyotikler (FK; [norfloksasin, siprofloksasin,
enrofloksasin, danofloksasin, difloksasin,
marbofloksasin, flumekuin, nalidiksik asit, sarafloksasin,
oksolinik  asit], TS; [tetrasiklin, oksitetrasiklin,
klortetrasiklin, doksisiklin], ML; [tilmikosin, spiramisin,
tilosin], SFN; [sulfaklorpridazin, sulfatiyazol, sulfadiazin,
stlfadimetoksin, sllfametoksazol, sllfamerazin,
sulfakinoksalin], PEN; [penisilin G, ampisilin, amoksisilin,
kloksasilin, dikloksasillin, nafsilin, oksasilin],
sefalosporinler (SS); [sefaleksin, sefapirin, seftiofur], AF;
[kloramfenikol, florfenikol] ve trimetoprim (TP) ve diger
kimyasallar (asetonitril, formik asit, metanol, oksalik asit,
sodyum hidroksit ve etilendiamintetrasetik asit) Sigma-
Aldrich (Seelze, Almanya), Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Almanya), Merck (Darmstadt, Almanya)'den temin edildi.
Analiz ve validasyon ¢alismalari i¢in stok soltsyonlar (50
ug mL™?) hazirlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.

Ekstraksiyon ve Analize Hazirhk: Tavuk kas
dokularindaki antibiyotik kalintilarinin ekstraksiyon iglemi
icin 3 g numune 50 mL’lik vida kapakl tlp i¢ine alindi ve
200 pyL 0.1 M EDTA ve 15 mL %70’lik metanol eklendi.
Karigim ultratoraks vasitasiyla 1 dk homojenize
edildikten sonra 3800 x g’'de 5 dk santrifiij edildi. Elde
edilen siupernatant (500 pL) polipropilen tlpler igine
alindi ve 2 mL saf su eklenerek karistirildi. Son olarak
karisim 0.45 pym’lik filtreden suizildd (18, 19). Numuneler
arasinda capraz kontaminasyonu o6nlemek igin
ekipmanlarin temizligi yapildi ve hekzanla durulandi.

Enstriimantal Analiz, Cihaz calisma sartlan:
Antibiyotik kalintilarinin enstriimantal analizleri kantitatif
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olarak sivi kromotografi (LC) (Shimadzu, Kyoto, Japan)
sistemine baglanmig tandem kitle spektrometresi
(MS/MS) (AB SCIEX, Toronto, ON, Kanada) ve elektro-
sprey iyonizasyon (ESI) probu ile donatiimig LC-MS/MS
sistemiyle Tablo 1'de belirtilen cihaz sartlarinda
gerceklestirildi. Ekstraktlar LC-MS/MS sistemine 0.3 mL
dk® hizinda 20 uL enjekte edildi. Hayvansal kas
dokularinda cgalisilan ¢oklu antibiyotik kalintilari igin
onceki calismamizda (20) detayh bir sekilde verilen
metot validasyonu dogrultusunda Olgum araligi, tespit
limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), geri kazanim ve kesinlik
parametreleri Uzerinden yapildi (21). Geri kazanim
oranlari %23-119, LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla
0.3-2.5 ile 0.1-5.8 araliginda belirlendi.

Tablo 1. LC-MS/MS cihazi ¢alisma sartlari
LC Shimadzu

MS/MS API 3200
A:Formik asit, 0.1 mM Oksalik asit ve su
Mobil Faz  B: Formik asit, 0.1 mM Oksalik asit +
asetonitril
Mobil Faz -1
Akis 0.3 mL dk
Synergi Fusion-RP 100A
Kolon o
50X2.0 mm partikdl ¢api: 2.5 ym
Enjeksiyon
Hacmi 20 uL
lyon Sprey  \egatif: ~4500 V Poritif: 35 V
voltaji
Nebulizer 40 PSI
Basinci
oz 60 PSI
asincli
MS Gaz o
Sicakig ~ 400°C
Bulgular

Turkiye’'nin 5 farkli sehrinde (Adana, Gaziantep,
Hatay, Mersin ve Osmaniye) tiiketime sunulan tavuk kas
dokularinda 7 farkh gruba ait antibiyotik kalintilarinin LC-
MS/MS cihazinda arastirildidi bu ¢alismada, segilen 37
antibiyotigin standart sollisyon kromotogramlari Sekil
1'de verilmigtir.

Yapilan analiz sonucunda kanatl saghgi alaninda
ruhsatli ve ruhsatli olmayan antibiyotiklerden secilen FK
(n=10), TS (n=4), ML (n=3), SFN (n=7), PEN (n=7), (SS)
(n=3), AF (n=2) ve TP (n=1) grubu coklu antibiyotik
(n=37) kalintisina rastlaniimamistir.
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Norfloksasin Doksisiklin Amoksisilin

Siprofloksasin Tilmikosin Kloksasilin
Enrofloksasin Spiramisin Dikloksasilin
Danofloksasin Tilozin Nafsilin
Difloksasin Siilfaklorpridazin Oksasilin
Marbofloksasin Siilfatiyazol Sefaleksin
Flumekuin Siilfadiazin Sefapirin
Nalidiksik Asit Siilfadimetoksin Seftiofur
Sarafloksasin Siilfametoksazol Kloramfenikol
Oksolinik Asit Siilfamerazin Florfenikol
Tetrasiklin Siilfakinoksalin Trimetoprim
Oksitetrasiklin .I Penisilin G Negatif
Klortetrasiklin Ampisilin ]

Sekil 1. Segilen 37 antibiyotik igin standart
solusyonlarin kromatogramlari ile negatif pik

Tartisma

Artan kuresel besin ihtiyaci ve paralelindeki tretim
miktarlari dolayisiyla gida degeri olan hayvanlarda
antibiyotik kullaniminin, mortalite ve hastalik sikhdini
azaltarak hayvan saghgina 6nemli katkilar sagladigi
rapor edilse de (1, 22) diger hayvansal Urinler gibi
kanath yetistiriciliginde de antibiyotiklerin kullanimi ciddi
olarak tartisilmaktadir (22).

Hayvansal dokularda c¢oklu antibiyotik kalintisinin
hizli, glvenilir ve tekrarlanabilir analizler ile belirlenmesi
Uzerine son yillarda pek ¢ok metot gelistirilmigtir. LC-
MS/MS ve HPLC gibi kromotografik metotlarin bu

intiyaca cevap verebildigi daha ©6nceki yapilan
calismalarda ispatlanmistir (4, 5, 18).

Turkiye’de konuyla ilgili yapilan calismalari,
antibiyotiklerin hayvan yetistiriciliginde yemden

yararlanmayi artirmak igin kullanilmalarinin 2006 yilinda
yasaklanmasi 6ncesi ve sonrasi olarak degerlendirmek

Haziran 2018

daha dogru bir yaklasim olacaktir. Bu acidan,
yasaklamadan o6nce Akar (23) tarafindan Ankara’da
yapilan calismada 350 adet tavuk eti ve karacigeri
Orneklerinde ince tabaka kromotografisi ydntemiyle
yapllan taramada tavuk etlerinin  %5.7’si ile
karacigerlerin %3.4’tinde kloramfenikol, eritromisin ve
tilozin kalintisi tespit edilmistir. Ayni bdlgede yapilan
baska bir calismada (24) toplanan 50 adet tavuk
numunesinde (kas, karaciger, bodbrek ve dalak)
oksitetrasiklin, kloramfenikol ve ¢inko basitrasin kalintisi
taranmigtir. Calisma sonunda tavuk numunelerinde
oksitetrasiklin, kloramfenikol ve ¢inko basitrasin
kalintisina rastlanmamigtir.  Antibiyotik  kullaniminin
yasaklanmasi sonrasi Bursa'da yapilan bir ¢alismada
marketlerden toplanan 60 adet tavuk etinde LC-MS/MS
cihazinda TS grubu (klortetrasiklin,  doksisiklin,
tetrasiklin, oksitetrasiklin) antibiyotik kalintisi
arastinlmigtir. Tavuk numunelerinin 4’inde doksisiklin
(19.9-35.6 ug kg'l) ve bir tanesinde de tetrasiklin (17.2
Mg kg'l) kalintisina rastlanmakla birlikte MKL’nin altinda
olduklar tespit edilmistir (16). Metli ve ark. (25)
tarafindan Antakya’daki 34 farkli marketten toplanan
tavuk cigerlerinde 7 gruptan toplam 38 antibiyotik
kalintisi LC-MS/MS cihazinda calisiimistir. 33 tavuk
numunesinde antibiyotik kalintisina rastlanmazken
sadece 1 numunede TP (2985 ug kg%) ve
stilfometoksazol (312.8 ug kg™) kalintisina rastlanmis ve
kalinti seviyelerinin MKL'den yiksek oldugu tespit
edilmigtir. Bu ¢calismalarin (16,25) aksine Er ve ark. (17)
yaptiklari bir calismada ise Ankara’daki marketlerden
toplanan 127 adet tavuk etinde ELISA yontemi ile
orneklerin  %45.7  (58/127)sinde FK kalintisina
rastlamiglardir. Fakat kalinti analiz yontemlerinin (ELISA
ve LC-MS/MS) Kkarsilastirlmasi amaciyla yapilan bir
calismada kloramfenikol kalintisi agisindan ELISA
yontemi ile tespit limitinin Gzerinde tespit edilen 15 pozitif
numunenin 13 tanesinin hatali pozitif olarak belirlendigi
ve 45 negatif numuneden 1 tanesinin ise pozitif oldugu
LC-MS/MS ydntemi ile yapilan tarama sonucunda ortaya
konulmustur (26). Benzer sekilde yapilan bagka bir
calismada da ELISA ile yapilan antibiyotik kalinti
analizlerinde pozitif bulunan sonuglarin  bazilari,
kromotografi ~ yontemleri ile (GC-MS, LC-MS)
dogrulanamamis ve ELISA ile antibiyotik kalinti
taramalarinda yanlis pozitif sonuglar c¢ikabilecegi
belirtiimistir (27).

Bu calismanin sonuglar ile benzer olarak Avrupa
Birligi'nin konuyla ilgili 2012 yilinda yayinladigi kalinti
tarama sonuglar incelendiginde 27 Avrupa Birligi
Ulkesinden toplanan 18412 kanatl numunesi (FK, ML,
SFN, TS, AG, PEN, SS vs.) antibiyotik kalintilar
acisindan taranmistir. Kanatli numunelerinde %0.12
(23/18412) oraninda antibiyotik kalintisi tespit edilmistir.
En cok kalintisina rastlanan antibiyotigin doksisiklin
oldugu rapor edilmistir (28).

Avrupa Birligi Ulkelerinin aksine, Vietnam gibi balik
yetistiriciliginin  yaygin  olarak yapildigi Ulkelerde
hayvansal uretimde antibiyotik kullanimi uzerine MKL
gibi yasal limitler bulunmamaktadir (15). Uzakdogu'da
konuyla ilgili cahsgmalar incelendiginde; Vietnam’da
yapilan bir calismada 156 tavuk (148 kas, 8 karaciger)
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numunesinde LC-MS/MS cihazinda B-laktam, FK, ML ve
SFN gruplarindan 28 antibiyotik kalinti diizeyi calsiimis
ve Orneklerin %17.3'inde (27/156) SFN (sulfaklozin ve
sulfamonometoksin), FK (enrofloksasin, difloksasin ve
norfloksasin) ve ML (tilmikosin) grubu antibiyotik
kalintilarina rastlanmigtir. Higbir tavuk numunesinde
PEN ve SS grubu antibiyotik kalintisina rastlanmamigtir
(15). Jang ve ark. (29) tarafindan yapilan calismada
Guney Kore'nin farkli sehirlerinden toplanan 369 hayvan
(21 tanesi tavuk) ve deniz Urininde elektrosprey
iyonizasyon tandem kutle spektrometresi ile birlestiriimis
ultra performansli  sivi  kromatografisi (UPLC-ESI-
MS/MS) cihazinda TP kalintilari arastinlmistir. Calisma
sonunda tavuk  numunelerinde TP  kalintisina
rastlanmamistir. Tokyo’da yapilan benzer bir ¢alismada
(30) marketlerden toplanan 10’ar adet kas Orneklerinde
(s1gir, tavuk ve domuz); LC-MS/MS cihazinda B-laktam,
TS ve ML gruplarindan toplam 19 adet antibiyotik
calisiimis ve tavuk kaslarinda antibiyotik kalintisina
rastlanmamistir.

Orta doguda konuyla ilgili yapilan c¢alismalar
incelendiginde; Attari ve ark. (1) tarafindan iran
(Tebriz)'daki marketlerden toplanan 90 adet (35 gbégus,
35 bacak kasi ve 20 adet karaciger) tavuk numunesinde
ELISA yontemi ile enrofloksasin ve kloramfenikol
kalintisi  arastinlmistir.  Kas  numunelerinden 20
tanesinde kloramfenikol ve 63 tanesinde enrofloksasin
kalintisina rastlanmigtir. Kas numunelerinin ortalama
enrofloksasin seviyesi MKL (30 ng g*ynin altinda
bulunmustur. Kloramfenikol kalintisina rastlanan tavuk
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ciftliklerinde illegal kullanimin oldugu iddia edilmistir.
Ancak ELISA cgalismasi sonucunda elde edilen veriler
kromatografik bir analiz ile desteklenmedigi igin
sonuglarin giivenilirligi dogrulanmalidir. iran’da yapilan
baska bir calismada (31) tavuk karaciger, bébrek ve kas
dokusunda HPLC cihazi ile enrofloksasin kalintisi
arastinilmistir. Tim 6rneklerde enrofloksasin kalintisina
rastlanmakla birlikte kas dokularindan 8, karaciger
dokularindan 12, bobrek dokularindan 22 tanesinde
kalinti seviyesi MKL (30 ng g™) dizeylerinin istiinde
tespit edilmistir.
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ton olarak gergeklesmistir (34).
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