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OZET

Bilici N.(2008). istanbul’da tiiketime sunulan kanath et ve yumurtalarinda Lasalosit, Salinomisin
kahint1 diizeyleri ile farkh 1s1 islemlerinin kalinti diizeylerine etkisinin arastirillmasi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Koksidiyozis protozoonlardan 6zellikle Eimerialar tarafindan meydana getirilen intestinal harabiyet ve
emilim problemleri ile direkt negatif ekonomik etkinliklerinden dolayr maddi olarak son derece
onemlidir. Koksidiyozisi onlemek amaciyla bir¢ok ila¢ kullanilagelmis halen de bu alanda arayislar
siirmektedir. Giiniimiizde kullanilan bir ¢ok aktifin yanisira karboksilik iyonoforlardan da monensin,
salinomisin, narasin, lasalosit, maduramisin, semduramisin kullanilmakta, farkli kombinasyon ve
dozajlamalarla arayislar halen devam etmektedir. Bu calismada ilk olarak Istanbul’da tiiketime arz
edilen tavuk eti ve yumurtalardan aldigimiz 150’ser ad. ornek lasalosit ve salinomisin yoniinden tarandi.
Daha sonra optimal yedirme kosullarinda lasalosit ve salinomisin ile beslenen broylerlerden alinan
orneklerde lasalosit ve salinomisin diizeylerine bakildi. Belirtilen kosullarda Yapilan yedirme
denemeleri sonrasinda 1. 3. ve 5. ve 7. giinlerde alinan dokularda yapilan analizlerden sonra 1. 3.ve 5.
giinlerde tespit edilen kalintil1 dokulardan 1. ve 3. giin dokular kizartma, haglama, +4°C’de bekletme ve
dondurma islemlerine tabi tutuldu. Sonug olarak lasalosit ve salinomisin kalintilarinin 1s1l islemlerden
etkilendikleri tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Lasalosit, Salinomisin, 1yonofor antikoksidiyal ilag, Kalint1 diizeyi, Is1 iglemi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje
No: 1224
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ABSTRACT

Bilici N. (2008).Istanbul University, Institute of Health Science, Pharmacology and Toxicology
Department. Doctorate Thesis. Istanbul.

Research of Lasalocid and Salinomycin residues which are member of Ionophore
anticoccidial drugs and effects of different heat factor on the residue levels in poultry tissues and
products.

Coccidiosis, which is primarily caused by Eimeria sp., is an important disease because of its
economic impact since it causes destruction of intestinal tissue and malabsorbtion. Although numerous
drugs have been used against coccidiosis, researches on more effective new anticoccidial drugs are
ongoing. In addition, different combinations and dosing regimens of currently used active substances
including carboxylic ionophores such as monensin, salinomycin, narasin, lasalocid and maduramycin are
still studied. In this study, 150 chicken meat and 150 egg samples choosen from those to be consumed in
Istanbul were analyzed for lasalocid and salinomycin residues. Besides, the samples taken from broilers
fed with diet containing lasalocid and salinomycin in optimum feeding conditions were tested for the
same substances. The test results of these samples, which were taken on 1 3rd, 5% and 71 days after the
exposure, showed that the residues were present in 1%, 3 and S‘h—day samples. Out of these samples, 1%
and 3"-day samples were exposed to frying, boiling, incubation in +4°C and freezing processes. The

results indicate that lasalocid and salinomycin residues are sensitive to heat treatment.

Key words: Lasalocid, Salinomycin, ionophor anticoccidial drug, residue level, heat factor

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. 1224



1. GIRIS VE AMAC

Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi ve Onlenmesi ile yemden yararlanmanin arttirnlmasi ve/veya
gelismenin hizlandirlmasi icin ilag ve/veya biyolojik ajanlarin kullanimi giiniimiizde vazgecilemez bir
uygulama halini almistir. Ozellikle son asirda 6ne ¢ikan koruyucu amacla ila¢ kullanim bir aktifin belli
stirelerle verilen terapotik veya subterapotik dozlarinin bir¢cok hastalik etkenine karsit koruma sagladigi
bilinmekte ve bu olgu yemden yararlanma ve besi performansi tizerine de dogrudan etkili olmaktadir.
Bu olumlu metaflaktik yonlerinin yamisira besin olarak kullanilacak hayvanlarda armmma siireleri,
biraktiklar1 rezidii miktarlann ile bu rezidiiniin sofraya tasinmasi durumunda periyodik giinliik
almabilecek en yiiksek limitleri tiim diinyada ve tilkemizde 6nemle tizerinde durulan baslica konulardan
biri haline gelmistir (12,16,34,58,). Yem kaynakli zararlilar i¢inde yemle verilen ilaglarin payi
kanathilarda %10 ve bu oranin %80’i antibiyotik ve diger anti-bakteriyel ajanlardan kaynaklanmaktadir
(17,28).

Karboksilik iyonoforlar kanathilarda oncelikli olmak iizere bircok hayvan tiirtinde koksidiyoz
etkenlerine, kriptosporidiyoza, gram(+) bakterilere kars1 koruyucu amacla su ve daha ziyade yemlerine
katilarak kullanilirlar. Eti yenilebilir evcil hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi1 ve dnlenmesi ile yemden
yararlanmanin arttirlmasi veya gelismenin hizlandirlmasi i¢in antibiyotik kullanimi gegmiste oldugu gibi
giiniimiizde de vazgecilemez bir uygulama olarak devam etmektedir. Endiisriyel tip yetistirmelerde
ilaglarin yem ya da igme suyu icerisinde kullanilmasi seklinde uygulanan kollektif sagaltim yontemi
siiri sagalimina olanak saglamasi, uygulama kolayligi, zaman kazandirmasi, stres olusturmamasi,
kontamine sularla bulasabilen enfeksiyoz hastalik olasiligini azaltmasi ve suda az ¢oziinen ya da
coziinmeyen ilaclarin kullaniminmi yemle saglamasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir (5,21,33,62).

Subterapotik dozlarda belli siirelerle yemlere katilarak kanatlhilara yedirilmek suretiyle koksidi
etkenlerinin verecegi zarardan onlar koruyarak ekonomik kayiplarin azalmasina, yemden yararlanmanin
artmasina ve besi performansina olan pozitif etkilerinin yam sira iyonoforlar kalinti yoniinden de son
derece Onemlidirler (6,38,41). Uygulama kolayligi, etkinligi, maliyeti ve koruyucugu acisindan
koksidiyoza kars1 kullanilan ilaglarin %80’ini iyonoforlar olusturmaktadir (29).

Koksidiyoziste etkilenen bolgenin bagirsaklar olmasi, kanli ishale ve oliimlere kadar varan ciddi
ekonomik kayiplara neden olmalari, mortalitenin yiiksek olmasi ve seyrinin diagnoz siiresine bagl olusu
nedeniyle koruyucu amacla ila¢ kullanimi tedaviye tercih edilir (31).

Bunun yanisira insan gidasi ve ozellikle temel protein kaynagi olan eti yenilebilir hayvanlarda
ilagctan arinma siireleri, biraktiklar1 kalint1 miktarlar ile bu rezidiiniin besin zincirine girmesi durumunda
periyodik giinliik alinabilecek en yiiksek limitleri tiim diinyada ve iilkemizde onemle iizerinde durulan
baslica konulardan biri halini almustir.

Endiistriyel tip yetistirmelerde antibiyotikler verim arttirici ve ¢ogu zaman da hastaliklara karsi

koruyucu olarak ¢cogunlukla yeme karistirilarak bazen de icme suyu icinde kullanilirlar. Bu uygulama ile



2
et tiretimine yonelik isletmelerde aynmi kesim agirligi icin yemden % 3—12 oraninda tasarruf saglanabilir
(33,59). Baska bir deyisle aym olcek yemden belirtilen oranda daha fazla verim saglanir. Bu durum
yem/et doniisiim parametresinin pozitif yarar/kar saglamasi demektir. Bu; hayvanlarin gastro-intestinal
sisteminin flora ve faunasi iizerinde yapilan seckin pozitif veya negatif etki ile yemden saglanabilir
protein, karbonhidrat ve minerallerin kullanilabilirliginin diizeyini etkilemenin yami sira kayiplarin
azaltilmas1 ve kayiplarin doniistiiriilebilirliligi esasina dayanir.

Gergekte hayvan yemlerinin sagliga zararli yapilart barindirmalarinin gidaya yansima sekilleriyle
ilgili fazla literatiir olmadigi, yem katkilariyla diger konulardaki literatiire kiyaslandiginda oldukga az
oldugu bilinmektedir.

Toplumsal olarak kanath eti tiilketiminin yogun ve yemlerde antikoksidiyal olarak karboksilik
iyonoforlarin kullanilageliyor olmast nedeniyle kullanim sekli, dozu ve bekleme siiresine uyulup
uyulmadi@1 hususu kalinti miktari ile dogrudan ilintili olup bu da Veteriner Halk Saglig1 acisindan son
derece onemlidir. Dolayisiyla Istanbul gibi niifus kesafeti fazla olan bir metropolde yasal arinma
siiresine uyulup uyulmadigi ve uyulmayanlarda toplumsal tiiketim aligkanliklarimizla ayni kosullarda
yapilan 1s1l islemlerde kalint1 diizeyinin ne sekilde etkilendigi arastirillmaya degerdir.

Gida maddesi olarak tiiketime sunulan ve siirekli tiiketim zorunlulugu bulunan kanath
eti kanath hayvanlarin yasam sikluslarinda yapilmis 1slahlar sonucu kisa olusu nedeniyle yasal ve
zorunlu arinmasi gereken kimyasallardan arinma siiresi oldukg¢a kisa olup yetistiricilerce bu siire goz
ard1 edilebilir diizeyde aciktir. Koksidiyoz etkenlerine karsi yem icinde belli oranlarda kullanilan
lasalosit ve salinomisin ic¢in ise mutlak surette bes giin beklenerek uzun siireli titketimde dahi tiiketici
icin risk tasimayacak bir seviyeye indirildikten sonra tiiketime sunulmasi gerekmektedir (3,4,8,9,12).
Uygulamada, yem degisikliginin getirecegi alimenter degisimin besideki performans ve olas1 diger yem
degisikligi sonuclarindan etkilenmemek icin bu degisim tercih edilmeyerek ayni yemle beslenme daha
yarar saglayici olarak goriiliir. Iste tiiketicinin bilmesinin miimkiin olmadig1 ancak saghg: agisindan son
derece risk tasiyan tiiketimin yogun, fiyatin makul, besin degerinin yiiksek olusu nedeniyle bu husus
“Veteriner Halk Sagligi’’ acisindan son derece onemli bir sorun olarak durmaktadir. Konuya iligkin su
ana kadar bilimsel bir yaklagim literatiirde mevcut olmayip AB uyum siirecinde iilkemizin de ortak
normlara uyumu konusunda kendi alaninda bir ilk olma 6zelligindedir.

Kanath yetistiriciliginde kullanimi sinirlandirilamayacak salinomisin ve lasalositin kullanim
sonrasi kalint1 problemi, varsa diizeyi, kalintili {iriiniin gercekte toplumsal yemek kiiltiirii seklinde
islendiginde kaybinin olup olmadigi ve olasi etkilenmede gercekte diizeyin ne olacagi hususu bu
calismayla ortaya konmak amaglanmaktadir.

Bunu; toplumsal saglik ve gelecegin saglikli siirdiiriilebilmesine olanak tanimasi acisindan

degerlerin ifadesi olarak anlamlandirmak gereklidir.
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Yemlere belirli oranlarda aktifler katilarak belli metabolik yararlar hatta 6zel hedefler
amacglamak bugiin teknolojisi icin miimkiin ve son derece kolaydir. Sadece iyonofor
antikoksidiyallerden lasalosit ve salinomisin i¢in degil biitiin antibakteri ajanlar i¢in otoriteler yapilan bu
ve benzeri calismalar 1s13inda kullanilabilme sekli ve diizeylerine iliskin kararlari oturturlar. Iyonofor
antikoksidiyaller 6zellikle broyler yetistiriciligi basta olmak tizere etleri tiiketilen bir¢cok hayvan tiiriinde
kullanilan, daha az risk tasiyan, kalint1 problemi ¢ok daha kisa siireli olan buna karsin tiiketilebilirliligi
son derece fazla olan aktifler olmalarindan otiirii iyi doze edildiklerinde ¢ok daha giivenle kullanilabilir
maddelerdir. Bundan dolayidirki otoritelerce ge¢cmiste antibakteriyel olarak kullanilan bir kisim aktifleri
yapilan calismalar 1518inda ya sinirlandirmig, ya kullanim sonrasmna siire tahdidi konmus, ya da
yasaklanmistir.

Iyonofor antikoksidiyallerden lasalosit icin EMEA uzun yillar yapilmis calismalara dayanarak
2004 yilinda MRL aciklamis ve bunu 2007’de degisimsiz revize etmistir (5,9). Salinomisin icin
calismalarin simdilik devam ettigi her hangi bir aciklamaya gidilmedigi goriilmiistiir (6).

Lasalosit ve salinomisinin fonksiyonlar1 giivenlik indekslerinin darligindan ¢ok daha 6nemli olup
uzun siireler bu 6zgiin alanda kullanilacagi, bu kullanimin tiikketim sekillerine gore islendiginde son
tiiketicinin alacag1 miktarin énemli oldugu diisiiniilmektedir. Islenme sekillerine gore rezidiiel degisimin
onemi heniiz yeni bir anlagilma olup yapilan literatiir taramasinda buna iligkin olarak verilerin son
derece sinirli oldugu, lasalosit ve salinomisin iizerine 1s1l islemlerin rezidiiel yogunluga etkisinin ise hig¢
bakilmadig1 izlenmistir. Oncelikle kentsel alanlar basta olmak iizere protein kaynag olarak yiiksek
titketime sahip broyler etinde yapilan 1s1l islemlerin bu alanda yetistiricilikte kullanilan iyonoforlar da
dahil bircok maddenin gercekte tiiketiciye ulagsma riski vardir. Ancak bunun salt diizeyi ve islemlerden
gecis sonrast saglik acidan kabul edilebilir tiikketim diizeyinde olup olmadigi daha Onemlidir. Son
yillarda tiiketim merkezli calismalarin otoritelerce yasal normlarla da desteklendigi bir gergektir. Uluslar

arasi ticarette de bu konu son derece iizerinde durulan bir husustur.



2. GENEL BILGILER

Lasalosit ve salinomisin mikroorganizmalardan elde edilip, koksidiyozise karsi Oncelikle
kanathilar 6zelde entansif kanath yetistiriciligi basta olmak iizere temelde broiler iiretiminde
ruminantlarda, tavsan ve bildircin iiretimi ile egzotik yetistirmede kullanilan iyonofor antikoksidiyal
ajanlardir. Antikoksidiyal etkisinden faydalanmanin yanisira o6zellikle et iiretimi yapan ruminant
ciftliklerinde de yemden yararlanmanin arttiritlmasi amaciyla sik¢a basgvurulan antibakteriyel etkinligi de
olan maddelerdir. Tek basina yada bir antibakteriyel veya vitaminlerle kombine edilerek yem ve sulara

karistirllmak suretiyle kullanilirlar.

Iyonofor antikoksidiyaller temel 6zellikleri, yapilari, etkinlik alanlari, toksisite ve etkilesimleri

ile cevresel etki yoniinden asagidaki gibi siniflandirarak agiklanmasi miimkiindiir.

2.1. iyonoforlarin Tanim Ve Ozellikleri:

Iyonoforlar mikroorganizmalardan (streptomyces) elde edilen, biyolojik membranlarda iyonlara
kars1 gecirgenligi degistirebilen ve stratejik dagilimli oksijen atomlar iceren organik molekiillerdir (58).

Iyon tasima ozelliklerine gore ii¢ gruba ayrilirlar:

Notr iyonoforlar; elektrogenik ya da elektroforetik tasiyicilar olarak da bilinen bu grup bilesikler
(valinomisin, naktinler, siklik esterler) iyonize olabilir fonksiyonel gruplardan yoksundur.

Kanal (por) olusturan iyonoforlar; biyolojik membranlarda iyonik boyutlarda stasyoner kanallar
olustururlar (gramisidinler, alamektin, nistatin, amfoterisin B). Bu kanallar iyonlara kars1 secici degildir
(58).

Karboksilik iyonoforlar; oksijenli bir heterosiklik halkayla karboksil gibi acik zincirleri igerirler.
Koksidiyozise kars1 kullanilan bu bilesikler iyonlara kars1 secicidir. Monensin, narasin ve salinomisin
Na+ ve K+ gibi monovalan; lasalosit ve maduramisin ise Ca™ ve Mg™" gibi divalan iyonlarla kombine
olurlar. Ozellikle Na* ile biyolojik membranlar1 gecme 6zelligi kazamrlar (58).

fonophore= ion bearer, iyon tasiyict, siiriikleyici, hamili anlamindadir. Optimal sartlarda intraselliiler
Na+ konsantrasyonu diisiik K* konsantrasyonu ise yiiksek olup bu durum hiicre disinda tersine ve Ca*™
konsantrasyonu ise membran iki yiiziinde denge halindedir. Iyonoforlara maruz kalan hiicrede bu denge
cok kisa bir siirede alt iist olur. Intraselliiler Na konsantrasyonu artarken K+ konsantrasyonu diiser ki

**unda intraselliiler ortamda serbest

burada degisim Na'/Ca™ konsantrasyonu dengesinin bozularak Ca
konsantrasyonda dramatik bir hizda artis1 intraselliiler faaliyet dizgesini bozar (5,9,31). Bu iyon
transport mekanizmasi koksidi etkenlerinin kendilerine karsi bir diren¢ olusturmasini 6nlerler ki bu bile
tek basina karboksilik iyonoforlarin gelecekte de kullanim alani olarak alternatifsiz kullanilabileceklerini

gosterir (31).



2.2. Lasalosit ve Salinomisin:

Lasalosit kirli beyaz renkte, suda ¢oziinmeyen bir tozdur; Streptomyces lasaliensis kiiltiirlerinden ve
sentez yoluyla elde edilir (13,57). Monoasit bakteri fermentasyonunun ilk iiriinii olup asidifikasyonla
ekstraksiyonu sonunda lasalosit sodyum A olarak elde edilir. Homologu olan B, C, D ve E ise bir etil
grubun metil grup ile farkli pozisyonlarda yer almasiyla olusurlar ki bunlar en fazla ana molekiiliin
%10’u kadardirlar. J[UPAC CAS numarasi Lasalosit monosodyum tuzu igin X-537A olup molekiil
agirligt 590,8 ve molekiiler formiili C.H..O, seklindedir. Normal kosullarda, PH 5,5-7,0 arasinda
istikrarli olmasina karsin pH 10,0’da ve yiiksek 1sida stabilitesi bozulur. Koksidiyostat etkinligi
salinomisinle ayni olmak iizere hedef koksidi etkenlerinde sirasiyla sporozoit, trofozoit, merozoit,
sizont, makro ve mikrogametositler olmak iizere hemen biitiin yasam evrelerinde liposoliibl ve dinamik

fakat doniisiimlii olarak katyonlarla yaptiklar: kompleksten kaynaklanir (8,13,57).

Isim Lasalocid A sodium salt

Acik Formiil

Lasalocid CHa

Kapah Formiil C34H53NaOg

Molekiil Agirhg: 612.77 g/mol

Erime Noktasi 180 °C (dec.) (lit.)

Saklama Kosullar1  Standart madde — 20 °C de saklanabilir.

Stok cozeltiler methanolde hazirlanir ve — 20 °C de muhafaza edilir. Calisma c¢ozeltileri 4

Stabilite °C de 1 hafta stabil olarak saklanabilir.

Coziiniirliik Metanol de ¢oziiniir. Seyreltmeler metanol ile yapilabilir.
Lasalosid

Kullanilan Balonjoje 207-2

Tartim Miktar: 3.6mg

Coziicii Metanol

Stok Derisimi 3.6mg/10ml

Ara stok (1pg/ml) cozelti icin gerekli miktar |28ul

Tablo 2.1.Lasalositin kimyasal yapisi ve ozellikleri
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Lasalosit ve salinomisinin 6zelliklerinden ve halk saglhiginda direk kullanilmiyor olmasindan otiirii

WHO eksperlerince kritik 6nemde degerlendirilmemis dolayisiyla OIE tarafindan Veteriner Hekimlik
acisindan koksidiyozun kontroliinde ¢ok 6nemli bir antibiyotik olarak listelenmistir (5,33).

Salinomisin ise Streptomyces albus kiiltiirlerinden elde edilir. Kimyasal formiili C,.H.O,Na olup

molekiil agirligr 772,99°dur. Tipik bir iyonofor 6zelligi olan monovalan alkali katyonlarla liposolubl

reversibl dinamik kompleksler yapma 6zelligindedir. Cevre kosullarina optimal sartlarda dayaniklidir

(10,34,57).

Isim Salinomycin SV Sodium salt Penta hemihydrate

COOH
Acik Formiilii

Salinomycin

Kapali Formiil CsHeNaOy; - 2.5H,0

Molekiil Agirhgr |818.02

Saklama Kosullar1 [4°C

Notral ve alkali ortamlarda stabil, asidik ortamlarda stabil degildir. 50°C

Stabilite sicaklikta uzun siire dayaniklidir.
Coziiniirliik Metanol, aseton, etil asetaf, {(lc')‘roform, benzen ve etil eterde kolaylikla ¢6ziiniir;
suda yaklasik 3.4mg/ml ¢oziiniir.
Salinomisin
Molekiil Formiilii C4HeoNaO;1x2.5H,0
Ma 813.03g/mol
Kullanilan Balonjoje 207-1
Tartim Miktari 3.4mg
Coziicii Metanol
Stok Derisimi (813.03 - 45)x3.4 /813.03=3.212mg/10ml
Ara stok (1pg/ml) cozelti icin gerekli miktar 31l

Tablo 2.2.Salinomisinin kimyasal yapis1 ve ozellikleri



2.3.Lasalosit ve Salinomisinin Etkinlikleri:

Karboksilik iyonoforlar iyonlarin girigini kolaylastirarak koksidiyoz etmenlerinde asir1 iyon
yiiklenmesi sonucu koksidiyostat ve koksidiyosit etki olustururlar. Bu grup bilesikler 6zellikle gram (+)
ve bazi gram (-) jermler iizerinde antibakteriyel etkinlige de sahiptir. Ne var ki, antibakteriyel ajan
olarak terapotik indeksleri oldukca dardir (58). Etki sekli olarak tek degerli iyonlart baglama
ozelligindeki salinomisinin ve hem tek hem de c¢ift degerli iyonlarn baglama o6zelligine (zwitteryon)
sahip lasalositin hiicre zar1 permeabilitesini iyonlara karsi pozitif yonlii degistirmesinden dolay1
intraselliiler iyon konsantrasyonunun bozulmasiyla beraber ATP iiretimi, mitokondrial faaliyetler de
dahil olmak iizere bir cok metabolik fonksiyon engellenir (1,9,33,54).

Lasalosit ve salinomisin kullanim alanlari; kurallari/sartlar1 iilkemizin de model aldigi AB
direktifleriyle olusturulmaktadir. Yem katkisi olarak EC:70/524°te broilerlerde, 16 haftaliga kadar
yumurtact tavuklarda ve 12 haftaliga kadar hindilerde yemde bulunmasina izin verilen en yiiksek
miktarlar esit olup lasalosit 125 mg/kg salinomisin i¢in 90 mg/kg’dir. Ancak yem katkilaria karsi
toleransi diizenleyen EC:2002/32 kararda ise (ALARA=As Low As Reasonably Achivable) basarilabilir
makul en diisiik seviye esasi salik verilmektedir. Bu da 40,65 milyon ton olan yumurta tavugu, broiler,
hindi ve tavsan yemi total iiretiminin koksidiyostat katilarak iiretilen miktarinin 18,33milyon ton ile cok
onemli bir paya sahip olmasindan kaynaklanir (5,10).

Lasalosit ve salinomisin broiler yetistirmelerinde zootekni, koruyucu ve sagaltici olarak sirasiyla 75
-125 ve 50-90 ppm konsantrasyonlarda yeme katilarak kesimden 5 giin 6ncesine kadar verililebilirler.
(45) Karboksilik iyonoforlar kanathlarda oncelikli olmak iizere koksidiyoz etkenlerine, gram (+)
bakterilere karsi koruyucu amagla su ve daha ziyade yemlerine katilarak kullanilmalari; lasalosit
75-125mg/kg, salinomisin 50 -70 mg/kg dozla yasal olarak da sinirlandinlmistir. EMEA(70/520/EEC)
tarafindan da ayni dozla sinirlandirilan lasalosit icin MRL kas, deri, yag, karacier ve bobrekte sirasiyla
20, 100, 100, 100 ve 50 pg/kg olarak kabul edilmis ve en son 2007 yilinda yumurtda i¢in de 150 pg/kg
olarak deklere edilmistir (1,9,11,12).

Koksidi etkenlerinden E.tenella, E. maxima, E. acervulina, E.brunetti, E.mitis, E.necatrix’in oral
inokulasyonu ile broilerlerde yapilan bir ¢alismada salinomisinden 66 ppm ve lasalositten 100 ppm ile
sagitilanlarda antikoksidiyal aktivitenin uygulama kesildikten sonraki birka¢ giin devam ettigi, bunun da
rezidiiel olarak aktivitenin siirdiigiinii kanitladig1 bildirilmistir (23).

Ondokuz giinliikk broylerlere 1ppm diklazuril verildikten sonra 100 ppm lasalosit, 66 ppm
salinomisinli yemler ayr1 ayr verilerek yapilan ¢calismada inokulumdan 24 saat 6nce ilagh yem verilmesi
kesilerek normal rasyona doniilmiis rezidiiniin intestinal lezyon azalmasina ve agirlik kazancina pozitif

etkisi goriilmiistiir (11,28,44)
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Zootekni ve sagaltim amacglanyla yemlere katilarak yapilan caligsmalarda koksidiyozis
enfeksiyonunun enfeksiyon gecirmeyenler ile kiyaslandiginda canli agirlik kazanci, yem alimi ve yem
doniisiimii parametrelerinin hemen, hemen esit oldugu salinomisinin yem ve su tiiketimini de arttirdigi
goriilmiistiir. Bu; lasalosit ve salinomisinin koksidiyoz tedavi ve korunmasinda vazgecilemez oldugunun
en bariz 6rnegidir (10).

Salinomisin i¢in heniiz MRL tesbit edilmemis olup kullanim etlik pilicler i¢in yeme 50-70 mg/kg,
hindiler i¢in 90-125 mg/kg, domuzlar i¢in ise 4. aya kadar 30-60, 6.aya kadar15-30 mg/kg degerlerle
yasal olarak sinirlandirilmistir (1,9,15,58,60). Ulkemizde lasalositin kabul edilebilir diizeyi sigir icin et,
karaciger ve bobrekte sirasiyla 1,2, 4,8, 3,6 ppm, ve broilerlerde et, karaciger ve deride sirasiyla 1,2, 7,2,
2,4 ppm, kesim 6ncesi bekleme siiresinin 5 giin olmas1 gerektigi bildirilmis ancak bu veriler daha sonra
yasal limitleri ayn1 olmak iizere revize edilmistir (4,7,16).

Iyonoforlar genel itibariyle hizli ve parazitin biitiin evrelerine etkin olmalarinin yani sira dzellikle
salinomisinin 20 dakika gibi kisa bir siirede ekstraselliler merozoitleri tiimiiyle yikimladigi
bilinmektedir. Iste iyonofor antikoksidiyallerin parazitin bu invazyon safhasmi etkilemeleri ile
parazitlerin ¢ok az bir kismi olsun gelisimlerini tamamlayabildigi, bu durumun koksidiyoza karsi
gelisen immunitenin uyarilmasi seklinde agiklanabilecegi de bildirilmistir (39,63).

Iyonoforlar ruminantlarda yemden yararlanmanin arttirilmasi basta olmak iizere yem verimliliginin
saglanmasi, giinliik agirlik kazanci artisi, rumende propiyonik asit artisina paralel asetik asit olusumunun
azaltilmasi, diisiik proteinli rasyonlarda protein tutumlulugu, metan gazi olusumunun azaltilmasi,
ruminal islemler aras1 gecisin hizlandirilmasi, ruminal protein degradasyonunun bir 6l¢iide 6nlenmesi ile
daha da oOnemlisi 30 gr/ton oraminda yeme katilarak koksidiyozisin kontrolii veya frekansinin
diisiiriilmesi amaciyla kullanilirlar (10,17,20).

Salinomisinin 60 ppm diizeyinde domuz rasyonlarinda kullanilan ilk verim arttirict oldugu, 50ppm
ile baslanarak 25ppm ile besinin sonlandirildig: ancak tiamulinle beraber yeme 80ppm katildiginda kalp
myotoksisitesine bagli dliimler yasandigini bunun da salinomisinin iyonik gegirgenligi K+'dan yana
bozdugu seklinde yorumlanmistir (10,45). Artan iyonik konsantrasyonun dengelenmesi icin cekilen su

miktartyla bozulan ozmotik basing balansinin bakteriyi oldiirdiigii belirtilmistir (17,28).

2.4.Lasalosit ve Salinomisinin Etkilesim ve Toksisiteleri:

Endojen katesolamin liberasyonuna iligkin iyonoforlarin intraselliiler Ca++ konsantrasyonunu ve
koroner debiyi arttirmalari, kalpteki kan basincinda da artisa neden olur ki bu myokard kontraktilitesini
degistirir. Bu etki sonrast selektif koroner vazodilatatdr aksiyona neden olurlar ki bu sadece iyon
konsatrasyonu degisimiyle degil endojen katesolamin serbestlemesiyle de ilgilidir (17,32,54). Kalpte

koroner debi artigina dolayisiyla dilatasyonuna onder olduklar1 deneysel olarak bildirilmisse de koroner
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arteriyel problemi olanlarda biiyiik risk tagimalarina karsin dozaj, rezidii, birikim ve yikimlanma seriligi
olarak karboksilik iyonoforlarin gercekte buna neden olmalari olduk¢a zordur (20,31).

Yiiksek dozlarda lasalositin ¢ift degerli iyon metabolizmasina olan degistirici etkisiyle hayvanlarda
disk1 yumusamasi ve ishale onder olmasi lasalositin kullaniminda daha dikkatli olma geregi dogurur
(35,60,61).

Iyonoforlarla zehirlenme olagan sartlarda miimkiin olmayip deneysel calismalarda anoreksi, ataksi,
diare, depresyon, hafif solunum giicliigii ve paralizle karakterize bir tablo gosterir. Myoglobiniiri ile
postmortem kardiak ve iskelet kaslarinda nekroz ve patesiler dikkati ceker (8,35).

Iyonoforlara iliskin hiicre ici iyon gecisinin bozulmast Na*, K* iyon dengesini bozar ancak bu
dengenin esas merkezi Ca™ ve ATP durumunun bozulmasi ve mitokondrinin isleyemez hale gelmesidir.
Fizyolojik olarak iskelet kaslarmin yikimlanmasindan dolayr CPK ve AST degerleri degisir ki buna
bagl kalpte kas doku vakoulizasyonu da yiiksek dozlarda meydana gelebilir (5,17). Biyokimyasal olarak
serum protein, iire ve bilirubin miktar ile PLT, MCHC, MCH’da yiikselme vardir. Buna karsin LDH ve
ALT diizeyinde diisiis mevcuttur. Orta ve yiiksek dozlarda sekal genisleme tipik olup parotidin asinar
hiicrelerinde hipertrofi belirgindir. CPK sitozolik bir enzim olup tiim zehirlenmelerde enzimatik
bozulmalarin ilk gostergesi gibidir. Daha ileri durumlarda LDH, hemosiderin artisi ve bagh olarak
serum K*, Na*, Ca™, hemotokrit, ve Hb miktarinda azalma dolayisiyla bunlara bagl olarak diare ve
enterit goriiliir ve bu alt 1slatma olarak da belirtilmistir. Lasalosit toksikasyonunda ise farkli olarak
nekropside treha ve bronglarda konjesyon, 6dematdz bir akciger ve dilate bir kalple karsilasilir (5,17,49).

Lipit membranlarda iyon transportunu degistirdigi, selliiler katesolamin liberasyonuna 6nder oldugu
farmakodinamik olarak heniiz bir ¢aligma yapilmamis olmakla beraber in vivo hiicre kiiltiiriinde
serotonin libere ettikleri bilinen bir gercektir (9,50). Eksperimental bir ¢alismada 1mikrogram/kg dozda
IV verilen lasalositin kalp iizerine (+) inotropik etkili oldugu, koroner ve renal arteriyel basinci arttirdig
saptanmistir. At, ordek, ke¢i ve kopek i¢cin hem salinomisin hemde lasalositin tehlikeli oldugu
bilinmektedir (30,34,54).

iyonoforlar genel olarak bazi antibiyotiklerin; oleandomisin, sulfakinoksalin, sulfamezatin,
sulfadimetoksin, kloramfenikol ile ayni sagaltim kiiriinde kullanilmalarinin etkilesime neden oldugu
bildirilmis ancak salinomisin (60 ppm) ve lasalositin (75 ppm) danofloksasin (37,5 mg/l) ve
norfloksasin (175 mg/1) ile ayn sagaltim kiiriinde giivenle verilebilecegi aralarinda gecimsizlik olmadig
kanitlanmustir (37).  Kloramfenikol lasalosit metabolizmasini azaltmas: ve bunun da P450’nin
inhibisyonundan dolay1 broylerlerde norotoksisiteye neden oldugu soylenmistir. Tek kullanim 10-25
mg/kg dozda klinik semptom olarak sigirlarda ii¢ giine kadar anoreksi, depresyon, ve ishale 50 mg/kg’da
ise ilave olarak ilk 6-9 saat miiskiiler tremor, giderek periyodu kisalan respirasyona ve 125 mg/kg dozda

ise Oltimiin 10 giin icinde sekillendirdigi goriilmiistiir (11,23,48).
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Kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, diltizem) kalmadulin antagonistleri (klorpromazin)
adrenerjik reseptor blokerleri (yohimbin, tolazolin, propanolol) kalp glikozitleri (digoksin) bunlarin
tamami farelerde iyonofor zehirlenmelerinde (monensin, salinomisin) LDsy dozunu dolayisiyla
toksisiteyi Onemli ol¢iide (P<0,05) azaltirlar (17,31). Su ana kadar ulasilabilen veriler lasalosit
toksisitesinin kalp iizerinde, salinomisin toksisitesinin de daha ziyade fare ve ratta norotoksisiteye at,
domuz ve bogalarda ise karaciger ve miyokarda iliskin hasarlarla karakterize oldugu yoniindedir
9,11,32).

Yapilan caligsmalarda salinomisinin enrofloksasin, klortetrasiklin hidrokloriir, siilfadimidin sodyum,
kolistin ve eritromisin ile gecimsizligi goriilmemistir (10).

Iyonoforlardan monensin, salinomisin, lasalosit, narasin ve laidlomisin propionatmn atlar igin son
derece toksik oldugu letal dozda evcil kedilerde miyelin dejenerasyonuna sebep oldugu bilinmekte fakat
sigirlarda iyimser akciger amfizemi ve laktik asidoz ile ketozisin olusmamasi i¢in kullanilabildigi
belirtilmektedir (50). Iyonoforlarin absorbsiyonlar1 gastrointestinal yollarda seri oldugu, emildigi
karacigerde P.so tarafindan hizla metabolize edildigi ilk gecis etkisiyle hizla safra yoluyla bagirsaklara
aktarildigi, Psso’nin 6rnegin makrolidlerce inhibe edilmesi durumunda hepatik detoksifikasyonun
azaldig1 ve zehirlenme belirtilerinin siddetlendigi bu durumda bile kalp ve iskelet kaslarinda birikme
yapmadig bildirilmistir (11,50)

Lasalositin akut LD50’si tavuk, fare, ergin rat, tavsan ve atta sirasiyla 71,5, 146,0, 122.,0, 40,0 ve
21.5 mg/kg olup tiirlere gore bilinen bir defada agiz yoluyla toksik dozu sigirda 100-125 mg/kg,
koyunda 12 mg/kg ya da 8mg/kg dozda 6 giinliik periyotta, domuzda 58 mg/kg dozda bir giinde, esekte
57.5 mg/kg dozda bir giinde ve kdpekte 20-30 mg/kg dozda ve tiirler arasinda da farkliliklar mevcuttur
(50).

Lasalosit transportta monovalan katyonlar1 tercih etmekle beraber kalsiyuma magnezyumdan ve
potasyuma sodyumdan daha fazla iyonik Ozgiin transport saglamanin yam sira katesolaminlerin de
liberasyonuna onder olur ki kalple ilgili hasarlar ile diger iyonoforlardan daha az kullanilma sebebi de
bu sorundur denilmektedir ( 11,56)

Atlarda 18 mg/kg dozda haraket kisitlamasina, kismi veya tamamen istahsizliga, ataksi ve felclere
neden oldugu dliimiin 2-8 giin i¢inde sekillendigi, domuzda 35 mg/kg’1n iizerinde asir1 uyarilma ve kas
segirmesine, kopekte respiratuvar paralizle biten tablo Oncesi kismi felgten oOtiirii kuyruk hareket
ettirememe ve gozlerdeki hareket artig1 dikkati ¢cektigi bildirilmistir (11,48).

Klinik patoloji olarak sigirda kan CPK, LDH degerlerinin yiikselmesi, atta glukoz, fosfat ve total
bilirubinde yiikselme disinda anormallik yok gibidir. Lezyon olarak; atta epikardiumda patesiyal
hemoraji, bobreklerde hiperemi ve akcigerlerde konjesyon, sigirda miyokard da dahil tiim kaslarda

vakuolizasyon dikkat ¢ekici olup nekrozlar koyunda ¢ok daha belirgin ve 6n plandadir (20,50)



11

Hem kendileri hem de kalintilar1 gastrointestinal sistemde aktif olan salinomisin ve daha yiiksek
diizeyde olmak iizere lasalosit; lezyonlarin artisinin azaltilmasi, rejenerasyona imkan taninmasi yoniinde
alt1 giine kadar etkindirler denilmistir (44). Salinomisinin sekal koksidiyozu aflatoksin B1’varligina
ragmen Onemli Ol¢iide azalttigi da bilinmektedir (38). Lasalositin %15, %20, %33.1 oranlarinda
lasalosit sodyum igeren ticari yem katkilarimin yine ticari olarak 500mg melengestrol asetat/Pound
(1Pound=453,6 g) iceren yem katkilariyla agirlik kazanci eldesi, yemden yararlanmanin arttirilmasi ve
Ostriis baskilamast amaciyla besi sigirlarinda kullanimi kabul edilmis ve buna bekleme siiresi
gerekmedigi bildirilmistir (23)

Lasalosit ve Salinomisin’in de i¢inde bulundugu iyonoforlarin kullantmini Avrupa birligi yasal
kullanim kriteri olarak 1831/2003/EC, 96/23/EC ve 96/22/EC sayili Konsey Direktifleri ile 98/179/EC
sayilh Konsey Karar1 diizenlemeleri ile simrlar1 belirlemis, tilkemizde de buna paralel yasal
diizenlemeler ulusal kalmt1 kontrol planlar1 yapilmis ve uyum siirecinde uyum ve paralellik saglanmaya
calisilmistr (1,2,3,5,7,9,15)

Ulusal otorite tarafindan diizenlenen “Ulusal Kalinti kontrol Plam1 2007°’’de yapilan
gruplandirmada antikoksidiyal iyonoforlar “B2b’’ grubunda degerlendirilmis olup buna iliskin
laboratuvar alt yapisi, analiz yetkinligi ve referans olarak PVKAE gosterilmistir.  Salinomisin ve
Lasalosit i¢in kontrol limitinin izlenmesi amaciyla tespit seviyeleri icin 10 ug/kg, dogrulama da 2 pg/kg
diizeyleri ile yasal olarak simirlandirilmistir (2,3,4). Burada analizlerin LC-MS ve dogrulamanin da LC-
MS/MS ile yapilmasi sart kosulmaktadir.

AB komisyonu Veteriner ilaclarinin tammminda ‘’fizyolojik bir fonksiyon degisimi veya patolojik bir
durumun Oniine gec¢ilmesi’’ seklinde (2001/82/EC) tanimlarken EMEA biyolojik maddeler, gelisim
diizenleyiciler ile yeni tiriinleri ayr, diger veteriner ilaclarini ayr1 degerlendirmektedir. Buna iliskin bazi
birlik iilkeleri VMD ve VPC diye iki komiteye ayirmakta ve lisanslandirma islemini tamamen VMD’ ye
vermektedirler.

Maksimum kalint1 seviyesi tespiti (MRL) ise merkezi olarak EMEA’min CVMP tarafindan
2377/90/EEC’ye gore calisan 96/23/EC’ye gore yapilmaktadir. Burada hormonal ve beta agonistler ile
biiytime stimiilanlar1 yasaklanmistir. Dolayisiyla rezidii diizeyinden (MRL) bahsedilemez. Cevresel
kontaminantlar, (agir metaller, pestisitler, mikotoksinler de dahil olmak iizere) bu siniftandir. AB
ilkelerinde koksidiostatlarin kullanimi iyonoforlar da dahil olmak tizere 1831/2003/EC/22 September
2003 no ve tarihli diizenlemeye gore yapilir (11,12,15).

AB'nin bu standart1 iilkemizde lasalosit i¢in hindi, siiliin, keklik ve bildircinda aynm1 olmak kaydiyla
90-120mg/kg olarak kabul edilmis olup bunlar i¢in de yumurta limiti kabul edilemez denilmistir
(5,11,45). Aym amagla tavsan yetistiriciliginde de koksidiyoz etkenlerine karsi koruyucu olarak
kullanildig1 bilinmektedir (55).
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Salinomisinin yemle 20mg/kg dozda graniile edilerek tavsanlara yapilan yedirme denemelerinde

hem virjinamisinle beraber hem de yalmz basina canli agirlik artisinda istatistiksel olarak 6nemli bir

artisa neden oldugu paralelinde mortalitede azalmayla beraber kan Mg++ konsantrasyon artig1 disinda
biyokimyasal parametrelerde 6nemli bir degisime sebep olmadigi bildirilmistir (55).

Toplu yetistiricilikte antibiyotikler hastaliktan koruyucu amagla kullaniminin yani1 sira verim arttirict
olarak da kullanilirlar. Bu uygulama et tipi yetistiricilikte daha fazla 6neme sahiptir. Boylece et
iretiminde aynmi kesim agirhigt icin yemden %3-12 oraninda karhilik saglanmir (28,30,61). Bu;
hayvanlarin gastro-intestinal sisteminin flora ve faunasi iizerinde yapilan seckin pozitif ve/veya negatif
etki ile yemden saglanabilir protein, karbonhidrat ve minerallerin kullanilabilirliliginin diizeyini
etkilemenin yan1 sira kayiplarin azaltilmasi ve kayiplarin doniistiiriilebilirliligi esasina dayanir. Bu; cift
tirnaklilarda 6n midede sekillenen fermantasyon gazlarinin da iiretiminin azaltilmasi, igeriklerinin
doniisiimiiniin saglanmasim icerir. Bu amagla kullanilan iyonoforlarin rumende daha fazla propiyonik
asit olusturacak sekilde florayi etkileyerek daha fazla ATP hazirlanmasina sebep olduklar buna karsilik
asetik asit, biitirik asit ve hidrojen sekillenmesinin azaldigi, bununla hidrojen ve karbondioksitin
birleserek metan olusumunun 6niine gecildigi ve belki cevre kirletici olarak libere olabilecek bir gazin
iiretim Oncesi kendi yapi1 taglartyla enerji iiretimine kanalize edilebilecegi bilinmektedir (11,17 25).

Ulkemizde kullanimina iliskin veri olmamakla beraber iyonoforlarin ruminantlarda rumen floras
iizerine metanojenik ve sakkarolitik bakteriler iizerine etkileri nedeniyle azot retensiyonuna neden
olmalarindan dolayr yemden yararlanmayi arttirdiklarindan belli siireler kullanildiklar1 bilinmektedir
(17,25). Biiyiikk ruminantlar ve domuzda gelisme artirici amagla da kullanilirlar; sindirim kanalinda
laktat tireten (Ozellikle S. bovis) bakterileri inhibe ederrek laktati propionata doniistiiren bakterileri
etkilemezler (56). Salinomisin domuzda kullanilan ilk iyonofor olup 50ppm’den baslayarak 25ppm ile
sonlandirilan rasyonlardan %7-12 aras1 agirlik kazanci elde edilmistir.

Lasalosit ve salinomisinin bunlara ilaveten domuzlarda sarkosporidiyoza, ruminantlarda
kriptosporidiyozise kars1 kullanimi da bildirilmistir (17,24, 45). Lasalosit; sandvi¢ gibi dimerik yapida
ve divalan katyonik (Ca++,Mg++)bir bilesik olup liposoliibl iyonlar1 pozitif sarjla tasimasi ruminantlarda
siiksinat iireten Bacteroides’e ve siiksinati propiyanata ¢eviren Selenomonas’a selektif etkinliginin
iyonofor etkinlige ilave edilebilecegi de bildirilmistir (14).

Iyonoforlarin Gram pozitif bakterilere etkinligi, Streptococcus bovis’in azalmasi ile laktat iireticisi
mikroorganizmalarin azaltilmis olmalar1 ve ruminal metan gazinin yani sira olusan H+ miktarinin da
azaltilmas1 asidoz i¢in 6nem tasir. ABD’de yaz otlak ve meralarindan maksimum yararlanmak ve 150
giin kaliciligimi saglamak amaciyla kontrollii salinimli kapsiilleri iizerinde de calisilmis ve salinomisin
stit sigirlar ketozisinde de kullanilmistir. Ruminal sividaki propiyonik asit miktarinin arttirilmasi, asetik
ve biitirik asitlerin olusumunun azaltilmasinin yani sira seliilloz katabolizmasinin da azaltilmasi anlamina

gelir. Bu aslinda dogrudan mikrobiyel proteinlerin sindirim verimliliginin arttirilmasi demektir. Tiim bu
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islemler besi danalarinda %11, besiye aliman koglarda %12-13’lere varan bir verim saglamistir
denilmektedir (17)

Salinomisinin ruminantlardaki kullanim genisligine paralel hem ABD’de hem de AB’de rezidiiel
olarak herhangi bir limit mevcut olmayip son tiiketiciler i¢in risk olusturmadig: bildirilmektedir (10,17)

Bes giin olan yasal arinma siiresine uyulmadan broylerlerde, 6 ayliktan fazla domuz yavrularinda, 16
haftaliktan biiyiik yumurtaci tavuklarda, 12 haftaliktan biiyiik hindi palazlarinda kullanilmasi sonrasi
olas1 etlerin tiikketilmesi durumunda serpinti seklinde etkin olabilecegi ve bunun bir ¢ok ciddi saglik
problemini de beraberinde getirebilecegi de bir gercektir (12,20,33,50).

AB eksperler komitesi 1998 yilinda avilamisin, flavomisin, lasalosit, monensin ve salinomisini yem
katkis1 olarak 6nerirken avoparsin, basitrasin, karbadoks, olakindoks, spiramisin, tilozin ve virjinamisini
yasaklamistir. Isve¢ 1986 yilinda yem katkisi olarak antibiyotik kullamimini yasaklamis bunu 1998’de
Danimarka takip etmistir ancak izleyen yillarda tiiketim/canli agirlik kazanci parametrelerinde
pay/payda oram biiyiidiigii i¢in kii¢iik dozlarda kullanim tekrar serbest hale getirilerek organik iiriinlere
yonelim salik verilmistir (41,56).

Iyonoforlar icin Avrupa otoritesi 75-125mg lasalosit/kg olarak broyler ve hindilerde kullanimini ve
kesime bes giin kala ilagh yemin kesilmesini 6ngdrmektedir. Yumurta tavuklarinda da 16 haftaya kadar
kullanilabilecegini bundan fazlasinin miimkiin olmadigini deklere etmelerine ragmen Kuzey Irlanda’da
161 yumurta 6rneginde yapilan bir ¢alismada %66 oraninda 0,3ug/kg diizeyinde lasalosite rastlanmistir
(41).

Salinomisin i¢in beklemenin gerekli olmadigi, (61) bir giin, (10) ii¢c giin, (49) bes giin (5,30,56)
bekletilmesi gerektigi vurgulanmigsa da sonuncu kararin hem AB hemde ulusal yasal kriterlerle
uyumlulugu bilinmektedir. Ayrica Sener ve Kaya yumurtact tavuklarda da ilk 16 haftaliga kadar
kullanilabilecegini yazmislardir ki bunlar yasal yiiriirliige de paraleldir (4,5,10,11). Sonug itibariyle
kesim oncesi bekletmeye iliskin olarak cogu literatiir de yasal mevzuati dogrular nitelikte olup 5 giin
kesim 6ncesi bekletme zorunlulugu mevcuttur (4,9,10,33,58).

1995°te yapilan bir calismada lasalosit iceren yemin granuler formunun toz formundan daha az
kalint1 biraktig1 ve daha az etkin oldugu ayrica pellet formun toz formundan dort kat daha az bulastig
tespit edilmistir (45).

Lynas satis1 yapilan 161 adet yem numunesinin herhangi bir katki maddesi icermedigi beyan edilen
71 adedinden (%44,1) 42 adedinin (%26,1) degisik konsantrasyonlarda antibakteriyel katki icerdigini
saptamistir (42). Yine bir calismada 247 adet koruyucu katilmis yem numunesinden 87 adedi (%35,2)
deklere edilmemis antibakteriyel ajanlarla kirli bulunmustur. Bunlarin da 59 adedi (%23,9)’u kabul
edilebilir diizeylerin iizerinde meydana gelmistir. Bunlarin en cok kantifiye edilebilenleri klortetrasiklin
(CTC,%15,2) sulfonamidler (%6,9) penisilin grubu (%3,4) ve iyonofor grubu (%3,4) olarak
stralanmustir (22,42). Yem katkilar1 icinde CTC Irlanda’da en ¢ok kullanilan antibakteriyel olup Nisan
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1985°ten Mart 1998’e kadar incelenen 424 adet 147’si sigir 277°si domuz olmak iizere bobrek 6rneginde
69 (%16,23) adedi rezidiilii bulunmustur (33). Yine paralel bir taramada irlanda’da ciftliklerin
9%15,2’sinin antibakteriyel kalint1 yoniinden ari olduklarini bunlarin disinda katki kullananlardan ise bir
kisminin koruyucu dozu asarak terapdtik dozda veya daha iizerinde kullandiklari tesbit edilmistir.
ABD’de de domuz ciftliklerinin %88’inin antimikrobiyal kullandiklar1 ifade edilmistir (42,45).
Ingiltere’de VMD’nin 19952005 yillar1 arasinda tavuk yumurtasi, yumurta bazli bebek mamasi, tavuk
eti, tavuk karacigeri (broyler dahil), hindi karacigeri, bildircin yumurtasi, eti ve tavsan etinin de i¢inde
bulundugu bircok iiriin iizerinde yapmis oldugu arastirmada test edilen 6rnek/lasalosit igeren Grnek
say1st sirastyla 2885/138, 397/0, 759/1, 2186/26, 341/1, 70/31, 50/11, 112/0 olarak bildirilmistir (5).

Ingiltere’”de VMD’nin ortaya koydugu bu farkli seviye ¢ Differential Action Limit"> (DAL)
lasalosit i¢in 10 ppb salinomisin i¢in 20ppb olarak belirlenmis ve bu toksikolojik olarak da bir temel

teskil etmistir (45).

Iyonoforlar giivenlik alani icinde kullamldiklarinda son derece etkin maddeler olup rezidii icin
sigirlarda bekletme siiresine ihtiya¢ olmadigi ve yapilan bir rezidii taramasinda monensin ve salinomisin
ile sirasiyla 6 ve 2 vakada karsilagildigi baska da rastlanmadig belirtilmistir (23,29,45). Bagska bir
arastirmada monensin, lasalosit ve salinomisin i¢in 520 farkli kiimeste yapilan arastirmada kullanim
oraninin yiiksek oldugu salinomisin ve lasalositin konsantrasyon olarak salinomisinin 0,9-13,9 mg/kg
ve lasalositin 0,1-5 mg/kg oranlarinda yemlerde bulundugu, bunlarin yumurtadaki birikimlerinin ise 3,3
pg/kg salinomisin ve 6,3 pg/kg lasalosit oldugu tesbit edilmistir (48). Broylerlerde kullanim igin
lisanslandirilmis iyonoforlarin rezidiiel olarak karacigerde diizenli olmayan sekilde tespit edilebildigi
ancak satis1 yapilan pili¢ etlerinde bulunmadigi da iddia edilmistir (41,44).

Daha 6nce kanath dokularinda kalint1 diizeylerinin 1s1 karsisindaki tepkisi 2001 yilinda Baydan ve
arkadaglan tarafindan siilfadiazin yine ayn1 aragtirmacilarca 2002'de siilfadimetoksin, siilfakinoksalin ve
stilfadoksin kalintilar iizerine yapilmis olup farkli pisirme islemlerinin siilfadimetoksin, siilfakinoksalin
ve siilfadoksin iizerine 6nemli bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir (18,19). Kizartma ve dondurma
islemlerine iligskin ise ¢ok az sayida calisma oldugu goriilmiistiir (19,51). Dehai ve ark (1996) kanath
dokularinda siilfadiazin kalintilarinin cesitli pisirme, -20C'de dondurma ve bekletme ile azaldigim
belirlemislerdir (27).

Kuzey Irlanda’da yumurtaci tavuklarda 6 ay boyunca kullamlan lasalositin rezidiiel olarak 1994’te
%66 den 1995°te %21’e inmesinin nedenlerinin basinda graniiler formun kullanim1 gosterilmis ve gerek
kullanimi ve gerekse toz formun kullaniminin azalmasi rezidiiel olarak da bir azalmaya neden olmustur.
Buna karsilik Ingiltere’de lasalosit yumurta tavuklarinda daha az tesbit edilmistir. 1994’te %10,7 sinde
40 ug/kg olarak yumurtada tesbit edilirken bu oran 1998’de %1,1 diizeyinde saptanmis fakat bu oran

inandirici bulunamamigstir. Ciinkii 2000 yilinda %33’iinde ortalama 40 pg/kg oraninda tasidig tesbit
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edilmistir. Yine Kuzey Irlanda’da Temmuz-Ekim 2001 tarihleri arasinda yapilan baska bir calismada
148 adet yumurta numunesinden 3 adedinde (%?2) sadece 40 ng/kg diizeyinde kalint1 tagidigi bulunmus
ve diisiik diizeyde kirlenme ise 20 adette, %13,5’inde, 2 ile 27 pg/kg olarak tespit edilmistir. Ingiltere’de
bildircinlarda 20 kas doku ve 10 yumurta iizerinde yapilan bir caligmada lasalosit rezidiisii 6 kas doku ve
10 yumurtada 120 ile 5400 pg/kg arasinda tespit edilmistir (33,40,41).

Isvecte 1999yilinda Rosen ve arkadaslari yaptiklari bir taramada 100adet broiler karacigerinin
beserli bir araya getirerek 20 6rnek halinde analiz edildigini bunlardan 11 adet 6rnekte narasinin rezidiiel
olarak 0,04-0,67 ug/kg arasinda degistigini tespit etmislerdir.(53) Kuzey irlanda’da yapilan bir bagka
calismada 40adet yem rasyonundan %?22,5’inde monensinin prevantif dozun cok iistiinde Smg/kg
diizeyinde bulundugu en yiiksek buluna 6rnegin ise 44mg/kg oldugu bildirilmis sebepleri arastirildiginda
ise yem fabrikalarindaki gerek normal gerekse pellet yapimi esnasinda makine ve ekipmanlarin

bulasikligi, personelin dikkatsizliginin ana nedenler oldugu anlasilmistir (12,45,53).

2.5. Lasalosit ve Salinomisinin Eko-Toksisiteleri:

Lasalosit ve salinomisin her ne kadar iyon olarak degismemis sekilde ¢cok az miktarda atiliyorsa da
cevre kosullarinda hizli degrade oldugundan birikimi, karasal ve sucul yasam alanlar floralarim
etkilemekten uzaktir. /n vitro ve in vivo olarak salinomisinin genotoksik olmadiginin kanitlanmis olup
buna iliskin % 41,8 oraninda Salinomisin sodyum igeren yemle beslenen ratlar iizerinde her hangi bir
genotoksik etki meydana getirmedigi saptanmistir (10,11,45).

Polieter iyonoforlar memelilerde karacigerde hidroksilasyon, o-demetilasyon ve karboksilasyon gibi
oksidatif proseslerden gectigi ve yapilarn geregi katyon tutucu olduklarindan gerek giibre ile gerekse
hayvan atig1 sularla tasinmalari ve bu yolla cevresel bir etkiye neden olmalar1 kullanim dozlarinda
miimkiin degildir. Bu; %20 oraninda ekskrate edilmis varsayilan iyonoforik aktivitede bile PEC/PNEC
(~metabolizma/biyodegradasyon) oraninda etkin bir fark olmayacagi anlami tagir. Lasalosit katyonlarla
zvitteriyonik kompleks seklinde membran transportu gerceklestirdiginden degismemis sekilde %3
oraninda karaciger ve dokularda tespiti miimkiin iken, rezidiiel aktivitesi Rb, Na, C ile isaretlemek
suretiyle de tespit edilebilmektedir (5,6,11,28,29). Bu ise iyonofor antikoksidiyallerden salinomisin ve
lasalositin hem kullanim sekli, amaci, etkinligi ile ge¢ diren¢ olusumunu hemde salinomisinin ¢ok daha
az olmak iizere hem lasalositin hemde salinomisinin dogaya; yeriistii sulan ile sucul kiiltiire dolayl

etkisinin oldukga sinirli oldugunu gostermesi agisindan dnemlidir.
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2.6.Lasalosit ve Salinomisinin Tespit Yontemleri

Genis bir molekiil aralifina sahip (613-940) iyonoforlar igerdigi iki ugtan biri karboksilik asit diger
ucta ise hidroksil grubu bulundurur ve katyonlarla siklik kompleks yaparlar. Bu yapilarindan otiirii
bir¢cok yontemle ortaya konabilirler. Kolorimetrik yontemle renk degisimi esasina dayali olarak, cesitli
kromatografik yontemlerle (TLC, HPLC), Floresan detection ve immun assay olarak ayristirilabilirler.
LC-MS ile hem iyonoforlar hemde robenidin, nikarbazin, HFG gibi polieterler de ayristirilabilirler (10,
26, 28,29, 31,43,47).

Tespit calismalarinda giiniimiizde ince tabaka kromatografi, kolorimetrik yontemler, floresan
detection ve immun assay gibi yontemlerin kullanirmi HPLC, LC-MS, LC-MS/MS gibi gelismis
teknolojilere kiyasla olduk¢a azdir. Gecmiste kullanilan yontemlerin oOlciim hassasiyetleri ve
dogrulanabilirlilikleri sinirli olup bugiin i¢in iyonofor antikoksidiyallerin analizlerinde gelismis
yontemler kullanildigindan eski yontemler ¢ok simirli kullanilmaktadirlar. Giiniimiizde LC-MS ile
iyonofor antikoksidiyallerin 1 ppb’nin altinda tespitleri ve LC-MS/MS ile de dogrulamalar1 ¢ok daha
biiyiik duyarlilik oranlarinda imkéan dahilindedir (26,28,43,47).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma; Istanbul ilinden numune bazli tarama testleri, yedirme sonrasi doku ve karaciger
rezidiiel seviyeleri ile yiiksek diizeylerdeki kalintinin 1s1l islemlere tepkisi olmak iizere toplam ardigik

siral1 li¢c asama halinde toparlanda.

3.1. Numune:

Calismamizda Istanbul’un Anadolu ve Avrupa yakalarinda 15 ilgesinden (B.Evler, Bagcilar,
Bakirkoy, K.cekmece, Gaziosmanpasa, Fatih, Eminonii, Beyoglu, Sisli, Giingoren, Tuzla, Maltepe,
Pendik, Kadikdy, Beykoz) topladigimiz 150 (yiizeli) adet yumurta ile 150 (yiizeli) adet broiler eti 6rnegi
alinarak “’Pendik Veteriner Kontrol Ve Arastirma Enstitiisii’> (PVKAE) kalint1 laboratuarina etler
soguk zincirde yumurtalar satis kosullarinda en fazla 3(ii¢) saat icerisinde tagindi. Numuneler alinirken
yumurtalarda her viyolden 1(bir) adet yumurta alinmasina, ayni firma ayni adres ve aym parti mal
olmas1 durumunda ikinci bir numunenin alinmamasina kararl 6zen gosterildi.

Yumurta 6rnegi alim tablosu ve pili¢ eti 6rnegi alim tablosu asagidadir.

Numune No: 1-150 adet yumurta
Alinis Tarihi 15-Mayis-13Haziran 2007
Cinsi Yumurta

Ortalama agirlig1 50-60gr/ad. Yumurta

Kesim/Pk. Tarihi* | 12 Mayis-10Haziran

Alindig Yer B.Evler,Bagcilar,Bakirkoy,K.cekmece,Gaziosmanpasa,Fatih,Emi
nonii,Beyoglu,Sisli,Glingoren, Tuzla,
Maltepe,Pendik,Kadikody,Beykoz,

Ozel Isareti Yok

Saklama kogullar1 | Normal satis reyonlari

Organolepsisi Kendi yap1 ve 6zelliklerinde,

Satiga arz Satisa arzedilmis halde

Diisiinceler Deformasyon, catlak, kirik, delik olup olmadig1 ve goriiniimii

*]1k- son kullanim siireleri tarihleri aralig1

Tablo 3.1. Yumurta 6rnegi alim tablosu



Numune No: 1-150 ad.aras1 numaralandirilmig Pili¢c etiNumunesi

Alimig Tarihi 15-Mayis-13Haziran 2007

Cinsi Pilig eti

Miktari Pili¢ eti: 230-350/ad. Numune

Hangi dokular P.eti:deri+but+gdgiis (yarim pilig)

Kesim/Pk. Tarihi 12 Mayis-10Haziran

Alindig1 Yer B.Evler,Bagcilar,Bakirkdy,K.cekmece,Gaziosmanpasa,Fatih, Eminonii

,Beyoglu,Sisli,Giingdren, Tuzla, Maltepe,Pendik,Kadikdy,Beykoz,

Ozel Isareti

Yok
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Isis1 Pili¢ eti:-4,+2°C

Organolepsisi Kendi yapi, kivam, goriiniis doku ve 6zelliklerinde

Satiga arz Satiga arzedilmis halde

Diisiinceler Halka satisa arz seklinde reyon dolabindan alinmasina dikkat edildi

Tablo 3. 2. Pilic eti 6rnegi alim tablosu

Pili¢ eti numuneleri alimirken de yine farkli parti, farkli kesim ve/veya firma olmasina dikkat
edildi. Boylece yumurta ve pili¢ eti numunelerinin imkanlar dahilinde farkli se¢cimi 6ngoriildii.

Numune alirken; tarihi, cinsi, miktar1, hangi dokular oldugu, nereden alindigi, firma adi, kesim tarihi,
paketleme tarihi, varsa isaretleri, hakkindaki diisiincelerimiz olmak {izere 6rnegi Tablo:2’deki gibi
kaydedildi.

Tablo 3.1. ve 3.2.°deki gibi numuneler; yumurtada bir adet olmasina, 50-60 gr araliginda olmasina,
kirik, catlak, ve deformasyonlu olmamasina, ette ise Ozellikle satisa arz edilmesine ve organoleptik
olarak kokusu, kivami, rengi ve morfolojik yapisinin diizgiin olmasina dzenle dikkat edilerek alindi.
PVKAE kalint1 laboratuarinda tek, tek kendi numaralariyla adlandirilan beher ve tiipler ile karismanin
onlenmesi agisindan etiketlenerek sirasiyla yan, yana konuldu.

Her defasinda ortalama 33-35 numune alinmasina karsin gerek bireysel gerekse ortam ve
ekipmanlardan kaynaklanan sebeplerle ancak 30 6rnek calisildi. Bu durum; yumurtalarin kirilmasi,
broiler etinde ise solvent kullanim sirasina yanliglikla uyulmamasi ile homojenizator, vorteks ve
blenderin zaman, zaman calismamasi seklindeydi.

Ekstraksiyon Yontemi olarak PVKAE’nin de kullandigi >’Antikoksidiyal flac Kahntilarm
Tarama Analiz Talimati’’ diye adlandirilan EFSA’nin ve AB referans laboratuarlarinin da (Berlin)
kullandig1 asagidaki analiz yontemi secildi. AB tarafindan bir anlamda ¢ok uluslu ortak kriter belirleme
organt olan Community Reference Laboratories (CRL veya CRLs)’in her iilkeye ait kriter
uyumlulastirma laboratuvar olarak adlandirilan National Reference Laboratories (NRL) aralarinda
yapilan is boliisiimiinde antikoksidiyaller icin Berlin Veteriner Laboratuar1 referans laboratuar olarak

kabul edilmistir.



Community Reference Laboratories for residues (CRLs)

CRL Name and Groups

Address

BgVV-CRL

Beta-agonists

Anthelmintics

Anticoccidials including
Nitroimidazoles

Non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAID's)

CRL

Bundesinstitut {tir gesundheitlichen Verbraucherschutz
und Veterindrmedizin

Diedersdorfer Weg 1

[D-12277 Berlin

GERMANY

Tel. +49 1888 412 2302

Fax: +49 1888 412 2955

hitp:/www. bevy.de

Director; Dr. Petra Gowik

Tablo: 3.3. AB’de CRL referans laboratuvar bilgileri
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Bu calismada tespit ve dogrulamada yontem olarak ulusal otoritenin kullandigi ve AB’nin de

resmi analiz yontemi olarak bildirdigi Berlin Antikoksidiyal kalinti analiz yontemi kullanilmasgtir.

Tespitler LC-MS ile yapilmis olup dogrulamalar1 LC-MS/MS ile gergeklestirilmistir.

Yontem; tarafimizdan baslangicindan itibaren her basamagi A’dan baglamak suretiyle harflerle

numaralandirilarak basite indirgendi. Kosullarimiz itibariyle numuneler sirali 24’erli  gruplar halinde

calisildi. Calisma esnasinda homojenizator olarak “’Heidolph® diax 900°’, vorteks olarak “* Heidolph®
multi Reax 12”’ ile Heidholp® reax control GB 10436-2 ve santrifiij olarak da Sigma® 2-16K G.B.

10439 kullanildi. Ultrasonic banyo Bandelin Sonorex® marka cihazla, tartim islemleri ise Shimadzu®

Libror Aeu-210 Ve Mettler® Toledo Ag204 hassas terazi ile yapildi. Kurutma islemlerinde sicaklik ve

basing ayarlanabilir ZYMARK® Turbo Vap azot evaporatorii kullanildi.

3.1.1. Kullamlan Materyal, Standart ve Kimyasallar:

3.1.1.1. Materyal:

200mlI’lik cam beher ve 15ml’lik deney tiipii,

50 ve 75ml’lik silifli kaph santrifiij tiipleri,

Vorteks karistirici,

Ultrasonik su banyosu,

Temperatiirii ayarlanabilir santrifij,

N (azot) evaporatori,

Gold-Tandem MS/MS

Thermo Finnigan® MSQ LC-MS/MS sistem,



3.1.1.2. Kimyasallar;

1-Metanol, HPLC grade, (Merck®),

2-Asetonitril, HPLC grade, (Merckg),

3-Amonyum Asetat, (J .T.Baker®)
4-NaOH, (J.T.Baker®)

5-n-Hekzan Reagend grade, (Riedel®)

6-Toluen Reagend grade, (Merck®)

7-Tetrahidrofuran, (Riedel de Haen®)

8-Formik asit, (Merck®)

3.1.1.3. Karboksilik Iyonoforlar Icin Cihaz kosullari

LC Kolon

Phenomenex Synergy Max RP 2.1x150mm 5u

Mobil Faz

9%60ACN + %25 0.1M amonyum asetat + %10 MeOH + %5 THF +

9%0.2 Formik Asit

Autosampler Sartlari

Injection volume 25ul
Flush Volume 1000pul1
Wash Volume 500ul
Tray Temperature 4°c
Column Oven Temperature 40°C
LC Pump Sartlari
Program 0-35dk isokratik
Flow 0.25ml/dk
MS Sartlari

Iyonizasyon Modu ESI (+)
Tarama Tipi SIM
Prob Temperatur 400°C

Isim Kiitle Span Time Range ?Xgl Polarity \(/:(E)lltl::ge
Aranacak Iyonlar ve Diger Ayarlar | o @ in 7736 2 17.5021.00 0.50 + 110.00

Lasolasid 613.5 2 5.00-12.00  1.00 + 95.00

Tablo: 3.4. Antikoksidial Ilaclar icin Uygulanan Cihaz Ayarlari
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3.1.1.4. Standartlar:

1-Lasalosit, (Alpharma®)

CH;

3

CH;

OH

O

ClH;
Sekil: 3.1. Lasalosit kimyasal yapisi

B Al PHARMA

“  Animal Health: Division

Cartificate of Analysis
tasalocid Sodium Standard

Active Substance:

Lasalocid Sodiurm
Lot Moo TCOO-007 625
Reference Mo.: TCa252

Date of Certification:

January 27, 2006
Date of Expiration:

January, 2012

specifications:

Prurity: 100.3% by GPC
10001 2% by HPLC
99 36% Lasalocihd-A
Q. 79% Homologs

Standard Type: secondary Standard

Storage Conditions: srore in dark container, < 8%C

Dirying Conditions: Dry Standard at 60°C, < 5 mm Ha, 3 hours

January 27, 2006

- =

i Joseph B. Henry
rMlanagern, Analytical Developrnent/ QT
Technical Center, WWilloww island

Aipharoes, Tnc I Dugger Drive Tel: (304) 5654191
W Elboey Tslamd, WV 26 E34-97L1 Fax: {3047 6652187

O BEHIS Faswisioa 20

Sekil: 3.2. Lasalosit standarti sertifikasi



2-Salinomisin, (Sigma®)

HOQC

Sekil: 3.3. Salinomisinin kimyasal yapisi

SIEMAALAL DRICH ERisas s

CEAMFICATE OF ARALY SIS X

INSPECTHION CERTIFICATE 2.1 acc. o D8N EM 10@05E
[ P L . T T W1 el R L PR R T R B
Talelon: =d4% 5337 ELRE-158

Eemlimee, W7 EE ST R E T |

el e~
o i ]

e —Caa

=T LR

iy Loe denm 0 g TN T
Eei. MeCear Cars: 5o Mar_I0as

[r=ciciere=cassx: 4s7=23 T Batch = SZEEX

|
:|su_1j_m1-cj_)—|. S modiuen saltc pontabomdbhoccdeata WETRAFAL

Feforence Materiasl (RE)

W, GEoemverml Indonmaticn

Formia: CAZEESMEa0] 15wE . S1I5320 Molar mass: SAS_0ZF glMolo
CRS~-KFo.: [SS5ST231-31-@8] Booomm. storams Somp.: approoc. 4 T
A s Antibioric

Thie estirmabed relabive erros al & Shingks MeEssuremond of e ascay can b empescied io o = 1 7%
comdence lovel 95 3%, n=E]).

Z. Baitch Analyeis

et ity Tl Ee S R h T

Astm=manys  [EPTAC ) b L
Maloing sangs 198 - =191 .% bt =
Matar (Harl Fischox} a4 .73 =

Data of Analyroic 1S _¥omw .. 2005

2. Adhrenn ared Feomarscs

- e mblefissee airelf Eifa la Tessd o Cha corraos EoowScdge aad bobis osiy for peopes scocespe cooditdoze o Uk
origioslly clossd Elmakmy peckagem.

- Hheoewes bl contairrar Le opessed Pos vesscesl of alisowe posbdoms of Lies solSsCbasds, Thes T-econn 2acedting e
mmltareee el ssscce,. Dher The fnbmgrity of the ssbotacscs s seloteired saad propsr rssords of =1L dea
BEaraiSrgs Are kapb. Speecisnl Scoa Rem Lo e Cabeo T awndd sy corsssdomtioo or adulUacetlos oFf che aotaraose.

& e bDecwwikh confism Ehet Lhe sl iy 1o stfscrcad acsoomizg oo the techeicsl delivery soadiclcoos sgzwed.

= Thes Deiel Pros whilok we Selivarsd, atcosd bhe slcew-meo? Doeesd Wl s

= Fartiraias poopesstiom of Ehe predsesrs or Chs eodrablfdey Sor o perddcoeissr sses of sp@lficerios T8 oOT omsares.

- e guaranTes s peopes gEalicy wikhiz our Goascml CondlTblooms S Eubes.

Sigma-Aldrich Loborcheondkaliomn GisbkE
iy S Uy Cimawrta]

Wiork=s InsSpector

Sekil: 3.4. Salinomisin standarti sertifikasi
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3.2. A- Numunenin Hazirlanmasi

Analizi yapilacak yumurtanin tamami, broiler etinin 200 g’1 bir mikser (blender) yardimiyla kiigiik
parcalara ayrildiktan sonra homojenizator yardimiyla iyice pargalanip numune kabina aktarildi.
Herhangi bir bulagsmay1 engellemek icin dograyici ve parcalayicinin her defasinda armmasi icin gerekli
temizlikleri yapildiktan sonra kimyasallarla (su, asetonitril, metanol) muamele ettirilerek
temizlendiginden emin olundu. Kullanim kolaylig1 agisindan tiip olarak plastik 50 ml hacimli tek

kullanimlik tiipler secildi. Kurutma icin yine plastik 15ml’lik tiipler tercih edildi.

3.3. B-Ekstraksiyon

PVKAE’nin kalinti laboratuvarinda 50 ml’lik santrifiij tiiplerine 10 g blenderle ufaltilmig doku
ornegi alinarak iizerine 15 ml asetonitril, 2 ml saf su eklenerek 30 sn vorteks karistirict ile karistirildi.
Daha sonra homojenizatorde tek orneklilik saglayincaya kadar homojenize edildi. Homojenize edilen
ornek ultrasonic banyoya alindi. Ultrasonik banyoda 10-15 dk siiresince en kiigiik parcalara kadar
ayrilmasi ve tiim kalintinin homojenizata gecmesi i¢in banyo edildi. Banyo zaman ayarl oldugundan
yumurta orneklerinde 10 doku orneklerinde ise15 dk’ya ayarlandi. Ultrasonik banyodan alinan 6rnek 1s1
ayarlanabilir bir santrifiij ile 4°C’de 3 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist fazdan 2,5
ml ekstrakt 25 mI’lik santrifiij tiipiine alind1 ve buna 4ml 0,5 M NaOH, ile 10 ml Hekzan : Toluen (1:1)
cozeltileri eklendi. Karistm 30 sn vortekste dikkatle, merkezkactan dolay1r dokiilmemesine 6zen
gosterilerek karistirilip 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tist faz ayrilarak 15 ml’lik

deney tiipiine aktarildi.

3.4. C- 1I. Geri kazanim;

Alt faza 5 ml hekzan + toluen (1:1) c¢o6zeltisi eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi. Santrifiij
sonunda olusan iist faz ayrilarak birinci iist faz ile birlestirildi. Elde edilen bu fazlar azot gazi altinda 60
°C’de kuruluga kadar uguruldu. Ust faz 6l¢ii bakimindan yumurta da en fazla ve kizartilmis dokuda en
az oldu.

Kurutma islemi sonrasinda her tiipiin agz1 sikica kapatilarak numaralandirmanin silinip
silinmedigi kontrol edilerek analiz icin kendi grubuna dahil edildi. Her grup aym islemlerle

birlestirilerek analize kadar soguk muhafazaya alindi.
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3.5. D-Analiz (LC-MS);

Solvent ucurulduktan sonra tiipteki kalint1 500ul asetonitril+su (75:25) ile en az 30sn vorteks
karistiric1 yardimi ile coziindiirillerek insort viale aktarildi ve bekletmeden analize verildi. Saha
taramalarinda bekletmeden analiz ettirmekle beraber deneysel calisma ve 1s1l islemler arasindaki
farklarin gozlemlenebilmesi ve mukayese imkani i¢in soguk zincire alinmast uygun goriildii. Analitik
cihazlarin kalibrasyon ve performans testlerinden sonra metot performans testleri yapildi.

Ekstrakte edilmis ve azot gazi ile kurutulmus Srnekler 500ul asetonitril+su (75:25) ile ¢oziilerek
cihaza enjekte edildi. Dogrulama testleri i¢in yine yukaridaki yontem ile analitlerin tesbit limitleri kadar
standart enjeksiyon yapilarak oncelikle sartlarimizda tesbiti miimkiin miktar ile geri kazanim (recovery)
saptamasi yapildi. Lasalosit ve salinomisinin kas dokusundan ayristirilmasi, sivi-sivi ekstraksiyonu ile
analitlerin kirlilikten ayristirilmasi yapilarak LC-MS-MS sistemi ile dogrulamaya gecildi.

Analiz i¢in thermo finnigan surveyor LC pump, otomatik enjektor (thermo finnigan surveyor
autosampler), LC kolon (phenomenex synergy max RP 2,1X150 mm 5u) 40 °C kolon firin 1s1s1, 25 pl
enjeksiyon hacmi, 0,3 ml/dk akis hizi, 0-25 dk diagonal akis programinda ve %60 asetonitril + %25
0,1M Amonyum asetat + %10 metanol + %S5 tetrahidrofuran + %0,2 formik asit olan mobil faz sartlar

olusturularak calismaya baslandi.

3.6. E- LC-MS Kosullar::

MS dedektor :Thermo finnigan MSQ LC-MS
Bilgi Islem Programi :Xcalibur 1,2 Software DELL
Azot Gaz1 Basing (P) :60psi

Prob 1s1s1 :400°C

Iyonizasyon yontemi :ESI

Iyon dedeksiyon modu  :SIM

Taranabilir iyon degerleri: Polarite, zaman araliklari, cone voltaji

Iyonofor Kiitle Polarite T(siire arahig) V(uygulanan voltaj)
Lasalosit 613,6 + 5-9,30 90
Salinomisin = 773,7 + 13,10-16,00 100
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3.7. Materyal saglanmasi, gruplandirma, yedirme ve ekstraksiyon:

Bursa’da ticari bir isletmeden alinan 150ad. Ross 1rki 16 giinliik broyler pilici Bilecik ili Inhisar
ilgesi Tarpak beldesine kafeslerde zayiatsiz tasindi. 30 adet fazla broiler olasi zayiat v.b. sorunlarin

bertaraf edilmesi i¢in fazladan alindi. Bu fazlaliklarin ¢alisma siiresince kullanimina gerek duyulmadh.

Daha 6nceden hazirlanmis, boliimlere ayrilmis, lasalositigin °L’" salinomisin i¢in “’S’” kontrol
icin de “C’’ yazilarak isaretlenmis bolmelere yerlestirildi. Muhtemel aksakliklarin (6liim, hastalik v.b.)
tolere etmek amagh L, S ve C grubu disinda kalanlar ayr1 bir bolmeye alindi. Bes giin boyunca kendi
normal rasyonlari, antikoksidiyal icermeyen rasyonlari, ile beslenme siirdiiriilerek eliminasyona neden

olabilecek olast1 risklerden kaginildi.

3.7.1. Yedirme, kesim ve ekstraksiyon:

Yem karisimi 20. giinde Lasalosit ve salinomisin i¢in ton iizerinden hesaplama yapilarak
lasalositin 90 ppm, salinomisinin 60 ppm miktarina denk gelen ila¢ kismi bir 6n karigsima tabi tutuldu.
Bu 6n karigim ikinci bir karisimla homojen dagilimin saglanacagindan emin olunduktan sonra 100’er
kg’lik pellet olmayan yemlere karistirildi. Bir sonraki giin (21.giin) yedirme sabahtan baslatildi ve
miiteakip dort giin boyunca kontrol grubu ilagsiz olmak iizere yem ve su ad-libitum verildi.

Yem tiiketimi lasalosit grubunda baslangigta hafif bir alinganlik yaptiysada bu 2. giinden 6teye
gidemedi. Salinomisin grubunda ise ilk giinden itibaren yem tiiketiminde artis buna paralel su
tilketiminde ise asir1 artis gozlemlendi. S grubunun ¢okca yem tiikettigi, agirlik artiginin L grubundan
fazla oldugu, daha haraketsiz hatta yatarak bile tiiketime devam ettikleri goriildii. Bes giin sonunda total
yem tiiketiminde S grubu %20’lik farkla daha fazla yem tiiketti ve gbzlemlenebilir agirlik artis1 da buna
paraleldi. Bes giin boyunca konuya iliskin degerlendirmeleri degistirebilecek herhangi bir olumsuzluk
meydana gelmedi.

Besinci giin kesime gecildi. Kesime; optimal kosullarda L grubundan baglayarak rastgele se¢imle
numaralandirilmak suretiyle baslandi. Salinomisin ve kontrol grubu da bunu izledi. Deri but ve gogiis
hari¢ komple ¢ikarilarak zamandan tasarruf edildi. I¢ organlar usuliine uygun uzaklastirildiktan sonra
gerekli temizligi yapilip sogumaya terkedildi. Uygun karkas sicakligina erisilince her karkas icin ayr1
sirali, numarali numune kaplarina konularak soguk zincirde laboratuvara tagindi. Her kesim sonrasi
mutlaka ekstraksiyon islemlerinin yapilmasina 6zen gosterildi. Doku ve 1s1l islem ekstraksiyonlar1 bir
arada ve uygun dinlendirme kosullarinda 24 saat sonra baslatildi. Birinci ve iiciincii giin kesimleri ¢okca
onemli goriilerek bu siire asilmamaya calisildiysa da 1. grup numune ekstraksiyonlarinin uzun siirmesi,

laboratuvar aliskanligi, el cabuklugu gibi nedenlerden dolay1 2. kesime planlanmis zamandan ancak 4
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saat sonra baslanabilindi. Bundan sonra sirasiyla sirasiyla 5. ve 7. giin kesimlerin zamanlarinda her
hangi bir kaymaya mahal vermeden basarilarak ekstraksiyon ve diger islemleri aynen yerine getirildi.

Ekstraksiyon icin yontem aynen korunurken doku ayrimina gidilmeden but ve gogiisten ortak
alinan numuneler ile karacigerden 10’ar gr’lik numuneler es zamanli ve paralel calisilip 3/4 parca da 1s1l
islemler i¢in ayrildi. Bu 1s1l islemlere saklanmis kisim goz karar ii¢ esit pargaya boliinerek -20°C’de 10
giin tutulduktan sonra -20 °C’den alinarak O - +4 °C sartlarinda 12-24 saat ¢oziindiiriilerek
ekstraksiyona alind1. Ikinci parca toplumsal yemek kiiltiiriimiizden drneklenerek aliskanliklarimiza
paralel olarak fakat 1s1 ve basing ayarlanabilir bir kapta pisirmeye tabi tutulup pismis et ve et suyu ayri,
ayr ekstrakte edilerek numaralandirilip analizi yapildi. Pisirme esnasinda 6rnekle beraber pisirme
kabina 250 g doku i¢in 50 ml su ilave edilerek pisirme siiresi 25 dakika ile sinirlandirildi. Son 1/4parga
ise yine beslenme aligkanliklarimiza paralel olarak kizartilip ekstraksiyonu yapilarak analize alindi.
Kizartma islemi elektrikli kizartic1 kullanilarak ve tiiketilebilir nitelikte kizarma kivamina geldiginde
isleme son verilerek tamamlanip, ekstraksiyona gidildi. Hem pisirme hemde kizartma isleminde tiikketim

aliskanliklariyla birebir paralellik saglanmasina azami riayet edildi.

Ekstraksyon sonrast numunelerden elde edilen kalint1 organik bir ¢6ziicii yardimiyla SPE ve LLE

teknikleriyle ile dokulardan ayristirildi. ila¢ kalintilarini ¢ozen organik bir solvent icinde var olan
eluatlar azot gaz1 (N2) altinda kuruluga kadar uguruldu.
Ornek zenginlestirme olarak ifade edilen sample concentratér sistemiyle ekstraksiyon sonucu
dokulardan ayrilarak organik c¢oziiciiye gecen ila¢ kalintilar1 cihaza verilinceye kadar vida kapakl
tiiplerde 4 °C de muhafaza edildi. Ekstraksiyon tiipleri de olas1 bir geriye doniis i¢in sogukta muhafazaya
birakildi.

Kurutulmus tiipler 0,5 ml organik ¢oziici (500 ul asetonitril + su: 75/25) ile ¢oziindiiriilerek
viallere aktarildi. Vial agizlarnn kapatma makinasiyla kapatilarak numaralandirilip isaretlendi. Daha
Onceden lasalosit ve salinomisin i¢in kalibrasyonu yapilmis analiz parametreleri dogrulanmis cihazlara

bu ornekler belli bir siralamayla verilerek analiz edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan piyasa arastirmasi Istanbul ilinden 15 ilgeden (B.Evler, Bagcilar, Bakirkoy, K.cekmece,
Gaziosmanpasa, Fatih, Eminonii, Beyoglu, Sisli, Giingoren, Tuzla, Maltepe, Pendik, Kadikody, Beykoz)
degisik noktalardan numuneler alindi. Yumurta ve doku numuneleri alinis sekil ve kriterleri olarak
TKIB’nin numune alma format1 da g6z 6niinde tutularak Tablo 3. 1. ve tablo 3 .2.’deki gibi tablo haline
getirildi.

Yumurta Ornegi alim tablosunda da goriildiigii iizere ortalama tiiketim kriterleri gz oniinde
tutularak 50-60 g agirliklarinda, deformasyonu olmayan ve son kullanma tarihi uygun olan; yani siiresi
icerisinde alinarak analizleri yapildi. Pili¢ etinde de kullanim siiresi etiket bilgileri ve organoleptik
ozelliklere dikkat edildi.

Numuneler istanbul ilinden sadece onbes ilcesinden toplanarak uygun kosullarda laboratuara
tagindi. Taginmada soguk zincir 1s1 yalittmi yapilmis kap icerisine buzlu akiiler yerlestirilerek numuneler
aralarina konularak yapildi. Kisa siireli olan tasima periyodundan numunelerin etkilenmemesine azami
dikkat edildi.

Alinan numunelerin ekstraksiyon ve analizleri yontem olarak AB’nin de Berlin’i (CRL, Berlin
BgVV- BVL) referans gostererek kullandigi ve halihazirda PVKAE’de de kullanilmakta olan yontem
oturtulduktan sonra tarama ¢alismalar1 baslatildi.

Yumurta analizlerinde ekstraksiyonda doku solvent oranlarinda kirliligin azaltilmasi amaciyla
kullanilan Na,SO, tiiplere ilave edildiginde o6zellikle yumurtanin jeloz kivamda olmasi nedeniyle
katilasma meydana geldiginden yumurta ekstraksiyonunda Na,SO; kullanilmadan yerine organik
coziiciilerin oranlar1 diizenlenerek likit-likit ekstraksiyona (LLE) gidildi. Bunda amac kirliliklerin
onlenmesi oldugundan yonteme negatif katkis1 olmayacagi aymi viyolden alinan Orneklerden bir
kisminda sodyum siilfat kullanmamak seklinde karsilagtirmali analize alindiginda daha iyi sart ve
degerler elde edildiginden kullanilmamasinin uygun olacagina literatiir 1s18inda karar verildi. Aksi
halde asin1 katilasmadan ¢alisma ekipmanlarindan ayristirilmasi, santrifiijii gibi hem analiz proseslerini
hemde numune miktarinin fazla olusu ve amaca uygun olmamasi gibi yontem/hedef asamalarini ciddi

anlamda sorunlu hale getirdiginden birakilmasinda sakinca goriilmedi.

Yukarnida belirtilen yontem ile PVKAE’de analize aldigimiz 150 (yiizelli) adet yumurtadan
Salinomisin ve Lasalosit i¢in hesaplanabilir 6l¢iilerimiz i¢erisinde herhangi bir kalintiya rastlanmadi.
Yine broiler etinden mix olarak (but + gogiis) hazirlanan karisimlardan da kendi yontem ve tarama

sartlarimizda negatif sonug alindi. Ornekleri sekil 4. 1, 4.2, 4. 3.‘te verildi.
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Sekil: 4.1. Piyasa arstirmasi negatif bulgu (Ornek No: 18)
Ccalibury, 2007 numunelericocc 2 132007 7:49:52 P
RT: 0.00- 1200
1068 NL:
100 07z 2.22E3
on ] ST TIC F:
a0 652 557 . 1ogr 120 b
oS 5.7 B42 BED go7 10,95 4 oce521
g 7o 516 T oTaz 217 1183
Z : 335 4
i 5.42 525
5 106 199 Spga sgg 403 208 789 865 :
£ s0 1.43 2.81 482
2
T
£ =0
20
10
L o e o e LIS E s o o o ey s e e B e e e e e e e e e B L e e e s e s e e e e e e e e |
1 z z 4 5 7 a 10 11 12 13
Time (min)
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Sekil: 4.3. Piyasa arstirmasi negatif bulgu (Ornek No: 21)
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Bu; Iyonoforlarin kullanimlarina getirilen yasal 6lciitler ve uyulmamasi durumunda uygulanacak
yaptirimlarin kabuliinden hemen sonraya denk geldiginden ilgili resmi kurumlarin uyarisinin yan sira
verilis itibariyle lasalositin daha az kullanilmasi, salinomisinin ise fazla kullanilmasina ragmen arinma
araligina dikkat edildigi seklinde yorumlandi. Salinomisin; molekiil karakteri ve kinetigi geregi
metabolizmasinin ilk gegcis etkisinden daha fazla etkilenmesi ve degradasyon hizinin yiiksek olusu da

nedenler arasinda addedildi.

Broilerlerde antikoksidiyaller metaflaktik kullanimlarinin yanisira zooteknik olarak da verim
arttiricl, yemden yararlanmayi yiikseltici bir bagka ifade ile yemin ete doniisiim oranini pozitif yonde
degistirici olarak kullanilan lasalosit ve salinomisin i¢in yedirme denemeleri siiresince yem tiiketiminde
salinomisinde daha fazla olmak iizere her iki grupta da artis gozlemlendi. Bu; gbzlem sonuglariin
kalitatif olmasi literatiir olarak verilen ve amag¢ disinda oldugu i¢in verilmemis zooteknik ve

parazitolojik arastirmalar ile paralel meydana geldi (10,11,41,58).

Kesimin 1., 3., 5., 7., glinlerde yapilmas1 hem ekstraksiyon periyodu hemde yapilagelen otoriter
uygulamalarla paralellik arzetmesi saglanmis oldu (5,10). Negatif sicaklik etkisi disinda diger 1sil

islemler icin ayrica bekletmeye gerek goriillmedi.

Lasalosit ve salinomisinin yapilan tespit diizeyi calismalari, geri kazanim ve validasyon islemleri
sonrasinda 1ppb karar noktasina rahatlikla inilebildigi bunun da EFSA, EMEA ve ulusal verilerle paralel
oldugu goriildii. (5,9) Her ne kadar verilmis Orneklerdeki gibi ppt diizeyine yaklasan tespitleri
miimkiinse de validasyon tespiti ve hesaplanabilirliligi lasalosit ve salinomisin i¢in esit olmak {iizere

sirastyla 1 ppb ve 2 ppb olarak ifade edilmesi uygun goriildii.

4.1. Lasalosit ve salinomisinin analiz ve dogrulama parametreleri

Lasalosit ve salinomisin icin tarama analiz parametreleri

Tespit Limiti (ppb)| Hesaplanabilir Limit

Iyonofor Dedektor| Cone Voltaji
(LOD) (ppb) (LOQ)

Lasalosit 2 4 ESi(+) 90

Salinomisin 2 5 ESi(+) 100

Lasalosit ve salinomisin icin dogrulama analiz parametreleri

Lasalosit 1 2 ESi(+) 30

Salinomisin 1 2 ESi(+) 40

Tablo 4.1. Lasalosit ve salinomisinin analiz ve dogrulama parametreleri
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Sekil 4.4. Lasalosit LC-MS/MS Spektrumu

Salinomisin LC-MS/MS Spektrumu:
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4.2.Lasalosit ve salinomisin standart uygulamalar:

Lasalosit standart seri-1
derisim |alan ort.
las-stadi o S0 S - TES AT
0 0 R = 09231
5 23876 120000
7,5 37744 100000 »
10 47023,5 — o
12,5 60993 e "
15 769245 || % e
17,5 86328,5 o
20 99807 a
10 15 0
]
derlslm
Tablo 4. 2. Lasalosit standart seri -1
Lasalosit standart seri-2
derisim | alan ort.
las-std2 i SOEAE - 26T 1
R = 0SS
0 O 120000
5 18563,5 100000
7,5 33355,5 sccon P
10 42598 e "
12,5 55281 £ -
15 71912 o -
17,5 87140 L
20 97515 10 15 o
30000
derlslm

Tablo 4. 3.Lasalosit standart seri -2
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Tablo 4. 4. Lasalosit standart seri -3

alan

Lasalosit standart seri-3
derisim | alan ort.
0 0
5 19322
7,5 32202
10 47542
12,5 60525,5
15 70983,5
17,5 83673
20 103889

las-std3 = S - 3007 B
R = 05624
120000
100000 /
/
/

S /

=}

10 15 ] x

Beria]

derlslm

derisim |alan ort.
0 0

3 54923
45 83750

6 101853
7,5 127403,5
9 158689,5
10,5 176740,5
12 195164,5

salinomisin standart seri-1

alan

250000

200000

150000

100000

S0000

u}

sal-std1 ¥ = 16376x + 45459

R = 0,9956

/

T

/

u}

10

derisim

15

Tablo 4. 5. Salinomisint standart seri -1
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salinomisin standart seri-2

derisim |alan ort. sal-std? hllay
0 0 200000
3 35757,5 /
4,5 63672 - /
6 82716 00000
7.5 112058,5 £ /
9 138792 son0n
10,5 159889 o /
12 189739,5 2 ‘ & E 10 12
=S0000
darl slm
Tablo 4. 6. Salinomisint standart seri -2
salinomisin standart seri-3
derisim |alan ort.
sal-std3 = TR =T 1164
0 O - F (R385
3 34981,5
4,5 65927,5 2noncn /
6 98952,5 150000
7,5 125567 A _

9 143394 . /

105 167613
12 203367 : i

derlsim

Tablo 4. 7. Salinomisint standart seri -3
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Alanlar
Madde Enjeksiyon | TL 1.5TL 2TL 2.5TL 3TL 3.5TL 4TL
Lasolasid 1 18532 |34561 42694 52559 72323 89488 98937
2 18595 32150 42502 58003 71501 84792 96093
Salinomisin |1 35253 | 66488 82559 113887 | 138054 |159681 |184683
2 36262 | 60856 82873 110230 |139530 |160097 |194796
Alanlar
Madde Enjeksiyon | TL 1.5TL 2TL 2.5TL 3TL 3.5TL 4TL
Lasolasid 1 20110 [32836 47414 59798 71198 80843 104235
2 18534 31568 47670 61253 70769 86503 103543
Salinomisin |1 35767 67920 96502 125200 |138706 |165715 |208388
2 34196 |63935 101403 |125934 |148082 |169511 |198346
Tablo 4. 8. Lasalosit ve salinomisin enjeksiyon/alan tablosu
4.3.Tespit Calismalari
100ppb Mix Standart Kromotogrami
RT: 0.0 - £5.00 " " ﬂ

100

RelEatue shapdaecs
= - o0
= = =
LTy Ta 0 Ty

o
=
PR

10.54

254263 36y RO B0 B

Jozs 108 821 303 1025

1502 552 1641 19.24 18.32
TT TT[TT

1310

2026

G.54E4
TIC M3
coccl00pp
b2

5 MS,L&LUS

1 H i 4 5 & 1 § 3 Ll LI S N I L) 15
Time [min]

=

20 A -

23

IRRRRS
24

Sekil 4. 6. 100ppb Standart Kromatogram (mix)
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4.4.Antikoksidial laclar icin LS-MS Tespit Limiti Calismasi

Ing/ml Cocc. Mix. Std.

35

223 PiL:
100 133E3 -]
2 an TICF: M3
m coccipph
'E " 4.00 473
2 8.10 o7 918 1098 11,39 4342 1542 1214 19.06 2042 pzsg 2373 2635 2746 2862
o 40
2
o 20
o
D|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| rrr 11 rrryrr 11 1171
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 pc]
Time (min)
RT: 0.00-20.99 Sk 118 iy | RT:000-29.99 SM: 1B 4a
RT: 228 ML 163E3 1638 1911 ML 7.20E2
A 5400 mifz= 3007030070 F: 40,00 - ¢ 02500 g35.00 miz= S3450-33550F 05 + 0
SN T ESl corona sid det= 1400.00 SIM 1007 L T ESl corona sid det= 1400.00
SRR ms [ 300.21-302.21@40.00] M3 7 SIM ms [
400 =00 Gienesis cocelpph 20 924.00-936.00@55.00] MS
b coccipph
G0+
50 404
204
0 o
TL: .43E2 1822 2004 TAL: 7.90E2
mizz B13.00-E14.00F: 0% + cESI 77358 77350 mizz TTRI0-TT4A0F: {03} + 0
corona sid det=1400.00 SIM ms [ 100 i ESl corana sid det=1400.00
G12.45-E14.45@35.00] MS - SN ms [
PR coccippb c 80 T7253-T74 FI@0.00] MS
g b = b coccipph
R c
E 5 60
s ] T ]
2 &0+ g 40
@ 7 = 1
£ 1 5 207
m 1 or B
TR ]
£ 0 . 0 .
TL: 7.83E2 oqan 2264 2870 MLEDSE2
mizz BIZO0-E34.00F: {02} + ¢ 167 50 78750 79759 mis TETITEEIOF: {04 .o
ESl corona sid det= 1400.00 51K 1005 = ESl corona sid det= 1400.00
ms [ £32.50-534 50@120.00] MS 7 SN ms [
100+ coceippb 204 78653788 FI@I20.00] MS
E e E cocelppb
] 60
50 40
i 20
D||||||||||||||||||||||||||||| D_|||||||||||||||||||||||||||||
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 75

Sekil 4. 7. 1 ng/ml Standart Kromatogram (mix)



5 ng/ml Cocc Mix. Std.

Chxcalibun. \denemel10705lcoccSpph

TM1I2006 3:09:54 PM

235 hL:
o 1005 seeEs
g 3 TICF: MS
£ ool
& 809 cocepph
5 s03
3 e0]
x 3
A
5 503 W g 23 7.27 804 10.42 1398 14.38 1535 1544 1923 2048 2228 24.43 27.07 29.38
w203 a8_~ a9
E E| Mgkl
LS S S L S B ML e e e e e e e B R e e
0 2 4 g 2 10 12 14 18 12 20 22 24 26 bl
Time (min)
RT: 0.00-20.00 SM: 118 & | RT:000-2008 sm: 1B ]
RT:2.28 HL: 3 96E3 TL: 6 34E2
A 34347 mies 30070-30170F: 0,0} - mies 334 50-335.50 F: {05} + o
Sy 22 ES corona sid det= H00.00 SIM ES corona sid det= HO0.00 SIM
BeRET 2R ms [ 30021302 21@40.00] MS ms [ 534.00-336 00@55.00] M5
1004 Gienesis cocobpph 100 " coceEpph
50% & 50
o 0
FT: 1034 HL: 2.07E2 FT: 1024 TL:2.73E2
A 2240 mizs BI2.00-6H.00 F: 0} + o ESI A8 1935 mizs TERI0-TT4I0 FL 0,3 » 0 ESI
SN 4 corons sid det= 40000 Sk ms | SN a corons sid det= 1400.00 Sk ms [
BE. 51248 E12.43-614.43@95.00] M3 P =73 50 263774 B9ETIN00] 1S
@ 100 Genesis cocoipph @ 100 Genesis cocoTppb
2 W«vﬁ- 2
2 2
H H
5 5
% &0 % &0
o o
= =
K K
@ @
= g |
AT 1438 HL: 9.63E2 ML:8.26E2
S 5435 mizs GI300-E94.00 F: 0.2} o mizs THTI0-PHE0 F: 0.4} » c ESI
ESI corona sid det= 400,00 SN corona sid det= 1400.00 SR ms [
ms [ 692.50-634 50@120.00] M35 9559 780.59@120.00] M5
100 Genesis cocoBppb 100 coccBpph
50% 5%
1+ “+—rrrr
0 5 10 15 0 20
. .
Sekil 4. 8. 5ng/ml Standart Kromatogram (mix)
.
10 ng/ml Cocc Mix. Std.
Chxcalibun. \denemel110705\coce] Opphb THAZ006 3.40:368 PM
223 hL:
100 saEs A
¥ TICF: tS
& 80 coeellppb
5 &0
H
Ed
@ a0
&
E 205019 378 473 505 5a5 qoog 1030 1340 1438 1451 1326 1917 2066 2230 2458 2560 2702 20.25
5.E o3 1 N =0} &5
L o e e e e M LA R B o B B B B B B B B B B s S ML e e
0 z 4 8 E] 10 12 14 18 13 20 72 249 75 b2:]
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RT: 0.00-20.03 SM: 11B @ | RT:000-2003 sMm:11B 5
RT:2.26 ML E30E3 ML:EFTE2
A B2200 miz= 300.70-30170 F- {00} - ¢ ESI miz= 934 50-935 50 F: 0.5 + ¢
M. ag corona sid det= 40000 SIM ms [ ESl corona sid det=1400.00 St
P.e0R 300.21-302 21@40.00] MS s [ 934.00-936.00@55.00] M3
qop— e Gienesis caccllpph 100 cocellpph
5D§ a0
o o
RT:10.20 ML 957E2 RT: 19.15 ML 912E2
A 4240 mitzz BI300-614.00 F- 0.1} + o ESI A 3511 mitz= FEAA0-FT40F: 40,3} » s ESI
Prh corona sid det= 40000 S8 ms [ Sh 3 corona sid det= 400,00 SIM ms [
BP. 61348 E1248-614.48@95.00] MS oF. 77250 TR2EG-TT45IEN00] S
4100 8T Gisnesis coccllpph 4100 AT Gienesis cocellpph
] ““‘""v&' =
H H
H H
& 50 & 50
P P
2 2
b} b}
£ o € o
T 1436 TIL: LHES BT, 2715 ML:ETIER
AR: 10430 mizs E33.00-584.00 F: 0.2} + AA 3207 iz TELIO-TESI0F: 04} + cESI
SN B ESl corcna sid det=1400.00 SIM N corona sid det= 400,00 SIM ms
BP- 595 501 ms [ 63250654 S0@120.00] M5 o T26.53-TEE.59@IZ0.00] M5
100 Genesis coccllpph 100 Genesis cocellpph
a0 50
o 0
0 5 10 15 w0 25 0 5 10 15 20 25

Sekil 4.9. 10 ng/ml Standart Kromatogram (mix)
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25 ng/ml Cocc. Std.

z23 HL:
L, oo 263E4 i
g TICF: MS
= coee2fpph
B
£
@ a0
£
2™ 1432
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RT: 0.00-20.09 SM: 118 & | RT:000-20.93 SM: 1B ]
RT:226 FIL: LE4E4 RT: 17.49 TL: TADE2
Adc 187461 mizs 300.70-30170 F: {004 - ¢ ESI Ad 1457 miz: 334 50-935.50 F: 15} +
SN: 205 acrona sid dets HOD.00 SIM ms | SN2 ESl corona sid det= 1400.00 SIK
BF- 30122 300.21-302 21@40.00] ME BF- 835.00 ms [ 934.00-826.00@E5.00] MS
100 == Genesis cosc25pph 100 Genesis cosc25pph
50§ ﬂ 0
o 0
RT: 1032 FIL: 13363 RT: 19.18 TL: LI0E3
A 0058 mife= 13.00-614.00 F: {01} « ¢ ESI A GTOT mlzz FPLI0TT40F: 40,3} + cESI
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BP.613.43 EI2.45-61.43@5.00] ME BF- 77350 F72.53-7T459EN0.00] MS
a 100 Genesis cosc25pph 2 100 Genesis cosc25pph
H H
5 5
K] K]
H H
& 50 2 &0
M M
E E
k k
o o
€ 0 )
RT: 1431 ML AT4ES RT. 2717 ML:10EZ
A 25156 miz= 633.00-634.00 F- 0.2} - & AA; G100 miz= TETI0FERI0F: 04, + o ESI
Sh- 18 Sl eorona sid det= 140000 511 N7 corona sid det= 0000 SIM ms
BP: B350 mis [ 69250694 50@120.00] MS BP: 757 5o T3 TEEEADIZONN] MS
100 ; Genesis onecGpph 100 = Genesis coce2Bpph
50% 50%
L e [ R e e e SV
o 5 10 15 20 o 5 10 15 20

Sekil 4. 10. 25ng/ml Standart Kromatogram (mix)

50ng/ml Cocc Std

225 ML
L 100 soree A
2 TICF: MS
580 cocc5ippb
El:)
H
I
@ 40
£
2 20
& 162 [hz62 44 541 533 921 1028 1143 1383 1429 1551 1753 1024 2049 2209 2407 2504 2712 2703
L o S i e B s o e s s B e e e e s e B S 5 L e s e s s e e B e
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RT: 0.00-20.80 SM: 118 & | RT:0.00-20.92 SM: 118 4a
RT: 228 ML 351E4 RT: 17.51 ML:372EZ
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Sekil 4. 11. 50 ng/ml Standart Kromatogram (mix)
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100ppb Mix Standart Kromatogrami
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Sekil 4. 12. 100ppb Standart Kromotogram (mix)

Spike yapilmis doku kromatogram tespit limiti
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Sekil 4. 13. Doku kromatogram tespit limiti
Lasalosit ve Salinomisin Kromatogramlari
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Sekil 4. 14. Lasalosit ve salinomisin doku kromatogrami



Blank Doku Kromatogramlari
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Sekil 4. 15. Blank doku kromatogramlari (Sirasiyla control 1,2,3,5)
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4.5.Linearite

4.5.1.Lasalosit Linearitesi
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Sekil 4. 16. Lasalosit linearitesi (kCount ve MCount/dakika)



Spike yapilmis dokulardan elde edilen Lasalosit kromatograma.
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Sekil 4. 17. Lasalosit spike doku kromatogrami (kCount ve MCount/dakika)
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4.5.2.Salinomisin Linearitesi
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Sekil 4. 18. Salinomisin linearitesi (kCount ve MCount/dakika)

mintes
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Spike yapilmis dokulardan elde edilen Salinomisin kromatogramu.
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Sekil 4. 19. Salinomisin spike doku kromatgramm (kCount ve MCount/dakika)



4.5.3. Ornek Numune kromatogramlari:
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Sekil 4. 20. Ornek numune mix. Kromatogramm (kCount ve MCount/dakika)
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Standart enjeksiyonlardan sonra elde edilen geri kazamim lasalosit ve salinomisinde sirasiyla

%98, %90 oldu. Bu yiiksek degerlere ulasilma nedeni lasalosit i¢in c¢ift degerli iyonlar1 baglama
kapasitesi, kaybin daha az sekillenmesi ile makinalarin yiiksek performansta calisabilmeleri, salinomisin
i¢in ise; son kriterin yanisira 6zgiin yapisinin metotla iyi sonu¢ vermesine bagland1 (3,31,51). Bu; 2000
yilindan sonra yapilmis EMEA ve EFSA’nin da referans aldigi calismalardaki aymi dikkat ve titizlikle
tarafimizdan da taranarak uygulanmasi seklinde saglandi. Lasalosit icin EMEA tarafindan MRL Kkas,
deri+yag, karaciger, bobrek ve yumurtada sirasiyla 20, 100, 100, 50, 150 ug/kg olarak verilmis ve ulusal

mevzuatimizda da ayni oranlar ayni dokular i¢in aynen alinmis ve kabul edilmistir.

Ulusal otorite PVKAE’nin yapacag izlemeyi LC-MS ile dogrulamay1 ise LC-MS-MS ile tesbit
seviyesini ikisinde esit olmak iizere 10 pg/kg ve dogrulama seviyesini ise her iki madde icin esit olmak
tizere 2 pg/kg ile yasal olarak diizenlemis ve karar limiti olarak salinomisin i¢in varliginin te’yidini
yeterli goriirken lasalosit icin  >20 pg/kg olmasini kararlastirmistir (3,4) Bu ulusal ve AB yasal
mevzuatinin yamsira kullamimi devam edegelen lasalosit ve salinomisininde dahil oldugu karboksilik
iyonoforlar icin kullanim ve arinma parametreleri hususunda iilkemizde herhangi bir saha taramasina
rastlanmadi. Bu sayilanlarin 1s18inda lasalosit ve salininomisininde i¢inde bulundugu karboksilik
iyonoforlarin  mevcut kullanimlari, yapilari, diren¢ olusturma periyotlarinin uzunlugu, koksidi
etkenlerine etkin ve 0zgiin etkimelerinden otiirii kullanimlarinin devam edecegi kanaati tarafimizdan da
benimsendi (31). Lasalosit ve salinomisinin yapilan LC-MS tespit ve LC-MS/MS dogrulama analizleri
sonucunda alinan analiz 6rneklerinden birka¢ adedi asagida verilmistir. Verilen analiz raporlan giinlere
boliinerek ortalama ideal olan, ayni grup ornekleri temsil edebilen, anlizlerden sadece birer adedi
konuldu. Bu 6rnek analizler 1., 3., 5. ve 7. giinlerden birer adet olmak iizere alinarak karboksilik
iyonoforun diizeyi, giinlere gore azalma durumu ve diisiis trendi hakkinda bilgi vermesi acisindan son
derece carpici olduklan diisiiniildii. Burada lasalosit cok daha yiiksek seviyelerde bulunabilme egilimine
karsin salinomisinin daha diisiik diizeyde bulundugu tespit edildi. Analiz 6rnekleri 7. giinii raporlar
tespit ve dogrulama limitlerimizin ¢ok altinda olup biiyiikk ¢ogunlugu da tespit edilemez diizeyde

gerceklesti.

Lasalosit ve salinomisinin broyler mix dokusunda 1-7. giinler arasinda bulunma 6rneklerinden
asagiya ¢ikarilmustir. Orneklerde 1., 3., 5. ve 7. giinler arasindaki rezidiiel varligin zamana bagli azalma

seyri ve tespit edilebilen ¢ok kii¢iik miktarlar1 agisindan 6nemli oldugu degerlendirildi.
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4.6.Lasalosit LC-MS Analiz ornekleri:

Ornek 1. 1. Giin kesimi 6rnegi (ilk kesim sonrasi 6rnek olmasindan otiirii degerin oldukca yiiksek

oldugu goriillmektedir.)

Lesalocid
RT = 2406
Analiz Raporu ————— |
SamplaMana:  1L1M=T goquisifion Dae:  03.01.2008 (22525 o L. _
Cperdor Mame:  Andlid gt Mathod: C:\TandemGoldimathods'c |
occetas mih & -

DaaFilk Mane:  clademgoldddaicoocs Ladd CAbraion: 0201 2008 19:32:235 |

Compound Name g RT Guanlons  areq Amourt Units 5 ‘ \ -

Lasdacid i 24 RIC o552ER oL Bt ppb .

0t

Sekil 4. 21. Lasalosit 1. kesim ornegi

Ornek 2. 3.Giin kesimi 6rnegi (Kalinti miktarmn 3. giine hzla azalarak diistiigii ve 1. giinle

karsilastirilmasimin 6nemli oldugu acik sekilde goriilmektedir.)

Lasaiocid
RT =2424
. — — =
Analiz Raporu
S ampla M ana: 2L2 Miz-1 Acquisilion Dele: 0301 2008 04-3547 a -
Cpardor Mame:  Analid st Malhod: CoT ehdamGodimathod B |
ccoetas mih - -
Daa File Nama: ol adem goldid & dooces- Last © dibralion: g o4 _oo0s |
19-32 26 = -
Compound Hame g BT Quan lons  Area Amourt U nits |
Lasdcxcid -3 | -
1 2424 RE 3,13;Es  BE8E  ppb |
I —
iy L

Sekil 4. 22. Lasalosit 3. kesim 6rnegi
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Ornek 3. 5.Giin kesimi ornegi (Bu sekilde zorunlu bekletme siiresi sonunda kalinti miktarimin

kabul edilebilir diizeye indigi aciktir.)

Lasalocid

. RT = 3,025
Analiz Raporu T B =
Sample Mame: BLMIX 1 Acquisition Date:  04.01 2008 02:0508 -'-E _
Operator Mame:  Zivak  Inst Method CTandemGoldimethodsis | S —
occidiostats ionophore.mth ”‘E ‘
Data File Mame:  cMandemgoldidatalcoccid- Last Calibration:  03.01.2008 .n.é _
15522 | 3
Compound Name |15 RT CGuan lons  Area Amount Units “E _
Lasalocid 1 3025 RIS BS20EE 7672  ppb  |° il 4
3 3 ) T ] r‘j

Sekil 4. 23. Lasalosit 5. kesim ornegi

Ornek 4. 7.Giin kesimi 6rnegi (Kahnt1 diizeyi 6zenle sadece tespit edilebilir diizededir.)

Analiz Raporu
Sample Name:! 7 L1 M2 Acquisition Date: 30.12.2007 18:34:23

Operator Name.  Analisl  |pst. Method:  C\TandemGoidimet hodsic
poostast. mth

Data File Name:  c'landemgoldidatalcoces- Last Calibr ation: 30.12.2007
17.50:48

Compound Name S RT Quan lons  preg Amount  Units

Lasalocid 1 2045 RIC 272471 0087  peb

Sekil 4. 24. Lasalosit 7. kesim 6rnegi

Lasalocid
RT = 2046
Wl L i :




4.7. Salinomisin LC-MS Analiz ornekleri

Ornek 1. 1. Giin kesimi 6rnegi (ilk kesim sonrasi

goriilmektedir.)

48

ornegi degerinin son derece yiiksek oldugu

Salinomysin
RT=3274
Analiz Raporu B R
Sample Name: 151 Mix2 Acquisition Date:  30.12.2007 22:55:11 3 e
157 _
Operator Mame:  Analist  Inst. Method: CATandemGoldimethods'c | 3
occstest.mth E
Data File Name: citandemgoldidatalcoces- Last Calibration: 3912 2007 ,é —
17:50:48 E
Compound Name g RT Quanlons Area Amount Units 3
“é =
Salinomysin 3 oazve RIC 1.743E7 38234 ppb 3
3 E Ao
i § i L 1 [}

Sekil 4. 25. Salinomisin 1. kesim 6rnegi

Ornek 2. 3. Giin kesimi ornegi (Kalinti miktarimm 3.

e we

giine hizla azalarak diistiigii ve 1. giinle

karsilastirilmasimin 6nemli oldugu acik sekilde goriilmektedir.)

Analiz Raporu
20.12.2007 20:45:07

CATandemGoldimethods'c
ooostest. mth

Sample Name: 351 Mix2 Acquisition Date:

Operator Mame:  Analist Inst. Method:

Data File Name: citandemgoldidatatcoces- Last Calibration: 30.12.2007

17:50:48
Compound Name IS RT Quanlons Area Amount  Units
- i 314  RIC
Salinomysin 303 6,158E8 13,509 ppb

Sekil 4. 26. Salinomisin 3. kesim ornegi

Salinomysin

RT = 3,314
= PO — ~
E 1M -
[ -
s -
4ad _
= -
2o -
ad -

Al

LA SRR N ST S




Ornek 3. 5. Giin kesimi ornegi (Zorunlu bekletme siiresi sonunda kalinti miktarinin son derece

azalmis oldugu aciktir.)

S din0m ysin
. RT=3513
Analiz Raporu =
SemplaMana:  2SIMix1 Acquisilion Dde: 0301 2008 064605 | 3 -
Cpardor Mame:  Andist st Method: C:NT anckam Goldhm athod g
ocestas mih i B
DaaFike Mane: il awlem goididd deoccs- Last C dibr alion:
02 0 2008 19:3226 B
CompoundHame |5 AT Quan lans Ard amount ypis |
S alinom yein 3 5 -
3813 RK  {msEs 532 oob
- — I e

Sekil 4. 27. Salinomisin 5. kesim 6rnegi

Ornek 4. 7. Giin kesimi 6rnegi (Sadece hassasiyetle tespit edilebilir kalinti mevcuttur.)

Salinomysin
RT =4,506
Anallz Raporu o AT A e
Sample Mame: 93 MIXZ Acquisition Date:  04.01.2008 04:24:50 ’E
Operator Name:  Zivak Inst. Method: CATandemGoldimethods\C ;
occidiostats ionophore.mth ,é _
Data File Name:  c\tandemgoldidataicoccid- Last Calibration: E
03.01.2008 18:55:22 =g -
CDITIpDIlIld Mame 15 RT Quan lons Area Amount Units E
- -
Salinomysin 1 4506 RIC 5326 D084  ppb
= =
E 5008 i :
G
- - ! — T\d'-;

Sekil 4. 28. Salinomisin 7. kesim 6rnegi
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Yapilan kesimlerin 1.,3. ve ,5. giinlerinde rezidiiel miktarin inen dogrusal bir egim gostermesi,
aradaki farkliliklarin yiiksek olusu, kinetiginin; ilk gecis etkisi ile bilyiikk oranda atilimimi sagladig
kalan miktarin ise yapilmis caligmalara paralel olarak metabolizmada hizla degrade edildigi seklinde
yorumlandi. 7. giinde her iki aktif i¢in de tespit simirlarimizin {izerinde herhangi bir kalintiya
rastlanmazken 5. giin verileri AB otoritesine paralel oldu (9,10,12). Yapilan 1s1l islemlerde sirasiyla
kizartma, kaynatma ve dondurmada 1s1l her islemde hem lasalositin hemde salinomisinin yikimlandig
goriildii. Yikimlanma lasalositte daha orantili bir diisiis kaydederken salinomisin yikimlanmasi 1-3
giinler aras1 ¢ok hizli bir seyir izledigine tanik olundu. Lasalositin atilim bakimindan doku
konsantrasyonunun salinomisinden daha ge¢ degradasyonu, 1s1l islemlerden de kaynatmanin lasalosite
oranla salinomisini daha fazla yikimladigi asagida verilen grafiklerden de anlasilacag iizere lasalositin
daha istikrarl salinomisinin ise hizli degrade olma egilimine sahip olduguna tanik olundu. Lasalosit ve
salinomisinin karaciger, doku konsantrasyonu ve 1s1l islemler karsisindaki davranislar1 grafikler haline

doniistiiriilerek asagida verildi.

4.8.Lasalositin zamana ve 1s1l islemlere bagh doku yogunlugu:

Lasalositin normal doku, karaciger ve mix doku {iizerine 1s1l islemlerin lasalosit konsantrasyonunda

meydana getirdigi degisim grafiklerle asagiya ¢ikarilmistir.

Karacigerde lasalositin zamana bagh degisim konsantrasyonu:

Lasalositin 1-7. giinler aras1 karacigerde azalma durumu

250

200
=2
£ 150
E
E‘ 100

) .
0 I I I \.
1.Giin 3.Giin 5.Giin 7.Giin
Siire (giin)

Sekil 4. 29. Karacigerde lasalositin zamana bagh degisimi



Mix dokuda lasalositin zamana bagh degisim konsantrasyonu:

Lasalositin 1-7. glinler arasi kas dokuda azalma
durumu
200-
o 150
Q.
=
€ 100
&
- M|
0 L
1.Gin 3.Giin 5.Gin 7.Gin
Sire (gun)

Sekil 4. 30. Doku lasalosit yogunlugunun zamana bagh degisimi

Lasalositte 1s1l islem (Kizartma, haslama ve dondurma) etkisi.

Lasalositte 1s1l islem etkisi

20

=

& 15,

E

E : l l

=

=

- 5

N

3 il
0 ‘ ‘

Kizartma  Haslama  Etsuyu Dondurma

Isil islem

Sekil 4. 31.Lasalositte 1s1l islem etkisinin karsilastirilmasi
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4.9. Salinomisinin zamana ve 1s1l islemlere bagh doku yogunlugu:

Karacigerde salinomisinin zamana bagh degisim grafigi

Salinomisinin 1-7. giinler arasi karacigerde azalma durumu

200+
150

100
50- '
o >
3 5 7

giin

Derisim (ppb)

Sekil 4. 32. Karaciger salinomisin yogunlugunun zamana bagh degisimi

Salinomisinin mix dokuda zamana bagh degisimi

Salinomisinin 1-7. giinler arasinda kas dokuda azalma durumu

45
40
351
301
251
201
151

10 l
o T -

Doku Derisimi (ppb)

Sekil 4. 33. Doku salinomisin yogunlugunun zamana bagh degisimi
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Salinomisinde 1s1l islem (kizartma, haslama ve dondurma) etKkisi

Salinomisinde 151l islem etkisi

Azalan derisim (ppb

Kizartma  Haslama Et suyu Dondurma
Isil islem

Sekil 4. 34. Salinomisinde 1s1l islem etKisi

Lasalosit ve salinomisin igeren doku iizerine 1s1l islem uygulanmasi seklinde su ana kadar her
hangi bir literatiire rasttamamamiza karsin bir bagka iyonofor olan narasin iizerine yapilan ¢alisma ile
baskaca siilfadimetoksin, siilfakinoksalin, siilfadoksin ve siilfadiazin iizerine yapilan ¢alismalarla da
uyumlu oldugu, hassasiyet, tesbit limiti, 6zgiinliik bakimindan gozlem ve veriler cok daha anlamli oldu

(18,19,27,51).

Iyonofor antikoksidiyallerden salinomisin ve lasalosit iceren doku iizerinde 1sil islem
uygulayarak 1s1 karsisindaki davraniglarina iliskin Rokka’nin bir bagka iyonofor olan narasin iizerinde
yapmis oldugu ¢alismaya paralellik arzetmekle beraber 1si1l islemlerin iyonofor antikoksidiyallerden
salinomisinin daha fazla olmak iizere etkilendigi tespit edildi (51). Buna karsilik doku degradasyonuna
iligkin sonuglar hem molekiillerin farkliligi hemde analiz metodunun farkliligina bagh olarak degisim
gosterdi. Metod farkliligi ile beraber benzer sonuclar 1sil islemlerin iyonoforlar belli diizeylerde
yikimladig1 ve termo-labil olan iyonoforlarin etkilenmelerinin diisiik 1sidan ziyade yiiksek 1sida daha

fazla olduguna tanik olundu.

4.10. Lasalosit spike edilen mix dokularin kizartma, haslama ve dondurma sonrasi1 kalint1

oranlari:
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Lasalosit spike dokularin kizartma testi
No | Konsantrasyon (ug/kg) | Tespit(ug/kg)
1 [ 100 73,487
2 (100 106,89
3 [100 89,798
4 (100 86,696
5 | 100 81,752
6 |100 78,663
7 (100 90,504
8 [ 100 93,251
9 100 83,545
10 | 100 90,41
Ort. % 87,4996
Ort. % 87,5
Recovery % 98
Reel kzt. Doku mikt. 89,2857
Kayip 10,7143

Tablo 4. 9. Lasalosit spike dokuda kizartma etkisi

Lasalosit spike dokularm haslama testi
Tespit Et suyu
No. | Konsantrasyon (ug/kg) | (ug/kg) (ng/kg)
1 | 100 85,42 8,456
2 100 73,25 12,083
3 100 71,7 9,592
4 100 79,87 8,884
5 100 81,04 8,065
6 100 78,66 10,24
7 100 80,69 9,298
8 100 81,36 7,063
9 100 77,25 11,107
10 | 100 76,42 10,255
Ort. 79,166 9,5043
Reel ort. Doku 80,78163 9,698265
Ort. Hasl. et % 80,78 Et suyu % 9,7
Recovery % 98
Reel hasl. et dokuda kayip | 19,22 Tablo 4. 10. Lasalosit spike
Et suyuna gecen % 9,7

dokuda haslama etkisi



Lasalosit spike dokularin -20°C testi

No |Konsantrasyon (ug/kg) | Tespit(ug/kg)

1 |100 95.212

2 |100 99.812

3 [100 93.693

4 |100 93.628

5 |100 92.928

6 |100 96.780

7 |100 97.743

8 (100 94.155

9 (100 87.644

10 100 98.988
Ortalama % 95.058
Ort. % 95
Recovery % 98
Reel deger % 96,93877551 96,94
Reel kayip % 3,06122449 3,06
Ortalama 5.0 %
Dondurma testinde kayip % 3.06 %
Normal dokularda Recovery: % 98.0%

Tablo 4. 11. Lasalosit spike dokuda dondurma etKisi

4.11. Salinomisin spike edilen mix dokularin kizartma, haslama ve dondurma sonrasi kalinti

oranlari:
Salinomisin spike dokularin kizartma testi
Tespit
No | Konsantrasyon (ug/kg) (ng/kg)
1 /100 87,96
2 | 100 81,32
3 100 80,27
4 | 100 79,38
5 100 86,8
6 | 100 80,25
7 | 100 82,68
8 | 100 74,89
9 | 100 76,1
10 | 100 77,95
Ortalama 80,76
Ort, % 80,76
Recovery % 90
Reel kzt. Doku mikt. 89,73
Kayip 10,26

Tablo 4. 12. Salinomisin spike dokuda kizartma etkisi
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Salinomisin spike dokularin haslama testi

Konsantrasyon(ug/kg) Et doku(ug/kg) Et suyu(ug/kg)
1 |100 85.969 7,47
2 |100 69.132 10,13
3 |100 85.725 5,31
4 1100 75.945 9,24
5 |100 71.561 8,28
6 |100 83.477 9,25
7 100 75.801 8,32
8 |100 80.510 8,78
9 |100 79.446 7,93
10 | 100 76.975 8,16
Ortalama 78.454 8,287
Ortalama et doku % 78.45
Reel doku kalint1 ort. % 87.17 9.207
Recovery % 90.00
Reel et dokuda kayip % 12,83
Tablo 4. 13. Salinomisin spike dokuda haslama etkisi
Salinomisin spike dokularin - 20 de dondurma testi
Konsantrasyon ug/kg) Tespit (ug/kg)
1 [100 88.632
2 | 100 90.140
3 /100 89.059
4 | 100 90.121
5 100 85.745
6 | 100 87.056
7 | 100 82.390
8 | 100 86.048
9 | 100 88.190
10 | 100 81.203
Ortalama % 86.858
Ort. % 87
Recovery % 90
Reel deger % 96,5088 96,5
Reel kayip % 3,4911 3,49
Ortalama 3.5%
Dondurma testinde kayip % 3.5 %
Normal dokularda Recovery: % 90.0%

Tablo 4. 14. Salinomisin spike dokuda dondurma etkisi
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Kayip oraninin lasalosit i¢in kizartmada, kaynatmada ve -20°C’de dondurmada sirasiyla 10.71,
19.26 ve 3.06 ppb miktarlarinda ve aym 0lciit ve siralamayla yiizde olarak da yine ayni siraya gore
salinomisinde de 10.26, 12.83, 3.5 ppb oldugu goriildii. Bu; SPSS istatistik sisteminde ANOVA analiz
ve Duncan hesaplama metoduyla yapilan istatistiklerde lasalosit ve salinomisinde 151l iglem olarak
sirastyla kizartma, kaynatma ve dondurmadan (-20°C) her ti¢ islemin de etkisinin istatistiki olarak

onemli oldugu goriildii. (P<0,05)

Bu veriler ile su ana kadar karboksilik iyonoforlardan lasalosit ve salinomisinin 1s1l islem
karsisindaki tepkilerinin miktar ve oranlari ilk defa net ve dlgiitlii ortaya konulmus oldu. Kizartma
isleminde dokudaki su kaybindan dolay1 agirlik azalmasina bagl olarak rezidiiel degerin yiiksek ¢ikmasi
degerlendirme esnasinda doku iizerinden islem yapilarak olas1 bir karisikliga neden olunmadigi gibi
amacimiz olan sosyal yemek kiiltiirii seklinde isleme esnasindaki kayiplar hedeflendiginden amag disina
da ¢ikilmadi. Kaynatma ile en yiiksek oranda lasalosit ve salinomisin kayb1 yasanirken bunu kizartma ve
dondurma islemi izlemektedir. Dondurma etkisi kaynatma ve kizartmaya kiyasla olduk¢a azdir. Bu;
veteriner halk saglhigi’’ ve sofraya taginabilme ihtimali her zaman mevcut olan lasalosit ve salinomisin
icin son derece dnemlidir. Bunun olumlu bir olgu olmasinin yanisira 1s1l islemlerle bariz reel kayip
halk saglig1 agisindan da son derece énemlidir. Iyonoforlarin bu iyimser yonleri tiiketici saghig icin de
yeri doldurulamayacak olmasi bakimindan 6nem tasir. Lasalosit ve salinomisinin hizli degradasyonlari

ve 151l islemlerle azalan bir tablo sergilemeleri bu ajanlarin daha uzun yillar kullanilabileceginin de

giivencesidir.

AB otoritesince rezidiiel aktivite arastirmalarinin karar noktalarimin farkli, bagimsiz ve ciddi
anlamda belirleyici arastirmalar sonucu ortaya konuldugu bilinmektedir. Yapilan bu calismada elde
edilen degerler itibariyle tutarlilik ve hassasiyet olarak daha iyi sonuglara ulasilmis olunmasinin 6nemli
bir gelisme oldugu diisiiniilmekte dahasi bu durumun iizerinde calisilan analitik cihazlarin yeni ve
yiiksek hassasiyet degerlerine ulasabilmesi, stabilitesini muhafaza edebilmesi bir diger ifadeyle
sistematigin farkli tarihlerde ve farkli uygulayici kisilerce kullanilmasinda birbirine yakin sonuglar
almabilmesi olarak da degerlendirilebilir.

Farkli 1s1l islemlerin tamaminda farklilasmanin istatistiki olarak onemli olmasi (P<0,05) bir
baska ifadeyle rezidiiniin 1si1l islemden o6zellikle pozitif 1s1l islemlerden etkilenmesi lasalosit ve
salinomisin i¢in farmakolojik olarak énemli oldugu kadar toksikolojik olarak da kayda deger olmasinin
yanisira hem zootekni acisindan hem de broiler orijinli beslenmede insan saglig1 acisindan nemsenmesi

geregine bir temel teskil ettigi seklinde degerlendirilebilir.
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5. TARTISMA

Karboksilik iyonoforlarin metaflaktik amacla kullanilmasi gelecekte de kullaniminin devam
edecegi gercegi gz Oniinde tutuldugunda ana molekiil olarak degrade olmalar, ilk gecis etkinligiyle
biiyiik oOlciide bertaraf edilebilmeleri, dozlarinda hatta asildiklarinda bile mutajen ve teratojen
olmamalar1 “’Veteriner Halk Sagligi’’ acisindan 6nem tasimaktadir. Isil islemlere verdikleri yanit ile
lasalosit ve salinomisinin alisilagelen yemek kiiltiirtinde rezidiiye bagh ciddi saghk sorunlar
yasatmayacagl bilinse de bir ¢ok farmakolojik aktif maddenin hayvan ve bitkilerde kullanilmasi
noktasinda 1s1l islem sonrasi akibetleri, bitki ve hayvan metabolizmasinda ugradigi degisimin sekli,
niteligi bugiin i¢in verileri cok az olan bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu termolabil aktifler
icin oldugu kadar 6zellikle termostabil ilaclar icin cok daha onemlidir (5,10,33,45) lIyonoforlarin ise
hem 1s1 duyarli (P<0,05) hemde iyon olarak siiriiklenebilmeleri, ¢cok erken yikimlanmalar1 ve ilk gegis
etkisine maruziyetlerinin oldukca fazla olmasindan dolay1 bu anlamda giivenilir ancak terapotik indeks

olarak dar bir araliga sahip olmalarindan dolay1 da daha dikkatli kullanilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Yemlerde 1s1l iglemin basta salinomisin olmak iizere lasalositte de kismen kayba yol actigi
belirtilmigse de 1s1l islemin yemlere son zamanlarda uygulanmiyor olmasi, ekipman tasiyiciliginin etkisi
ve bu islemlerin etkinlik oranlarina iliskin herhangi bir veriye rastlanilmamistir. Ekipmandan otiirii
olabilecek muhtemel bulasmalarin Onerilen doz araliklarinda olabilme ihtimalinin Kkazalar disinda

olmayacag diisiiniilmektedir (45).

Lasalosit ve salinomisin ekstraksiyonlar1 PVKAE’de ayn1 kurumca benimsenmis yasal mevzuat
dahilinde de AB direktifleri ile paralelligi deklere edilmis Berlin BVL antikoksidiyal referans
laboratuarinda uygulanan yontem se¢ildi. Ayn1 yontem; AB’nin de antikoksidiyal kalint1 analizi i¢in
referans olarak sectigi laboratuar olmasi ve ulusal mevzuatin da antikoksidiyalleri B2b grubunda
degerlendirdigi sekliyle ayn1 AB laboratuarina atifla PVKAE’nin antikoksidiyal kalint1 i¢in hem gorevli
hem de referans laboratuar olmasi Onemli oldugu degerlendirilmistir (3,4,7,31,45,46). YOontemin
iilkemizde ve AB’de es giidiimlii kabul gormesi ve aym Ol¢iitlerin tekrari, kontrol edilebilirliligi ve

dogrulanabilirliligi acisindan énemli oldugu yargisina varilmistir.

Lasalosit ve salinomisin igin bir ¢ok tespit metodu mevcut olup kullanilan tarama
yontemlerinden biri de immun assay yontemidir. Immun assay yontemiyle yapilan testler antikor iiretim
teknigine bagh olup, immunize edilmis hayvanlardan elde edilen antikorlarin iyonoforlarla kompleks
olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu; monoklonal ve polyclonal antikorlarin iyonoforlarca baglanmak
suretiyle yapilabilen bir tespit yontemi olsa da karboksilik iyonoforlarda kismen de olsa ¢apraz etkilesim

sozkonusu oldugu icin bunun ¢apraz bir reaksiyona neden olabilecegi bildirilmistir (28,31).
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Kullanilan metotlardan bir digeri olan TLC ile yapilan analizlerle karboksilik iyonoforlarin
dolayisiyla lasalosit ve salinomisinin de kismen tespit edilebildigi bilinmekle beraber analiz siiresinin
uzunlugu ve solvent bazli ekstraksiyon volumlerinin yiiksek olmasindan dolay1 etkinlik, giivenirlilik,

geri kazanim ve dogrulama i¢in yeterli goriillmemektedir.

HPLC yonteminde tiim karboksilik iyonoforlar i¢in ¢oklu rezidii ¢aligmast miimkiin olmamakla
beraber HPLC teknigi ile yapilan analitik caligmalarda lasalosit floresan kromatografik karakter
gostermekte, diger iyonofor kalintilari ise derivatizasyon ile ayristirilabilmektedir. Monensin, narasin ve
salinomisin UV/VIS dedektor yontemiyle kombine edilebilirken lasalosit tek basina ayr1 bir

ekstraksiyon teknigi olarak floresan dedektorle analiz edilebilmektedir (9,45)

Baska bir yontem ise LC-MS sistemidir. Kalibre edilmis MS’ler ile iyonofor ve kalintilarinin
dogrulamalarinin en hasas ve en diisiik limitlere kadar yapilabilmesi olanaklidir. Electrospray LC-MS
sistemi oldukc¢a iyi bir diizey sunarken iyi bir ekstraksiyon yOntemiyle, iyi bir aritma islemi
gerektirmektedir. Bugiin i¢cin metotlardan  kiitle spektrometreye dayali ve Tandem MS (Triple
quadrapol) tarama sistemleriyle 0.5 ppb diizeylerinde hatta daha da ileri diizeyde hesaplama olanag:

mevcuttur.

Iyonofor antikoksidiyallerden lasalosit ve salinomisinin rezidiiel olarak otoriteler ve literatiir
1s51ginda tespiti, yasal ve Onerilen arinma siireleri iyi bilinmekle beraber salinomisinin degradasyon
fazlaliginin yapisal m1 yoksa molekiil kinetigi ile cevresel kosullardan m1 kaynaklandiginin heniiz
izlenebilir veri olarak acgik olmadigi diisiiniilmektedir. Yapilan tespit islemlerinin zamana bagh
degradasyon periyodu EFSA’nin ve ulusal otoritenin de belirttigi gibi lasalosit ve salinomisin igin
arinma siiresinin 5 giin oldugu gerceginin verilerle paralel oldugu goriildii. Bu; Sener, Kaya, ve Mc
Evoy’un da bildirdikleriyle aynidir. Nitekim 5. giin verileri EFSA’nin bildirdigi MRL’nin altinda olup
7.glin kesimlerinde yapilan analizlerde degerler 1ppb’nin yiizdelik dilimleri diizeyindedir (5,10,11,
34,45,58)

Analiz ve dogrulama yontemi farkli olmasma karsin Jestoi’nin (32) analitik deger olarak
belirtmis oldugu 1ppb nin altinda karar ve stabil ayn1 parametreleri yakalama g¢alismalarimiz olmasina
ragmen 1 ppb’nin altinda gerek taramada LC-MS gerekse dogrulamada LC-MS/MS’de yaptigimiz
taramalarda tiim hassasiyetlerimize ragmen molekiillerin karakterinden kaynaklanan iyonizasyondan
dolayr aynilik yakalanamadigindan karar noktasi aragtirmacinin belirttigi diizeyin {izerinde fakat
otoritelerin altinda alind1 (4,5,9,10,32). Analitik amagl bir ¢alisma olmamasina ragmen bununla oldukca
iyi bir diizey yakalandigi kanisina varildi. Bu durumda lasalosit icin MRL tespit limitimizden ¢ok daha
yiikksek oldugundan lasalosit ve salinomisin ic¢in hesaplanabilir ve tespit edilebilir limitler sirasiyla
tarama testlerinde lasalosit i¢in 4 ppb, 2 ppb salinomisin i¢in 5 ppb, 2 ppb dogrulama testlerinde ise

her ikisinde esit olmak iizere ayni siralamaya gore 2 ppb, 1 ppb olarak bulundu. Bunun; MRL verilen
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lasalosit ve heniiz limit agiklanmamis salinomisin i¢in ¢ok iyi birer ol¢iit oldugu kanisina varildi. Ancak
yem kontaminasyonu basta olmak {izere herhangi bir sebeple iyonofor antikoksidiyallerden lasalosit ve
salinomisin verilmis kanatlhilarn ilk ii¢ giinde lasalosit ve salinomisin diizeylerinin ¢ogunlukla giinliik
almabilir limitin altina indigi ve 1s1l islemlerden de ortalama %10 civarinda etkilendikleri gbz Oniinde
bulunduruldugunda kontrollii kullanimi halinde kanatli endiistrisinde kullaniminin metaflaktik amaclar

disinda hem giiven verici hemde halk sagligi agisindan daha az riskli oldugu diistiniilmektedir.

Karboksilik iyonoforlar icin Ulusal Referans Laboratuar olan PVKAE de degerler bazinda
oturtulmus analiz yontemleriyle elde edilen degerler ve kalibrasyon verileri metot verimlilik dlciitlerine
gore tespit sinirlart (LOD) ve hesaplanabilir 6l¢iim sinirlar1 (LOQ) icinde oldugu gozlemlendi. Bunun

Elliott’in yapmis oldugu calismayla paralel oldugu goriildii. (31).

Burada analitik ¢alismalar in vitro yapilmis olup farkli tarama testleriyle karsilagtirilmistir.
Karsilagtirmalardan biri olan ELISA yonteminde bobrek hiicre kiiltiiriinde iiretilen E.tenella
antijenlerinin bulunabilirliligi esasina dayanmakta ve tespit edilebilir limit 0.5 ppb (LOD) oldugu
bildirilmektedir. Bu yontemde hem inkiibasyon siiresinin uzunlugu, hemde farkli biiyiitme faktorlerinin
etkilerinin rutin taramalar i¢cin sorun olabilecegi belirtilmektedir. Bu; 6zgiin arastirmalara iyi bir kaynak
olabilmekle beraber rutin taramalarda bagisik yanit olusmasi halinde diger biiyiitme faktorlerinin

etkilerinin kestirilememesinin yaniltici olabilecegini diisiindiirmektedir (31).

Bu calismada kullanilan hem tarama hem de dogrulama metotlarn PVKAE’ de rutin olarak
uygulanmakta olan ulusal referans metod olup AB’nin referans laboratuvarlarindan BVL tarafindan
kullanilan ve laboratuvarlar arasi igbirligi neticesinde dogrulanmis bir analiz yontemidir. Test, yapisi
geregi genel tarama (SIM) modunda karboksilik iyonofor molekiilii ve benzer olan tiim olasiliklar
tarama Ozelligindedir. Siipheli veriler igerisinde aranan molekiiliin verilmis kiitle degerleri sinirlarina
uygun olanlar1 kromatografik olarak uygun yada siipheli olarak degerlendirir. Arastirma ve Ozellikle
rutin ¢caligma amaclh bir ¢cok numune icin uzun siirebilecek analiz siiresi ve ¢ok hassas analitik sartlar
olusturmaktansa daha kolay ve seri bir tarama ile bir analizi ¢cok daha hizli ve giivenli yapmak bununla
olasidir. Burada metot validasyon kriterlerine gore tarama testleriyle elde edilen pozitif veya siipheli
ornekler kantitatif deger ve hassasiyet icin MS/MS teknigi ile dogrulanir. Bdylece negatif sonuclardan
da uygun ornekleme yaparak dogrulama gerekliligi miimkiindiir. Bu sistem tek, tek her asamasi1 kontrol
esasina dayanan uygulayici ve analitik sistemlerden dogabilecek olumsuzluklar1 en aza indirebilecek bir

dizi prosediirii igermektedir.

Rokka ve ark. yumurta numunelerinde lasalosit icin LOD’u 2 ppb olarak elde etmis ve
yumurtaci tavuk yemlerine lasalosit ilave edilmesinin, kontrol grubuna gore yumurta veriminde herhangi
bir degisiklilik gozlemlenmedigini bildirmislerdir. Yedirme sonrasi bir haftalik periyottan narasin

kalintilarinin 0.9 ile 1.7 ppb diizeylerinde tespit etmislerdir. Aym caligmada lasalositin hizla degrade
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oldugu 3 giin i¢inde kalintilarinin tespit edilebildigi, salinomisinin ise 10 giinlilk siire sonunda
kalintisina rastlanilmadigim bildirmislerdir. Bu, yaptigimiz calismaya da paraleldir. (49) Bir bagka
calisma olan Cheneau ve ark. kismi farkliliklari olan benzer bir metotla LC-MS ve LC-MS/MS
sistemleriyle yaptiklart calismada  kanatlilarin yenilebilir dokularinda ve plazmada monensin
kalintilarini, 0.5 ppb gibi oldukga diisiik seviyelerde tespit ederek metodu dogrulamislardir. Stabil ve
giivenilir elde edilebilen miktarin 2.5 ppb (LOQ) oldugunu yazmislardir (26).

Tiim bu laboratuvar ¢alismalar1 bir laboratuvar tarafindan degil bir ¢ok laboratuvar tarafindan
yapilarak ortak degerlendirmeler 1s181inda yontem oturtularak bu sonuglara varilmis bdylece son derece
hassas ve dogrulanabilir olarak benimsenmistir (5,9,10,64). Yontemde haraketli fazda amonyum asetat
ilave edilmesi iyonoforlar1 ESI, pozitif iyonizasyon ve secici reaksiyon monitoring modu (SRM) icin
son derece 6nemli oldugu belirtilmektedir. Bundan dolayr haraketli fazda ammonyum kullanimina
gereksinim duyulmamaktadir. Hareketli fazda organik ¢oziicii olarak asetonitril ve su (1 /1) oraninda
kullandiginda siire uzamaktadir. Haraketli faz formik asitle asidifiye edildiginde en diisiik tespit
seviyesinde geri kazanim %58.7’ye kadar diisebilmekte ancak diger konsantrasyonlarda % 88 - %
102.2’ye kadar ulasabilmektedir. Bu; analiz siiresini 11-12 dakikaya kadar ¢ikarabilmektedir. Cheneau
tarafindan elde edilen performans degerlerinin ¢ogu bizim uyguladigimiz calismada elde edilen
degerlerlere paralel oldugu gozlenirken haraketli fazda organik ¢oziicii olarak metanol kullanimi ve
metanol/su oraninin (3/1) organik c¢oziicii lehine artirllmasi analiz siiresini 3-4 dakikaya kadar
indirmistir. Kullanilan analitik kolon kisa boyutlu oldugundan kolonun her bir analiz i¢in sartlanmasi
sorun olmakta, ardisik verilen enjeksiyonlar performansi olumsuz etkilemektedir. Bu asamada analiz
stiresini ve hareketli faz akis hizin1 degistirerek standart ¢ozelti piklerinde dogruluk, kesinlik, segicilik
ve tekrarlanabilirlik 6zelliklerinde stabil sonuglar elde edilmesi i¢in analiz siiresi 6 dakikaya c¢ikartilarak
kolonun daha iyi sartlanmasi saglandi ve mobil faz isokratik akis programindan gradien akis
programina alindi. Bazi aragtiricilar (26) Analitik kolon olarak C-18 kolon kullanmiglarsa da bizim
calismamizda daha polar karekterde olan synergi max - RP kolon ve 20x2.0 mm, 5u kolon kullanilarak
analiz siiresinin kisalmas1 ve elde edilen piklerin daha diizgiin olmasi basarildi. Karboksilik
iyonoforlardan salinomisin icin heniiz MRL verilmemis olmas1 ve lasalosit icin MRL nin bu degerlerle
kiyaslanamayacak kadar yiiksek olmasindan otiirii analiz i¢in daha alt stabil noktalarin gerekmeyecegi

kanaatine varildi.

Kullanilan yontem ayni gruptan bir¢ok rezidiiniin analiz yontemi oldugundan az sayida ¢ozelti
kullanimi tercih edilirken standart ¢ozelti hazirlanmasi sirasinda stabiliteyi saglamak igin bir takim
orneklemelere basvuruldu. Josen ve Cheneau stok ¢ozeltileri metanol ile hazirlarken, Kennedy ve
Elliott analiz metotlarinda asetonitril kullanmiglardir. Yada stok ¢ozeltileri metanol ile hazirlarken
calisma cozeltilerinde asetonitril kullanmiglardir. Bu calismada hem asetonitril, hem de metanol ile

yapilan orneklemelerde metanol hem stok ¢ozelti, hem de ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda en
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stabil sonuclar1 verdiginden tercih nedeni oldu. Karboksilik iyonoforlardan narasinin ve lasalositin
asetonitrille hazirlanan standart cozeltileri yapisi geregi ¢ok cabuk yikimlanmakta, sirasiyla giin igi
analiz performans degerleri %50- %70, lasalosit 1.giin % 20- % 40 ve 1-3 giinler aras1 %60’a varan
kayba ugradig1 saptandigindan 6tiirii metanoliin daha stabil bir coziicii oldugu anlasildi ve 6rneklemeler
metanol ile stabilite saglanarak stirdiiriildii. Bu, metanol ile ¢calisma, standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
giin icerisinde stabil ¢caligma imkan1 saglamistir. Boylece MRL verilmis lasalositte MRL/2 diizeyinde
LOD’a ulasilmas1 yeterli goriiliip duyarli ol¢iim kriterlerinden biri olarak benimsendi. Burada
santrifiijiin 4000 rpm’e ¢ikarilmasi ultrasonik banyo ve santrifiij siiresinin 15 dakikaya ¢ikarilmasi,

santrifilj sicakliginin 4 °C’ye ¢ekilmesi diger etkin faktorler oldu.

Karboksilik iyonoforlarla beslenme esnasinda kontrol grubuna oranla lasalositte salinomisinden
daha az olmak tizere kilo artisi, asiri tilketme gereksiniminin olugmasi iyonoforlarin mono ve/veya
divalan iyon siiriiklemelerine bagh olarak yine asir1 su tiiketimleri ve buna bagl torako-abdominal yatis

ve ¢okca defekasyona bagl altini 1slatma sorunu diger literatiirle paralel oldu (9,17,34,45,56)

Metabolizma olarak kanatlilarda total degradasyon hizi iyonoforlar i¢in de degismeden ilk atilim

etkisi Ozellikle lasalositte olmak {izere salinomisinde de belirgindir (45,56)

Lasalosit ve salinomisin ilizerine yapilmis 1s1l islem etkisini gosterir bir ¢alisma olmamakla
beraber diger bazi molekiillerin iizerine yapilan 1si1l islemlerden etkilenme oranlarinin tespiti

calismalarinda 1s1l islemlerin genel olarak bir azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (18,27,52)

Rokka ve ark. 2005 yilinda yumurta tavuklarinda narasin ilaveli yemle yaptiklart c¢alismada
pisirmenin rezidiiel degradasyona onder oldugunu saptamislardir (51) Bu calismada ise degradasyonun
pisirme, kizartma ve dondurmada hem Rokka hem de diger arastiricilardan farkli olarak bu ii¢
parametrenin sonuncusu daha az olmak iizere tamaminda aritmetik ortalama olarak yiiksek ve istatistiki

anlamda farkin anlamli oldugu goézlendi (P<0,05).

Baydan ve ark., sulfonamidlerden siilfadiazinin kanath dokularinda kalint1 diizeylerinin 1s1
karsisindaki tepkisini yine aym arastirmacilar tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada da
stilfadimetoksin, siilfakinoksalin ve siilfadoksin kalintilar1 iizerine farkli pisirme islemlerinin etkileri
aragtirillmistir. Benzer sekilde Dehai ve ark kanathi dokularinda ormetoprim ve siilfadimetoksin
kalintilarinin ¢esitli pisirme, -20 C'de dondurma ve bekletme ile ¢cok az miktarda da olsa azaldigini,
ancak bunun istatistiki bir anlam ifade etmedigini belirlemislerdir (27). Bu c¢alismalarin verileriyle
mukayese edildiginde karboksilik iyonoforlardan lasalosit ve salinomisinde pozitif ve negatif 1s1l islem
etkisinin oldukca fazla oldugu aritmetik olarak yiiksek bir ortalamaya sahip oldugu ve istatistiki olarak
da 6nemli oldugu kanisia varilmistir. (P<0,05) Benzer baskaca da ¢alisma mevcut olmamakla beraber
sadece iyonoforlara da 6zel olmamak kaydiyla kullanilan kritik tiim molekiillerde 1s1l islem etkilerinin

dokudaki degredasyona neden olup olmadigi ve neden olmasi halinde diizeyinin ne olacagi bu
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calismayla daha net bir sekilde yeni bir ufuk acilmistir. Bu; farkli yemek kiiltiirlerinde uygulanan farkli
151l islem diizeylerininde azalamanin olup olmayacagi ve olus diizeyi noktasinin “’Veteriner Halk
Sagligr’’ agisindan son derece 6nemli olup otoritelerin kararlarinda da 6nemli bir etkinlige sahip olmas1
gerektigi kanisina varildi. Boylece rezidiiel azalma kriterlerinin “’1s1l islem’’e bagli etkinliginin de
molekiiliin kullanim amac1 perspektifinde degerlendirebilme olanagini da saglayacag: diistiniilmektedir.
Bunun farmakolojik bir aktifin 1s1l islem karsisindaki stabilitesinin diizeyinde oldugu kadar hem

toksikolojik olarak hemde beslenme acisindan son derece énemli oldugu ortadadir..
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