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ONSOZ

Farkl1 1s1 uygulamalariin siitteki baz1 makrosiklik lakton yapili antiparaziter
ilag kalintilarina etkisinin arastirildigir bu ¢alismada, doktora 6grenimim siliresince
bana yon veren, yol gésteren, motivasyonumun diistiigii zamanlarda ilham veren, her
tiirlii yardimi1 benden esirgemeyen Danisman Hocam Prof. Dr. Ayhan FILAZI’ye
tesekkiir ederim.

Calismalarimda benden manevi desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiir
ederim.

Laboratuvar c¢alismalarim siiresince, laboratuvardan verimli bir sekilde
faydalanmami saglayan Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Baskani Sayin
Prof. Dr. Ender YARSAN’a, doktora 6grenimim boyunca egitimimde bana yardimci
olan Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali hocalarima, Dog¢.Dr. Begiim
YURDAKOK DIKMEN’e, benden yardim ve destegini esirgemeyen Arastirma
Gorevlisi Sedat SEVIN’e, laboratuvar calismalar1 sirasinda bana yol gdsteren
Kimyager Siireyya KARAASLAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Pendik  Veteriner Kontrol Enstitiisii ~ Miidiirliigii Kalint1  Izleme
Laboratuvarinda aldigim “Avermektin Grubu Ilaglarin Analizi” egitimi ile tezimde
yaptigim analizleri daha saglikli yorumlamami saglayan Enstitiideki meslektaslarima

tesekkiirii borg bilirim.
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1.GIRIS

1.1.  Genel Bilgiler

Hizla artan diinya niifusunun yeterince beslenebilmesi, saglikli beslenme ve
dengeli gida tiikketimi sonucunda bedensel ve ruhsal yonden daha saglikli nesillerin
yetismesi i¢in ciddi ¢abalar gosterilmektedir. Bu nedenle gida degeri olan
hayvanlarda korunma veya tedavi amagli kullanilan ilaglarin sayisi ve potansiyel
kullanim1 devamli gelismektedir (Filazi, 2012). Amerika Birlesik Devletleri Tarim
Bakanligina bagli Gida Giivenligi ve Gozlem Servisi (FSIS), tamami veteriner ilact
olmamakla birlikte hayvansal gida iretiminde yaklastk 400 farkli maddenin
kullanildigint  belirtmektedir (Botsoglou ve Fleutoris, 2001). Gida degeri olan
hayvanlarda veteriner ilag ve yetistiricilik iriinlerinin kullanimi1 devam ettikge bu
hayvanlardan elde edilen et, siit ve yumurta gibi hayvansal iiriinlerin kKimyasal madde
kalintilariyla kirlenmesi de bir sorun olarak giincelligini koruyacaktir. Bu nedenle
ozellikle geligmis tilkeler ulusal ve uluslararasi kuruluslar tarafindan bilimsel veriler
cercevesinde belirlenen iriin kriterleriyle, iiretim, test, kontrol, ornekleme ve
istatistik yontemler gibi kurallar ¢ercevesinde gida kontrol sistemlerini kurduklar
gibi, ithalat yapacaklar iilkelerden de bu kurallara uygun bir gida kontrol sisteminin
bulunmasi kosulunu aramaktadirlar. Bdylece etkin bir gida kontrol sisteminin
kurulmasi, tiiketici ve toplum sagliginin korunmasi yaninda ekonomik acidan da

onem tagimaktadir (Kaya ve ark., 1992; Kaya ve Unsal., 2013).

Hayvanlarda baslica mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlar
nedeniyle hayvanlar1 hastaliklara kargi korumak, tedavisini saglamak veya yemden
yararlanmay1 artirmak i¢in bliylitme faktorii olarak ve tliretimi artirmak amaciyla
yaygin bir sekilde kullanilan basta antibiyotikler olmak {izere kemoterapotiklerin
kalintilarina en sik rastlanan grup oldugu bildirilmistir (Gustafson ve Bowen, 1997).
Hayvansal gidalarda bulunabilen 6zellikle antimikrobiyal ila¢ kalintilar1 baslica siit

ve peynir gibi fermente siit {riinlerinin islenmesini 6nemli bir sekilde



etkileyebilmekte ve endiistrinin ekonomik kaybina yol agabilmektedir (Cogan,
1972). Bunun disinda parazitlerin kontrolii i¢in de antiparaziter kullaniminin yaygin
oldugu bildirilmistir (McKellar ve Benchaoui 1996). Ozellikle siit veren
hayvanlardaki antelmentik uygulamasinin siit verimini 6nemli bir diizeyde artirdigina
yonelik arastirmalar bulunmaktadir (Fthenakis ve ark., 2000; Nedtvedt ve ark.,
2002).

1.2. Hayvanlarda Kullamilan Makrosiklik Lakton Yapili Antiparaziter
ilaclar

Antiparaziter olarak makrosiklik laktonlarin hem i¢ hem de dis parazitlere
etkili olmasi nedeniyle hayvan yetistiriciliginde parazitlerin kontrolii amaciyla
olduk¢a fazla tercih edilen ilaglar oldugu bildirilmistir. Makrosiklik laktonlar
(avermektinler ~ ve  milbemisinler),  Streptomyces cinsine ait  toprak
mikroorganizmalarinin kimyasal tilirevleri ve iriinleridir. Glinlimiizde ticari olarak
kullanilan avermektinlerin ivermektin, abamektin, doramektin, eprinomektin ve
selamektin, milbemisinlerin ise milbemisin oksim ile moksidektin oldugu
bildirilmistir. Makrosiklik laktonlarin diisiik doz diizeylerinde bile giiglii ve genis
antiparazitik spektruma sahip olduklar1 gosterilmistir. Bir¢ok olgunlagsmamis
nematodlar (hipobiotik larvalar dahil) ve artropodlara kars1 etkili olabilirler. Bu
bilesiklerle ilgili yayinlanmis bilimsel ¢alismalarda degisik konakg¢ilarda bulunabilen
300°den fazla i¢ ve dis parazite karsi etkili olabilecekleri belirtilmektedir. Ayrica
herhangi bir bilesigin tek bir tedavi dozunun bile uygulandiktan sonra viicutta uzun
sire boyunca yeni nematod enfeksiyonlarina kars1 etkili olabilecek

konsantrasyonlarda kalabilecegi ifade edilmistir (Kaya, 2013).

1.3. Siitlerde Tla¢ Kalintis1 Bulunmasinin Nedenleri

Et ve siit gibi hayvansal gidalarda yapilan uygulama yanlishiklarindan

kaynaklanan ve ilaglarda kalintiya neden olan bir¢cok etken bulundugu bildirilmistir.



Bunlar su sekilde 6zetlenebilir (Kaya ve Unsal, 2007; WHO, 1999; Yarsan ve Kaya,
2005);

- Tlacin yiiksek dozda ve siirede kullanilmast,

- Her ilacin formiilasyonuna ve uygulama sekline gére degisen ilag kalinti
arinma siliresine uyulmamast,

- Gida degeri olan hayvanlarda kullanilmasina izin verilmeyen ilaglarin
kullanilmasi,

- Tlacin kullanma talimatina veya veteriner hekimin 6nerilerine uyulmamast,

- Yanlis ilag uygulama sekli, miistahzar veya formiilasyonun se¢ilip
kullanilmasi,

- Yemlerde karigtirma hatalar1 ve ilacin homojen bir sekilde karismamasi
nedeniyle ilacin yemin bir boliimiinde daha fazla bulunmasi ve bu tiir yemlerin

hayvanlara uzun siire yedirilmesi.

1.4 Siitlerde ila¢ Kalintis1t Bulunmasmin Sakincalar1

Hayvanlarda performansin artirilmasi ve hastaliklarin kontrolii, tedavisi ve
Onlenmesi amaciyla ilaglarin ve diger kimyasal maddelerin kullanilmasi s6z konusu
olabilir. Bu durumda hayvanlarin yenilebilir dokularinda ve bunlardan elde edilen
iiriinlerde (bal, yumurta, et, siit vb.) kimyasal maddelerin kalintilarina rastlanmasi
olasiligi bulunmaktadir. Kalinti, Avrupa Birligi (AB) ve Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki Gida ve Ilag Idaresi (USFDA) tarafindan veteriner tibbi iiriin
uygulanan hayvanlardan elde edilen gida maddelerinde kalan farmakolojik olarak
etkin maddeler (etkin maddelerin kendisi veya pargalanma diirlinleri) ve onlarin
metabolitleri seklinde tamimlanmistir (Beyene, 2016; WHO 1988). Tiirkiye’deki
mevzuatta ise kalinti “hayvansal birincil iiriinlere gecen ve halk saghgina zararl
olabilecek farmakolojik tesire sahip maddelerin, onlarin metabolitlerinin veya diger

maddelerin kalintisini ifade eder” seklinde tanimlanmaktadir (Anon, 2011).

Hayvansal gidalardaki kalintilarin, bunlari tiiketen insanlarda hafif alerjiden

baslayarak farkli doku ve organlarda hasara ve anafilaktik sok ile baslayan ve dliime



kadar degisen siddette etkilere yol acabilecekleri bildirilmistir. Bununla birlikte
cinsiyet ozelliklerinde ve davranislarda degisimlere, iremede bozukluklara, yogurt,
peynir ve sucuk imalati basta olmak lizere gida endiistrisinde iiretim hatalarinin
meydana gelmesine, tiiketicilerin sindirim sistemindeki bakteri florasinin degisiklige
ugramasina neden olabilecekleri kabul edilmektedir (Bilici, 2008; Doyran, 2000).
Beklenmeyen ve istenmeyen bu etki ve durumlara maruz kalmamak i¢in gidalardaki
ilag ve kimyasal madde kalintilarin1 ve seviyelerini tespit edebilecek son derece
duyarl, giivenilir ve tekrarlanabilir analiz yontemleri gelistirilmistir (WHO, 2005).
Tiirkiye’deki Tarim ve Orman Bakanligi, ABD’deki Gida ve Ilag Idaresi ile
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii, Diinya Saglik Orgiitii, Avrupa Birligi gibi
kuruluslar tiikketici sagligin1 korumak amaciyla mevzuat veya standartlarinda farkli
diizenlemeler yapmislardir. Bodylece ilag birikimlerinin neden olabilecekleri
ekonomik ve sosyal yonlii olumsuzluklarin 6niine gegilmesi i¢in veteriner ilaglarinin
kullaniminda etkili bir denetimin ve kontroliin saglanmasini amaglamaktadirlar

(Gokeen ve Atalay, 2012; Giiveng, 2008; Kaya ve Unsal, 2007).

Tez konusunu ilgilendiren bilesiklerden ivermektin’in memelilerde kan-beyin
engelini zor geg¢mesi nedeniyle sagaltim indeksinin olduk¢a genis oldugu
belirtilmektedir. Bununla beraber Collie ki kdpeklerde kan beyin engelindeki
genetik noksanlik nedeniyle ilacin beyne girisi engellenemedigi i¢in bu 1rk kdpekler
ilaca duyarlidir. Benzeri duyarlilik Murray Gray irki sigirlar i¢in de gegerlidir.
Abamektin ile doz asiminda ise ataksi, parezis, yere uzanma, géz kapagi ve dilin

tonusunda azalma, pupillerde genisleme, koma ve 6liim olusur (Kaya, 2013).

1.5. Siitlerdeki Antiparaziter Kalintilarimin Kontrolii

Tiirkiye’de AB mevzuatina uyum programi cer¢evesinde baglayan gida
maddelerindeki kalint1 izleme eylem planlar1 Tarim ve Orman Bakanligi (TOB) ve
bagli birimleri araciligiyla yapilmakta ve uygulanmaktadir. Bununla baglantili olarak
Ulusal Kalinti izleme Plani, hayvan tiirlerine gore tespit edilen madde ve iiriin

gruplart ile s6z konusu maddelerin kalintilarinin varliginin tespit edilmesi igin



alinacak tedbirleri kapsamaktadir. S6z konusu programlarin uygulanmasinda AB
mevzuatt (96/23/EC ve 96/22/EC sayili Konsey Yonergeleri ve 98/179/EC sayili
Konsey Karar1) ve uyumlastirilmast tamamlanan Tiirkiye mevzuati dikkate
alinmaktadir. Bu dogrultuda ulusal kalint1 kontrolii “Canli Hayvanlar ve Hayvansal
Uriinlerde Belirli Maddeler ile Bunlarin Kalintilarimin Izlenmesi I¢in Alinacak
Onlemlere Dair Yonetmelik” (Anon, 2011) ve bu Yonetmelige bagh “2013/09 sayili
Canli Hayvan ve Hayvansal Uriinlerde Kalnti Izleme Genelgesi’nde belirtilen
kurallara gore hazirlanan Ulusal Kalint1 Izleme Plan1 gercevesinde vyiiriitiilmektedir.
Bu kapsamda siitlerdeki makrosiklik lakton yapili antiparaziterlerin izlemesi de
yapilmaktadir (Anon, 2018a).

Tiirkiye’de veteriner saglik iiriinlerinin imalati, ithalati, thracati, pazarlanmasi
ve kontroliinden sorumlu olan Tarim ve Orman Bakanliginin resmi verilerine gore
giiniimiizde gida degeri olan hayvanlarda kullanilmak iizere izin almig makrosiklik
yapili antiparaziter ilaglardan 54 ivermektin, 4 eprinomektin, 1 abamektin, 1
doramektin ve 2 moksidektin miistahzari bulunmaktadir. Makrosiklik laktonlarin
diger bilesikleri olan selamektin’in sadece kedi ve kopeklerde kullanilmak tizere 2
miistahzar1 bulunmakta, milbemisin oksim’in ise kedi ve kopeklerde kullanimi igin
Avrupa ilkelerinde miistahzar1 varken Tirkiye’de izinli bir miistahzar
bulunmamaktadir (Anon, 2018b). Ayrica AB mevzuatinin uyumlastirilmasi ile
tilkemizde kabul edilen Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve Maksimum Kalint1 Limitleri
Yonetmeligi'ne gore ivermektin, abamektin, doramektin ve enjeksiyonluk
moksidektinin insan tliketimi i¢in siit elde edilen sigirlarda kullanilamayacagi
belirtilmistir. Bununla beraber haricen kullanilmaya 6zgli moksidektin i¢in siitte 40
png/kg, eprinomektin iginse siitte 20 pg/kg’lik bir maksimum kalint1 limiti (MRL)
belirlenmistir (Anon, 2012). Kodeks Alimentarius komisyonu ise siitteki ivermektin,
doramektin ve eprinomektin kalintilart icin sirasiyla 10, 15 ve 20 pg/kg’lik bir
tolerans diizeyi belirlemis, abamektin ve moksidektin i¢inse herhangi bir deger

onerilmemistir (Codex Alimentarius, 2014).



1.6. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Gelismis iilkelerin hemen hepsinde ve gelismekte olan iilkelerin de 6nemli bir
kisminda oldugu sanilan gidalarin kontrolii ve bazi istenmeyen maddelerin
kullanilmasini yasaklayan uygulamalar ve Onlemlere ragmen, siitlerde makrosiklik
laktonlarin kalintilarinin  bulunabilecegi bazi c¢alismalarla ortaya konulmustur
(Danaher ve ark., 2006; Furlani ve ark., 2014; Lobato ve ark., 2006). Antiparaziter
ilaglarin yaygin kullanimi nedeniyle olusan kalintilar gerek insan sagligi ve gerekse
endiistri i¢in Onemli bir riski de beraberinde getirmistir. Bilgilerimize gore
Tiirkiye’de kalintilarinin varligina yonelik herhangi bir aragtirmaya rastlanmamasina
ragmen, diger iilkelerde siitlerde bulunan kalintilarina bakildiginda makrosiklik
lakton yapili antiparaziterlerden abamektin, doramektin, ivermektin ile
moksidektinin oldukg¢a yaygin bir sekilde kullanildigi1 goriilmektedir (Souza ve ark.,
2011). Turkiye’de ise ruhsatli miistahzarlardan da goriilecegi gibi en fazla
ivermektinin kullanildig1 anlasilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, yararlarina ragmen bu
kimyasallarin yavas bir sekilde sigir viicudundan atildiklarini (Danaher ve ark.,
2006) ve ¢ogunlukla ilag kalint1 arinma siiresine uyulmadan siitiin veya gidanin insan
tiiketimine sunuldugunu, dolayisiyla veteriner hekimlikte rastgele kullanimlari siit ve
stit irlinlerinde kalintilarinin bulunabilecegini gostermektedir (Furlani ve ark., 2014).
Siit, o6zellikle proteinler, mineraller ve yag asitleri gibi besinlerin en O6nemli
kaynaklar1 olup, ¢ocuk, kadin ve yaslilar gibi tiiketiciler i¢in 6nem tasir (Souza ve
ark., 2011). Bu nedenle makrosiklik laktonlarin siitteki kalintilarinin arastirilmasi
oldukca 6nem tasimaktadir. Tirkiye’de Tarim ve Orman Bakanligi bu kalintilarin
izlemesini yapmasina ragmen ne yazik ki sonuglarint kamuoyuna agiklamamaktadir.
Bu nedenle Tiirkiye’de bu kalintilarin siitteki varligiyla ilgili bir degerlendirme

yapmak olduk¢a glictiir.

Bilgilerimize gore her ne kadar bunlarin siit ve siit iiriinlerindeki kalintilarinin
arastirilmasina yonelik Tirkiye’de yapilmis bir ¢aligmaya rastlanmasa da mevcut
mevzuatin Avrupa Birliginden alinmasi ve diger gelismis {lilkelerde de benzer
mevzuat olmas1 ve o6zellikle bu lilkelerde laktasyondaki ineklerde farkli endektosit

bilesiklerin kullanilmasiyla siitte kalintilarinin goriildiigiine iliskin yapilmis bir¢ok



calisma (Alvinerie ve ark., 1999; Cerkvenik ve ark., 2002; Imperiale ve ark., 2004;
Imperiale ve ark., 2006; Macedo ve ark., 2015; Toutain ve ark., 1988), bunlarin
Tiirkiye’de de bulunabilecegini gdstermektedir. Ornegin, Brezilya’da inek siitlerinde
yapilan bir ¢alismada, 135 UHT siit, 103 pastorize siit ve 104 yogurtta (toplam 342
numune), ivermektin, abamektin, doramektin, eprinomektin ve moksidektin
yoniinden analiz edildiklerinde bunlardan yalnizca bir pastdrize siit numunesinde
(2.2 mg/L) moksidektin kalintisina rastlandigi, digerlerinde ise rastlanmadigi

bildirilmistir (Furlani ve ark., 2014).

Bazi antiparazitik ilaglarin kalintilar1 iizerine pisirmenin (1s1 uygulama)
etkisini gosteren ¢aligmalar da vardir (Rose ve ark., 1995; Rose ve ark., 1997; Rose
ve ark., 1998; Slanina ve ark., 1989). Bununla beraber kalinti bulunan iiriinlere
tilketicinin maruz kalmasi durumunda meydana gelebilecek olumsuzluklarin daha
dogru tahmin edilebilmesi i¢in kalintilara yonelik siitii 1sitmanin etkilerini gosteren
bilgilere oldukg¢a fazla gereksinim duyulmaktadir (Waller ve Thamsborg., 2004).
Ayrica antiparazitik ilaglarin ¢ig siitlerdeki varligimin belirlenmesi, bunlarin peynir
ve yogurt lUretiminde de kullanilmasi nedeniyle olduk¢a Onem tasimaktadir
(Haenlein., 2001). Ornegin ivermektin, moksidektin ve eprinomektin degisik
konsantrasyonlarda koyun siitiine katildiktan sonra bu siit 30 dk boyunca 65°C'de
(pastorizasyon) veya 15 saniye 75°C'de (yliksek 1sida kisa siireli pastdrizasyon)
tutulmasina ragmen bu bilesiklerin halen stabil kaldig1 bildirilmistir (Imperiale ve
ark., 2009). Bu calismayla belirtilen {iirlinlerin endiistride kullanilan siitiin 1sitma
islemlerinden etkilenmedigi iddia edilmistir. Koyun siitlerinde yapilan bagka bir
caligmada da ivermektin katilan siitlere 40 sn 74°C (pastdrizasyon), 1 dk 80°C
(yliksek pastorizasyon) ve 10 saniye 100°C’ 1s1 islemi uygulandiginda ayni sekilde
kalintilarin stabil kaldig1 gozlenmistir. Ayni c¢alismada bir yil boyunca -20°C’de
muhafaza edilen siitteki kalintilarin da etkilenmedigi ancak 2 yil dondurulduktan
sonra yaklasik %25 oraninda azalma gozlendigi bildirilmistir (Cerkvenik ve ark.,
2001). Boylece 1s1 igleminin ivermektine yonelik etkisi goriilmezken uzun siireli
dondurmanin ivermektin iizerine ¢ok az etki ettigi ileri siiriilmiistiir. Bununla beraber
stitteki abamektin ve doramektinle ilgili bilgilere ulasilamamistir. O nedenle bu

calismada oncelikle inek siitlerinde bulunabilecek antiparaziter etkili makrosiklik



lakton yapili antiparaziterler olan ivermektin, moksidektin, eprinomektin, doramektin
ve abamektin kalintilar1 ilizerine 1s1 uygulamasinin etkilerini  belirlemek
amaclanmistir ve bunun icin de yaygin olarak kullanilan isleme teknigi olan
pastorizasyon ve ev tipi kaynatma islemleri segilmistir. Ayrica hedef bilesiklerin

stitiin s1v1 kismi ile kremasi arasindaki dagilimi da belirlenmeye ¢aligilacaktir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Standart Maddeler ve Kimyasallar

Calismada analitik standart olarak kullanilan Ivermektin (%99,1 saflikta),
Eprinomektin (%99,0 saflikta), Doramektin (%82,3 saflikta), Moksidektin (%92,4
saflikta), Abamektin (%92,1 saflikta) ve Selamektin (%94,2 saflikta, internal
standart) ile HPLC safliginda asetonitril, sodyum siilfat, sodyum kloriir (NaCl) ve
trietilamin (TEA) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmigtir. Deiyonize
su ise Milli-Q water purification sistemden (Millipore, Molfheim, Fransa) elde

edilmistir.

2.2. Araglar ve Cihaz

Hedef analitlerin siitten 6ziitlenmesi i¢in cam pipetler, mikropipet (Jencons
Sealpette, 100-1000 ul, San Diego, CA, USA), plastik santrifiij tiipleri (50 mL),
vialler (2mL), naylon filtreler (Syringe Filter Nylon, 25 mmx 0,45 pum, Sartorius,
Goettingen, Almanya), plastik Pastor pipetleri, enjektor, cam tiipler, balon jojeler,
meziirler, hassas terazi (KERN hassas terazi, 440-43,Balingen,Almanya), vorteks
(Velp, Scientifica, Usmate, italya), santrifiij (Hettich Universal 320 R Masaiistii
Sogutmali Santrifiij Tuttlingen-Almanya), azot tanki (VLM, Bielefeld, Germany)
kullanildi.

Kromatografi i¢in Sivi Kromatografi—Sirali Kiitle Spektrometri Sistemi (LC-
MS/MS, Thermo Finigan TSQ-San Joe, CA, ABD) kullanild:.



2.3. Standartlarin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltiler igin ivermektin, eprinomektin, doramektin, moksidektin,
abamektin ve selamektin analitik standartlarinin her birinden 1 mL’de 1000 ug
olacak sekilde (standartlarin saflik durumuna goére miktar ayarlandi) tartildi ve ayri
olarak 10 mL’lik cam balonlara alindi. Her birinin iizerine 10 mL asetonitril eklendi
ve c¢ozliniinceye kadar vortekste karistirildi. Calisma ¢ozeltileri i¢in her stok
¢ozeltiden (selamektin harig) 100 uL alimip 10 mL’lik cam balona konuldu ve
asetonitril ile 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢alisma ¢ozeltilerinin
konsantrasyonu 10 pg/mL oldu. Internal standart olarak kullanilan selamektin stok
¢oOzeltisinden ise 300 puL alimip 100 mL’lik bir cam balona konuldu ve asetonitrille
100 mL’ye tamamlandi. Boylece internal standardin konsantrasyonu 3 pug/mL oldu.
Stok ¢ozeltiler -20°C’da, calisma ¢ozeltileri ise giinliik olarak hazirlanarak +4°C’da

muhafaza edildi.

2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Trietilamin (TEA)’den 1 mL alind1 ve deiyonize suyla 1 L’ye tamamlandi.
Boylece %0.1°’lik TEA ¢o6zeltisi hazirlandi. Daha sonra 99,9 ml asetonitril iizerine
100 pl %0,1 TEA ¢ozeltisinden ilave edilerek 100 mL miktarinda final ¢ozeltisi
hazirlandi. NaCl’den 175.5 g tartilarak 1 L deiyoinize suda c¢ozdiiriildii. Boylece 3
M’lik NaCl ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler +4°C’da muhafaza edildi.

2.5. Calisma Plani ve Orneklerin Hazirlanmasi

Siit numunelerinin konulacagi cam malzemeler 6nce su ve deterjanla yikandi
ve kurutmak i¢in 40°C’lik etlivde yaklasik 1 saat bekletildi. Analize baslamadan
once deiyonize sudan gegirildi. Calismada kullanilan ¢ig inek siitleri dogrudan
tireticiden satin alindi ve 6ncelikle antimikrobiyal kalinti i¢erip icermedigi belirlendi.

Antimikrobiyal kalinti igermedigi belirlenen siitlere ivermektin, eprinomektin,
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abamektin, doramektin ve moksidektin ayri ayri olarak Cizelge 2.1°de belirtilen 3
farkli konsantrasyonda eklenerek karistirildi ve bir siire homojen dagilima ugramalari
icin beklendikten sonra 1sitma islemlerine tabi tutuldu. Siitlere katilan bilesiklerin
konsantrasyonlar1 yapilan kalinti izleme c¢alismalarinda kalintisina rastlanabilme

olasilig1 olan konsantrasyonlardan ve MRL diizeyleri gozoniine alinarak secilmistir.

Cizelge 2.1. Siite Katilan makrosiklik lakton tiirevi antiparaziterler ve miktarlari.

Siite Katilan Bilesik | Katilan Madde | AB ve Tiirk Kodeksine gore | Kodeks Alimentarius’a
Miktar (ug/kg) MRL (pg/kg) gore MRL (ng/kg)

Ivermektin 10-20-30 - 10

Eprinomektin 20-40-60 20 20

Abamektin 10-20-30 o

Doramektin 15-30-45 - 15

Moksidektin 40-60-80 40

25.1. Ismin Siitteki Makrosiklik Lakton Yapihh Antiparaziterlere

Etkisinin Belirlenmesi

Bunun igin ¢ig inek siitlerinde hedef analitlerin her birinden Cizelge 2.1°de
belirtilen konsantrasyonlarda katilarak, diisiik 1s1 ve yiliksek 1s1 pastdrizasyonu ile
kaynatma iglemleri uygulandi. Bunlar en az 3 tekrar yapilmak suretiyle ortalamasi
alindi. Pastorizasyon igin antiparaziter katilan 1 kg siit, cam bir kavanoza konularak
onceden 1sitilmis bir su banyosuna yerlestirildi ve diisiik pastorizasyon (74°C’de 40
saniye) ve yiiksek pastorizasyon (80°C’de 1 dk) islemine tabii tutuldu. Siitiin 1s1s1 bir
stit termometresi ile olgiildii. Kaynatma isleminde ise ¢elik bir tencereye konulan 1
kg stite yine belirtilen konsantrasyonda katilan analitler iyice karistirildiktan sonra
kaynayana kadar 1sitildi ve kaynama noktasina ulastiginda 10 dk daha kaynamaya
birakildi. Kaynatma islemi de her analit icin 3 defa tekrarlanarak elde edilen
sonuclarin ortalamas: alindi. Analiz igin ekstraksiyonlar Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi.
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Hazirlanan numuneler Tarim ve Orman Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol

Enstitlisii Midiirliigiinde analiz edildi.

2.5.2. Kalintilarin Siit Kremasina Gegis Diizeyinin Belirlenmesi

Cizelge 2.1°de belirtilen konsantrasyonlarda kalinti iceren ve 100°C’de
kaynatilan siitlerden, dnce yiizeyde yag globiillerinin toplanmasi ile biriken siit yagi
(krema) toplandi, daha sonra siit sogutulup 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
boylece krema tamamen ayrildi. Kremalar ile geri kalan kremasiz siitiin kalinti
konsantrasyonu ayr1 ayri belirlendi. Boylece kalintilarin siit ile kremalar arasindaki
dagilimi belirlendi. Elde edilen kremanin igerdigi yag orani belirlendi. Bu islem de

her seferinde 1 kg ¢ig inek siitii kullanilmak tizere en az 3 defa tekrarlandi.

2.6. Analitik Yontem

Stitlerdeki makrosiklik laktonlarin analizi, konuyla ilgili Ulusal Kalinti Eylem
Planinda Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan yiiriitilen Standart Operasyon
Prosediirii (Teshiste Metot Birligi, 2016) ve benzer yontemi kullanan Ozdemir ve
Kahraman (2016)’a gore yapildi. Buna gore homojen hale getirilen siit
numunesinden 5 g alindi ve 50 mL’lik santrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 10 mL
asetonitril katilarak 15 dk vortekste karistirildi. Bunun da {izerine 5 mL 3 M NaCl
ilave edildi ve 5 dk vortekste karistirildi. Karistm 10 dk 4000 rpm devirde +4°C’de
santrifiij edilerek st fazdan 5 mL alind1 ve 40°C’de azot gazi altinda uguruldu. Kuru
kalint1 500 pL final ¢6zeltisi (asetonitril+%0.1 TEA) ilave edilerek 15 dk karistirilds,
injektor filtrelerden gecirilerek insort viyallere aktarildi ve LC-MS/MS cihazina
enjekte edildi.
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2.7. Kullanilan Cihaz ve Calisma Kosullar

Kromatografik analizler Xcalibur 1.4 Software ile kontrol edilen Sivi
Kromatografi —Sirali Kiitle Spektrometri Sistemi (LC-MS/MS-Thermo Finigan TSQ-
San Joe, CA, ABD) ile analiz edildi. Kromatagrofik ayirnrm C18 guard kolonla
korunmus C18 kolonla (100 mm x 2.0 mm boyut x 5 pm film kalinliginda) (Agilent
Technologies, Palo Alto, California, ABD) gerceklestirildi. izokratik mobil faz i¢in
%0.1°lik TEA (%15) ve asetonitril (%85) kullanildi ve akis hizi 0.3 mL/dk’ya
ayarlandi. Analitlerin belirlenmesi negatif ESI-MS-MS modunda yapildi. Her bir
bilesigin MS/MS parametreleri ve prekiirsor-iiriin iyonu segici reaksiyon izleme
modunda dogrudan infiizyonla ayarlandi. Desolvasyon 1sis1 350°C, spray voltaj 5100
V, kilif gaz basinci (hava) 50 (istege bagli birim), yardimci1 gaz basinci (hava) 10
(istege bagli birim), ¢arpisma gaz basinci 10 (istege bagli birim) ve ¢arpigmaya bagl
dissosiyasyon kaynak voltaji 5 eV olarak belirlendi. Carpisma gazi olarak argon ve
desolvasyon gazi olarak azot kullanildi. Her bir bilesigin MS/MS parametreleri ve

prekiirsor iirlin iyonlart Cizelge 3.1°de verildi.

2.8. Yontemin Gegerli Kilinmasi I¢in Spike Numunelerin Hazirlanmasi

Siit spike ¢ozeltileri i¢in Once stok c¢ozeltilerden abamektin, doramektin ve
ivermektin i¢in 0,05 pg/mL, eprinomektin i¢in 0,5 pg/mL ve moksidektin igin 1
ug/mL icerecek sekilde asetonitril ile 100 mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amagla,
abamektin, doramektin ve ivermektin ¢alisma ¢ozeltilerinden 0,5 mL eprinomektin
calisma ¢ozeltisinden 5 mL ve moksidektin ¢alisma ¢ozeltisinden 10 mL alinarak
asetonitril ile 100 mL’ye tamamlandi. Daha sonra makrosiklik lakton kalintisi
icermedigi tespit edilen 5 g’lik siitlere hazirlanan spike ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 50,
100 ve 150 pL eklendi. Iyice homojenize edildikten ve homojen bir karigim
saglamak icin yaklagik 15 dk beklendikten sonra hepsine internal standart olarak 100
ul Selamektin ¢alisma ¢ozeltisi eklenip yeniden homojenizasyon islemine tabi

tutuldu.
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2.9. Yontemin Gecerli Kilinmasi

Yontem Eurachem Rehberine gore (Magnusson ve Ornemark., 2014) segicilik
(selektivite), dogrusallik (linearite), dogruluk, kesinlik, tespit limiti (LOD) ve 6l¢lim
limiti (LOQ) parametrelerine uyularak gecerli kilindi. Yontemin gecerli kilinmasi
i¢in ¢ig siitler kullanildi. Daha sonra kremadaki muhtemel matriks etkisini belirlemek
icin sadece geri alim oranlari ve nisbi standart sapma (RSD) degerleri belirlendi.
Icinde standart olmadig1 daha &nceden belirlenen bos ornekler ile hedef analitlerin
calisma standartlarindan eklenerek hazirlanan pozitif 6rnekler analize alindi. Sonugta
elde edilen kromatogramlar incelenerek bos 6rnekte hedef analit standartlar ile yakin
alikonma zamaninda ¢ikan herhangi bir pik olmadig1 goriilerek segicilik belirlendi.
Dogrusallik 5 farkli konsantrasyonda yapildi. Abamektin, doramektin ve ivermektin
icin 1; 2,5; 5; 7,5 ve 10 pg/L, eprinomektin i¢in 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/L ve
moksidektin i¢in 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/L olmak tizere 5 farkli konsantrasyonda
cihaza uygulandi. Elde edilen sonuglarla kalibrasyon egrisi ¢izildi. Belirlenen
konsantrasyonlarda dogrusallik elde edilerek caligma araligi belirlendi. Her bir
bilesik i¢in matriks/solvent egrisinin orani matriks etkisini tahmin etmek igin
hesaplandi. Tim hedef analitlerin tespit sinir1 (LOD) ve o6lglim smir1 (LOQ)
miktarlart hesapland1 (sirasiyla standart egrinin 3 ve 10 kat1). Kesinlik
tekrarlanabilirlik ve intermediate kesinlik olarak hesaplandi. Bunlar 4 giin boyunca 5
farkli konsantrasyonda ve 6 tekrarla dogrulandi. Sonuglar %RSD (nisbi standart

sapma) olarak verildi. % RSD asagidaki formiile gére hesaplandi.

Ortalama Standart Sapma
% RSD= x100

Ortalama Deger

Dogruluk 3 farkli konsantrasyonda geri alim olarak belirlendi. Her diizeyde
10 tekrar yapildi. Igerisinde makrosiklik lakton kalintist olmadigi belirlenen siit
numunelerine 3 farkli konsantrasyonda (abamektin, doramektin ve ivermektin igin 5,
10 ve 15 pg/kg, eprinomektin i¢in 10, 20 ve 30 pg/kg ve moksidektin i¢in 20, 40 ve

60 pg/kg) numuneler hazirlandi ve her bir konsantrasyon i¢in 3 paralel galisma
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yapilip, cihaza uygulandi. Geri kazanim, standart ¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon

egrileri yardimiyla hesaplandi. Hesaplamada su formiil kullanilds,

Bulunan derisim
% Geri Kazanim= x 100
Gergek derisim

2.10. istatistik

Siitlere uygulanan islemlerden sonra elde edilen veriler SPSS 14.0 istatistik
paket programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi (SPSS, Chicago, IL,
USA). Gruplarin aldiklar1 degerler birbirine ¢ok yakin degerler oldugundan, gruplar
arasindaki anlamli farkliliklar1 belirlemek icin tek yonlii varyans analizi (one-way

anova test) uygulandi. 0.05'in altindaki olasilik anlamli kabul edildi (P<0.05).
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3. BULGULAR

3.1. Yontemin Gecgerli Kilinmasi

Yontemin segiciligi hedef analitlerin standartlariyla ayri ayri takviye edilmis

bos matriks 6rneklerinin analizi ile degerlendirilerek Oncii iyon, tiretim iyonlar1 ve

belirlenen ¢arpisma enerjileriyle elde edilen geri alinma zamanlar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmistir. Ayn1 sekilde ivermektin, moksidektin, eprinomektin, doramektin ve

abamektin i¢in elde edilen kromatogramlar sirasiyla Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5’te

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Makrosiklik lakton yapili bilesikler i¢in Sivi kromatografisi sirali kiitle
spektrometresinde belirlenen ¢aligma parametreleri

Bilesikler Ana iyon m/z Uretim  iyonlar1 | Carpisma Enerjisi Geri alinma zamani
m/z (dk)

Abamektin 871.4 565.2* 26 2.92
229.1 36

Doramektin 897.5 591.3* 26 3.86
229.1 30

Ivermektin 873.5 567.3* 20 4.34
228.7 30

Eprinomektin 9125 565.4* 26 2.27
269.9 30

Moksidektin 638.5 528.3* 26 6.01
236.1 35

Selamektin 768.4 750.2* 24 551
722.2 24

*dogrulayici iyon
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Sekil 3.1. Ivermektin (1 pg/mL) Kromatogrami.

Sekil 3.2. Moksidektin (20 pg/mL) Kromatogrami.
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NL: 2 15E4
TIC F: - c ESI
SRM ms2 9162.500

gm_ ¢ 8
76.500-876.700]
MS s8

Sekil 3.3. Eprinomektin(10 pg/mL) Kromatograma.

NL: 7 83E3

TIC F -c ESI
SRM ms2 897 400
[229.100-229 300,
591.400-591.600]
MS s1

Sekil 3.4. Doramektin (1 pg/mL) Kromatogramia.
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Sekil 3.5. Abamektin(1 pg/mL) Kromatogrami.

NL: S.09E3

TIC F: - ¢ ESI SRM
ms2 871.400

[229 000-229 200.
s oz CeSe09

Yontemi gegerli kilmak i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 3.2’de verilmistir. 5

farkl1 konsantrasyonda yapilan dogrusallik tiim analitler icin 0.97°nin {izerinde

oOlgiildii. LOD ve LOQ degerleri ng/kg olarak ve hepsi MRL’nin altinda sirasiyla

abamektin i¢in 1.17 ve 1.55, doramektin i¢in 1.17 ve 1.58, ivermektin i¢in 1.35 ve
2.16, eprinomektin i¢in 11.77 ve 15.89, moksidektin i¢in 24.86 ve 36.21 olarak

belirlendi.

Cizelge 3.2. Yontemin gecerli kilinmasi verilerinin 6zeti

Kalibrasyon Dogrusallik Ara Tekrarlanabi
Analit arahg (r) LOD LOQ Geri Kesinlik lirlik
et (kL) (ugky) | (ugky) | Kazamm | (%6RSD) (%RSD)

Abamektin 1-10 0,9883 117 1.55 %98 75 66
Doramektin 1-10 09744 117 158 %93 9.8 49
fvermektin 1-10 0,9827 135 2.16 %87 8.6 79
Eprinomektin 10-50 0,9978 11.77 15.89 %95 8.1 22
Moksidektin 20-100 0,9983 24.86 36.21 Y001 72 77

RSD: Nisbi standart sapma, LOD:tespit limiti, LOQ: 6l¢iim limiti (LOQ)
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3.2. Isil Islemin Inek Siitiindeki Makrosiklik Lakton Kalintilarmin
Stabilitesi Uzerine Etkisi

Yontem gegerli kilindiktan sonra siit orneklerine sirasiyla diistik, yiiksek
pastOrizasyon ve kaynatma iglemi yapildi ve daha sonra analize alindi. Elde edilen
sonuglara gore siitteki makrosiklik laktonlarin kalintilarina 1sinin etkisi ve %11
oraninda yag icerdigi belirlenen krema ile siitiin sivi kismi arasindaki dagilim

Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Isil Islemin Inek Siitiindeki Makrosiklik Lakton Kalintilarmin Stabilitesi

Uzerine Etkisi ve Kremadaki Dagilim.

Analit Spike | Isitma Diisiik Yiiksek Kaynatma | Siitiin sivi | Krema P
g/ oncesi Pastor. Pastor. k kismi(ng/k / degeri
hy | (e/ke) we/ke) (rg/kg) (ne/ke) 9) (hg/ke)

10 | 9.8+0.07° 8.8+0.1% 8.5+0.08° 8.3+0.4° 8.5+0.45" 8.8+0.3% 0.038
20 | 19.6+0.13* | 17.6+0.2° 17.0+0.15° | 16.7+0.8° 16.3+1.2° 16.94+0.6° 0.02

Abamektin
30 | 29.7+0.2° 26.5+0.3" 25.6+0.2° 25.4+1.2° 24.6+1.5 26.4+0.9° 0.04
15 | 13.9+0.15 13.3+0.14 12.6+0.08 13.0+0.33 12.6+0.69 13.6+0.14 >0.05

Doramektin 30 | 28.1+0.3 25.5+0.27 25.140.16 | 25.9+0.67 25.7+0.83 27.3+0.27 >0.05
45 | 41.9+0.45 39.8+0.4 37.6740.25 | 38.9+1.0 38.6£1.16 | 40.9+0.39 >0.05
10 | 8.8+0.08 8.9+0.05 8.6+0.05 8.7+0.1 8.2+0.3 8.9+0.08 >0.05

fvermektin 20 | 17.5+0.2 17.7+0.1 17.1+0.1 17.0+£0.2 17.3+0.2 17.8+0.2 >0.05
30 | 26.4+0.2 26.6+0.2 25.7+0.2 26.1+0.3 25.0+1.0 26.8+0.2 >0.05
20 | 19.1+0.25° | 17.4+0.06° | 14.6+0.04° | 14.0+0.4° 14.0+0.4° 15.5+0.5° <0.001

Eprinomektin 40 | 38.3+0.5° 34.840.12° | 29.2+0.08° | 28.0+0.8° 27.940.74° | 29.1+1.0° <0.001
60 | 57.2+0.75° | 52.2+018° 51.8+0.12° | 50.1+0.1.2° | 49.9.244.2° | 50.6+1.5" <0.001
40 | 36.4+0.4° 36.5+0.8° 35.5+0.6° 32.5+0.1° 31.3+0.5 34.9+0.2° <0.001

Moksidektin 60 | 54.5+0.6° 54.2+1.2% 53.8+0.9° 47.0+£0.4° 46.1+0.9° 47.8+0.3° <0.001
80 | 72.9+0.8% 72.1+1.7° 71.8+1.2° 62.7+0.6" 62.2+0.6" 63.8+0.4° <0.001

abe: Ayni satirda farkl harfleri tasiyan degerler istatistiksel yonden farklidir.
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Cizelge 3.3’te gortldiigii gibi siitlerde bulunan abamektin, eprinomektin ve
moksidektin  kalintilariin ~ 1s1 islemlerinden  etkilendigi ve  bdylece
konsantrasyonlarinda istatistiksel yonden Onemli oranda diisme oldugu
belirlenmistir.  Siitiin  kaynatma isleminin moksidektin konsantrasyonlarinda
pastorizasyon igleminden daha fazla azalmaya neden oldugu, yiiksek pastorizasyon
ve kaynatma isleminin ise eprinomektin kalintilarinda diisiik pastorizasyon
isleminden daha ¢ok azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Abamektinde ise
kaynatma ile pastorizasyon islemi arasinda onemli bir fark tespit edilememistir.
Bununla beraber doramektin ve ivermektinin pastorizasyon ve kaynatma
islemlerinden etkilenmedigi goriilmektedir. Kalintilarin yag icerigi %11 olarak
belirlenen krema ile siitiin sivi kismindaki dagilimina bakildiginda ise sadece siite 30
png/kg oraninda katilan doramektinin kremaya daha yiiksek oranda gectigi
belirlenmistir.  Bununla  beraber siite katilan ne  doramektinin  diger
konsantrasyonlarinda ve ne de diger bilesiklerin siitiin sivi kismi ile krema arasinda

onemli bir dagilima ugramadig goriilmektedir.
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada matriks olarak secilen ve calisilmasi zor olan siit i¢in dziitleme
yonteminin belirlenmesi en 6nemli basamaklardan bir tanesidir. Bunun igin analiz
yontemi olarak Ulusal Kalint1 Izleme Planinda Tarim ve Orman Bakanligi yetkili
laboratuvarlarmin kullandigi resmi yontem (Teshiste Metot Birligi, 2016) ve bunu
kullanan Ozdemir ve Kahraman (2016) tarafindan bildirilen yontem tercih edilmistir.
Yontemin gegerli kilinmasinda elde edilen parametreler Ozdemir ve Kahraman
(2016) tarafindan bildirilen validasyon parametrelerine benzer olup, Eurachem

rehberine (Magnusson ve Ornemark., 2014) uygundur.

Stitte bulunan makrosiklik lakton yapili antiparaziterlerin kalintilarina 1s1
islemlerinin etkisinin ve siitiin s1v1 kismi ile krema arasinda dagiliminin arastirildig:
bu ¢alismada abamektin, eprinomektin ve moksidektin kalintilarinin 1s1 islemlerinden
etkilendigi ve 1s1 uygulanmamus siitlerle 1s1 islemine tabi tutulan siitlerde istatistiksel
yonden 6nemli bir fark olmasina ragmen, kalintilarin tamamen parcalanmasi olan asil
amaca hizmet etmedigi goriilmektedir (Cizelge 3.3). Ayrica doramektin ve
ivermektin’in etkilenmedigi ve siitte oldukgca stabil kaldig1 belirlenmistir. iImperiale
ve ark. (2009), tarafindan yapilan c¢alismada da koyun siitiine farkl
konsantrasyonlardakatilan ivermektin, moksidektin ve eprinomektinin diisiik
(65°C°’de 30 dk) ve yiiksek (75°C’de 15 sn) pastorizasyondan etkilenmedigi
bildirilmigtir. Cerkvenik ve ark. (2001), tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise,
ivermektinin laktasyondaki koyunlara deri alti uygulamasindan sonra belirli
araliklarla topladiklar siitlerde 74°C’de 40 sn ve 80°C’de 1 dk olarak uyguladiklari
pastorizasyon islemlerinden kalintilarin  etkilenmedikleri ve benzer olarak
ivermektinin stabil kaldig1 belirtilmistir. Aynmi sekilde Hakk ve ark. (2016), tarafindan
yapilan arastirmada da koyun siitlerindeki ivermektin kalintilarinin yiiksek
pastorizasyon (80°C’de 1 dk) ve kaynatma (100°C’da 10 sn) islemlerinden

etkilenmedigi ifade edilmistir.
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Kas ve karaciger gibi farkli hayvan dokularindaki ivermektin kalintilarina
uygulanan mikrodalga 1sitma, kizartma, kaynatma gibi farkli pisirme islemlerinin de
kalintilar1 etkilemedigi, boylece ¢ig dokulardaki ivermektin konsantrasyonlarinin
pismis dokularda da ayni diizeyde bulunabilecegi bildirilmistir (Rose ve ark., 1998).
Ancak Rose ve ark. (1998) ile Slanina ve ark. (1989), kaynatma ve kizartma islemini
uygulamadan Once sigir kaslarimi kiyma haline getirdiklerinde ivermektin
kalintilarinda %50’ye varan bir kayip gozlemlemislerdir. Bununla beraber Rose ve
ark. (1998), kaslardaki kalintilarinin pisirme suyuna gegtigini tespit etmis ama
Slanina ve ark. (1989), pisirme sularini analiz etmemislerdir. Benzer olarak Cooper
ve ark. (2011), da ivermektin kalintis1 bulunan sigir kas ve karacigerlerini kavurma
(190°C’de 40 dk) ve az yagda kavurma (kas i¢in 8-12 dk, karaciger i¢in 14-19 dk)
islemine tabi tuttuklarinda kalintilarin stabil kaldigim1  gdstermiglerdir. Ayni
calismada ivermektin disinda bagka antelmentikleri de ¢alisan Cooper ve ark. (2011),
gidalardaki veteriner ila¢ kalintilarinin, geleneksel pisirme altinda bozulmaya kars1
direngli oldugunu ve hem tiiketicinin sagligint hem de gida ireticilerinin karliligin
korumak i¢in veteriner ilaglarinin kaynakta kullanimini en aza indirmenin ve kontrol

etmenin desteklenmesi gerektigi bir kez daha vurgulamiglardir.

Ulasilabilen kaynaklarin hepsinde lipofilik nitelikli makrosiklik lakton yapili
antiparaziter ilaglarin ruminantlarda siitle atilabildigi ifade edilmektedir (Cerkvenik
ve ark., 2004; Imperiale ve ark., 2004). Bu tiir bilesiklerin siit-plazma konsantrasyon
orant 1’den biiyiik olup, bu oranin antiparaziter ilaglarin siit ve siit yagi iceriginde
dagilimim pozitif yonde etkileyebilecegi ileri stirtilmiistiir (Cerkvenik ve ark., 2004).
Ayrica peynirlerin olgunlagsma doneminde belirlenen ivermektin (Cerkvenik ve ark.,
2004), moksidektin (Imperiale ve ark., 2004) ve eprinomektin (Imperiale ve ark.,
2006) kalintilarinin akibetinin su kaybi, toplam katilar ve yag icerigiyle yakindan
iligkili olabilecegi ifade edilmektedir.

Makrosiklik lakton halkasinin 13 numarali karbon atomunda (C13), bir 2-
deoksi seker glikozit olan alfa-L oleandrosil-alfa-L oleandrosiloksi bagi bulundugu
ve bu haliyle esas olarak aglikonlar ve/veya monosakkaritleri tireten asit hidrolizine

veya alkolize karsi nispeten duyarli oldugu bilinmektedir. ivermektinin asidik
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kosullara duyarli oldugu bildirilmesine (Fisher ve Mrozik., 1989) ragmen, yogurt
yapiminda laktik asit fermentasyonu sirasinda pH’nin 4.0-4.6’ya ulagtiginda bile
stitteki ivermektin (Cerkvenik ve ark., 2004) ve moksidektin (Imperiale ve ark.,
2002) kalintilarinin stabil kaldigi bildirilmistir. Yogurt yapiminda pH degerini
diisiiren baslica faktor zayif bir asit olan ve makrosiklik laktonlarin hidrolizini
gerceklestiremeyen laktik asittir. Bununla beraber c¢ok daha diisik pH degeri
verebilen siilfiirik asit gibi kuvvetli asitlerin bir veya iki seker iinitesini ayirarak
ivermektinin asit hidrolizine neden olabilecegi ve bunun da ilacin monosakkarid
veya aglikona transformasyonuna ve kismen deaktivasyonuna yol acabilecegi
bildirilmistir (FSIS, 1991). Mevcut c¢alismada da makrosiklik lakton kalintilarinin
slite 1s1 islemi uygulanmasi sirasinda nisbeten stabil kaldiklar1 gériilmiistiir. Bununla
birlikte pH ve 1sinin yeteri kadar ve zamanda uygulanmasi durumunda makrosiklik
laktonlarin aglikon molekiillerine doniisebilecegi iddia edilmekte ve bdylece
kromatografik analizlerde tespit edilemeyecekleri ileri siiriilmektedir (Fisher ve

Mrozik., 1989).

Bilgilerimize gore yukarida belirtilen ¢alismalar disinda makrosiklik lakton
yapilit antiparaziter ilaglara yonelik 1sil islemlerin etkilerini arastiran baska bir
makaleye rastlanmamistir. Bununla beraber diger veteriner ilaglarinin kalintilarina
isinin  etkisini  bildiren birgok ¢alismaya rastlanmaktadir.  Antibiyotiklerin
kalintilarina yonelik olarak uygulanan 1s1 islemleriyle genellikle sulfonamidler
(Baydan ve ark., 2002), oksasilin, kloramfenikol, aminoglikozidler, kinolonlar,
klindamisin, novobiosin, trimetoprim, vankomisin ve azlosilinin 1siya dayanikl
(Traub ve Leonhard., 1995), eritromisin (Traub ve Leonhard., 1995) ve
oksitetrasiklinin (Hassani ve ark., 2008) 1siya duyarli oldugu bildirilmistir. Ote
yandan penisilin G, ampisilin ve amoksisilin gibi baz1 beta-laktamlarin kismen
duyarli olduklar1 belirtilmektedir. Ayrica ayni siniftan olsa bile bazi antibiyotiklerin
151 isleminin uygulandigr farkli matriks veya 1s1 islemine yine farkli yanitlar
verebildigi belirtilmistir (Franje ve ark., 2010). Ornegin yumurtanin kizartma, 1.5 ve
5 dk kaynatma ve +4 °C’de muhafaza edilmesiyle gentamisin kalintilarinin
etkilenmedigi, ancak oda 1sisinda muhafaza edilen yumurtalarin gentamisin

kalintilarinda 21. ve 28. giinlerde 6nemli bir azalma olabilecegi bildirilmektedir
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(Sireli ve ark., 2006). Benzer sonuglar yumurtadaki florfenikol ve metaboliti
florfenikol amin i¢in de elde edilmis ama genelde florfenikol ve metabolitinin 1stya
karst1 olduk¢a dayanikli oldugu bildirilmistir (Filazi ve ark., 2015). Tavuk
dokularindaki enrofloksasin (Baydan ve ark., 2000a) ve danofloksasin’in (Baydan ve
ark., 2000b) kalintilar1 iizerine yapilan ¢aligsmalarda kalintilarin 1zgara isleminden
etkilenmedigi ama dokulari suyla haslamanin kalintida azalmaya neden oldugu,
ancak kalintinin haglama suyuna gectigi, -18 °C’de muhafaza edilen dokularin ise 5.
giine kadar kalintida bir degisiklige yol agmadigi, ancak 20. ve 30. giinlerde 6nemli
miktarda azaldig1 rapor edilmistir. Siilfakinoksalin, stifadimetoksin ve siilfadoksinin
tavuk dokularindaki kalintilar1 {izerine yapilan bir bagka calismada dokulara
uygulanan pisirme islemlerinin (1zgara ve haslama) kalintida azalmaya neden oldugu,
derin dondurucuda muhafaza etmenin ise kalint1 miktarini etkilemedigi belirtilmistir.
Siprofloksasin, norfloksasin ve flumekuin’in de arastirildigi ayni ¢alismada ise
stilfonamidlerin tersi olarak kinolonlarin pisirme islemlerinden etkilenmedigi, ancak
derin dondurucuda muhafaza etmenin kalinti miktarinda diismeye neden oldugu

bildirilmistir (Baydan ve ark., 2002).

Kellnerova ve ark. (2014), yaptiklar1 bir ¢aligmada siitteki oksitetrasiklin ve
tetrasiklin kalintilarinin pastérizasyonla (85°C’de 3 sn) sirasiyla %15,3 ve %5,74
oraninda kayba neden oldugunu ve bdylece tetrasiklinin oksitetrasiklinden daha
kararli oldugunu bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada inek siitlerine degisik
konsantrasyonlarda katilan makrolit (eritromisin, spiramisin ve tilosin) ve linkozamid
(likomisin) kalintilarinin pastorizasyondan (60°C’de 30 dk) etkilenmedigi ama
makrolitlerin sterilizasyon (120 °C’de 20 dk) ve ultra yiiksek sicaklikli (UHT)
sterilizasyon (140°C’de 10 sn) islemleri sonucunda Onemli bir antimikrobiyal
etkinlik kaybina ugradigi belirtilmistir. Bununla beraber linkomisinin oldukg¢a kararl
bir molekiil oldugu ve uygulanan 1s1 islemleri sonucunda antimikrobiyal aktivitesini

neredeyse hi¢ kaybetmedigi bildirilmistir (Zorraquino ve ark., 2011).

Diger antimikrobiyal maddelerle yapilan ¢alismalarla da gdsterildigi gibi

hayvanlarda kullanilan bazi veteriner ilag kalintilarinin gidalara uygulanan 1sil
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islemler sonucunda herhangi bir azalma gdstermedigi, 1s1l islemlere direngli oldugu

anlasilmaktadir.

Makrosiklik yapili antiparaziter kalintilarin krema ile siitiin sivi kismindaki
dagilimma bakildiginda ise sadece siite 30 pg/kg oraninda katilan doramektinin
kremaya daha yiiksek oranda gectigi, ama digerlerinde onemli bir fark olmadigi
ortaya konulmustur. Doramektinin sadece tek bir konsantrasyonda kremaya daha ¢ok
dagilmasi, ama bu dagilimim diger konsantrasyonlarda ve ayrica diger bilesiklerde
goriilmemesinin nedeni ¢alisilan Ornek sayisinin azhigiyla agiklanabilmektedir.
Ciinkii yapilan diger calismalar bu tiirden lipofilik bilesiklerin yaga daha fazla
dagilabildigini gostermektedir. Ornegin Anastasio ve ark. (2002) ile Imperiale ve ark.
(2004), peynir {retimi sirasinda makrosiklik  laktonlarm en  yiiksek
konsantrasyonlarinin  pithtida  6l¢iildiigli, koyun ve manda peynirlerindeki
konsantrasyonlarinin ise diger siitlerden sirastyla 3 veya 4 kat daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Buna gore arastirmacilar makrosiklik laktonlarin siitteki varliginin
yag igerigiyle pozitif bir iliski i¢ginde oldugunu iddia etmislerdir. Moksidektin ve
Ivermektin, lipofilik &zellikleri nedeniyle siitiin sivi kism1 ve peyniralti suyuna
kiyasla siit kaymaginda daha fazla birikim gostermektedirler. Hakk ve ark. (2016),
tarafindan yapilan arastirmada da ivermektin’in lipofilik 6zelliginden dolay1 siitiin

yagli kisminda daha ¢ok biriktigi bildirilmistir.

Macedo ve ark. (2015), tarafindan Brezilya’da Haziran-Eyliil 2013 yillarinda
inek stitlerinden yapilmis 38 ticari tereyaginda abamektin, doramektin, ivermektin ve
moksidektin kalintilar1 yoniinden yapilan bir aragtirmada, numunelerin %89.5’unda
0.3-119.4 pg/kg ivermektin, %76.3’linde 0.6-64.7 pg/kg doramektin ve %55.2°sinde
0.7-4.5 pg/kg abamektin kalintist bulundugu, ayrica numunelerin %76.3’iinde bir
makrosiklik laktondan daha fazlasina rastlandigini, bununla beraber moksidektin
kalintist tespit edilmedigi bildirilmistir. Bunun nedeni de tereyaginin, minimum %80
yag igerigiyle (Codex Alimentarius., 2010), siitten elde edilen yagl bir {iriin olmas1
ve bu nedenle lipofilik nitelikteki bilesikleri daha fazla tutma kapasitesine sahip

olmasi sanilmaktadir. Bununla beraber mevcut ¢alismada siitiin kaynatilmasindan
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sonra kremanin alinmasi ve kremada oOlciilen diisilk yag icerigi nedeniyle bu

dagilimin yeterince gerceklesmedigi sanilmaktadir.

Yukarida yapilan ¢alismalarda makrosiklik laktonlarin gerek siite katilma
sekli ve miktari, gerek kullanilan analiz yontemi gerekse de degerlendirilen cihazin
farkliligindan kaynaklanan degiskenlikler goziikse de 6ziinde calismalar birbirlerini

destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Farkli 1s1 uygulamalarmin siitteki antiparaziter ilaglardan ivermektin,
moksidektin, doramektin, eprinomektin ve abamektin kalintilarina etkisini arastiran
bu c¢alismada, uygulanan diisiik ve yiiksek pastorizasyon ve kaynatma islemleri
sonunda segilen antiparaziter ilaglarin varligin1 koruyup korumadigi ve siitiin sivi
kismu ile kremasi arasindaki dagilimi tespit edilmistir. Boylece elde edilen sonuglar
Tiirkiye’de ve diger iilkelerde siit liretiminde yararlanilan hayvanlar i¢in kullanimi
yasak olan veya belli bir miktarda bulunmasina izin verilen antiparaziter ilaglarin,
uygulanan 1s1l islemler neticesinde degiskenlik gdsterse de tamamen yok olmadigi
gbzlenmistir. Ayrica lipofilik 6zelliklerine gére de kremada varliklarin1 ayn1 sekilde

siirdiirmeye devam etmislerdir.

Hayvanlarda kullanilan antiparaziterler, hayvan refahina, hayvansal iiriinlerin
tiretiminde artisa ve zoonoz hastaliklar1 6nleyerek halk sagligina katk: yaparken, bir
yandan da organizmalarda direng problemlerinin gelismesine ve kalintilar
aracilifiyla halk sagligina yonelik istenmeyen etkilere neden olabilirler. Bu anlamda
iki ucu keskin bir bicaga benzetilen antiparaziterlerin neden oldugu kalintilari en az
maliyetle ve etkili bir sekilde dnlemek i¢in bunlarin hayvanlarda akilc1 ve kontrollii
bir sekilde kullanilmasinin saglanmasi gerektigi ifade edilmektedir. Sorunun yetkili
otoriteler, veteriner hekimler ve hayvan yetistiricileri/bakicilar1 arasinda
coziilebilecegi goz Oniline alinarak, veteriner hekim recetesi veya Onerisi olmadan
kemoterapoétiklerin  hayvanlarda kullanilmasinin engellenmesi, 6zellikle hayvan
yetistiricilerinin ila¢ kalint1 arinma siiresine uymadan gida iiretimi yapmamalar1 ve
yetkili otoritelerin bununla ilgili siirekli egitim programlar1 diizenlemesi son derece
onem tagimaktadir. Ayrica yetkili otoriteler tarafindan tiiketici sagliginin korunmasi
acisindan hayvan kaynakli gidalarin antiparaziter ila¢ kalintilar1 yoniinden siirekli

izlenmesi ve kontrol edilmesi goz ardi edilmemelidir.

Elde ettigimiz sonuglar agisindan yetkili otoriteler tarafindan yiiriitiilen

antiparaziter ila¢ kullanimina iliskin denetim sikliginin arttirilmasi, yetistiricilerin bu
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konuda bilinglendirilmesinin, bunun igin gesitli egitsel faaliyetlerin yapilmasinin halk
saglig1 agisindan faydali olacagina inanilmaktadir. Ciinkii antiparaziter ila¢ kullanimi
halk sagligina katki saglarken, ayn1 zamanda parazitlerde direncin gelismesine ve

kalintilari ile halk saglhigina yonelik istemeyen etkilere neden olabilirler.
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OZET

Farklhh Is1 Uygulamalarimin Siitteki Bazi Makrosiklik Lakton Yapih
Antiparaziter Ila¢ Kalintilarina Etkisi

Bu c¢alismada, inek siitlerinde bulunabilecek makrosiklik lakton yapili
antiparaziterler olan ivermektin, moksidektin, eprinomektin, doramektin ve
abamektin kalintilar iizerine 1s1 uygulamalarinin etkilerini ve siitiin sivi kismu ile
kremas1 arasindaki dagilimlarini belirlemek amaglanmistir. Cig siitlere, ayr1 ayri
olmak tizere ivermektin ve abamektin’den 10, 20 ve 30 pg/kg, doramektin’den 15,
30 ve 45 png/kg, eprinomektin’den 20, 40 ve 60 pg/kg, moksidektin’den 40, 60 ve 80
ug/kg katilmis ve pastorizasyon (74°C’de 40 sn ve 80°C’de 1 dk) ile kaynatma
(100°C’°de 10 dk) islemlerine tabi tutulmuslardir. Ayrica hedef analitlerden ayni
konsantrasyonlarda katilan siitler kaynatildiktan sonra siitiin krema kism1 ayrilmastir.
Tiim islemler her konsantrasyonda ve her hedef analit i¢in 3 defa tekrar edilmistir.

Analizler, validasyonu yapilan sivi kromatografi-sirali kiitle spektrometri ile
gerceklestirilmistir.  Siitlerde bulunan abamektin, eprinomektin ve moksidektin
kalintilarinin  1s1  islemlerinden etkilendigi ve boylece konsantrasyonlarinda
istatistiksel yonden 6nemli oranda diisme oldugu belirlendi. Bununla beraber siitte
onemli bir oranda varliklarini siirdirmeye devam ettirmislerdir. Siitiin kaynatma
isleminin moksidektin konsantrasyonlarinda pastdrizasyon isleminden daha fazla
azalmaya neden oldugu, yiiksek pastorizasyon ve kaynatma igleminin ise
eprinomektin kalintilarinda diisiik pastorizasyon isleminden daha c¢ok azalmaya
neden oldugu goriildii. Abamektinde ise kaynatma ile pastorizasyon islemi arasinda
onemli bir fark tespit edilemedi. Bununla beraber doramektin ve ivermektinin
pastdrizasyon ve kaynatma islemlerinden etkilenmedigi goriildii. Kalintilarin yag
icerigi %11 olarak belirlenen krema ile siitiin s1vi kismindaki dagiliminda, 30 pg/kg
oraninda katilan doramektinin kremaya daha yiiksek oranda ge¢mesi haricinde
onemli bir fark olmadig1 goriildi. Boylece makrosiklik lakton yapili
antiparaziterlerin siite uygulanan geleneksel 1sitma islemlerine kars1 bozulmaya karsi
direngli oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Avermektin, Kaynatma, Krema, Milbemisin,
Pastorizasyon, Siit.
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SUMMARY

The effect of different heat applications on some macrocyclic lactone-structured
antiparasitic drug residues in the milk

In this study, it was aimed to evaluate the effect of heat applications over
ivermectin, moxidectin, eprinomectin, doramectin and abamectin residues which are
macrocyclic lacton structural antiparasitaries present in cow milk and to identify the
distribution of liquid part and cream of the milk. lvermectin and abamectin were
added separately to raw milk in 10, 20 and 30 pg/kg, doramectin 15, 30 and 45
ug/kg, eprinomectin 20, 40 and 60 pg/kg and moxidectin 40, 60 and 80 pg/kg
concentrations and raw milk was then pasteurized (40 seconds in 74°C and 1 minute
in 80°C) and boiled (10 minutes in 100°C). Also after boiling the milk which
included same concentrations of target analytes, cream part of milk separated. All
procedures were repeated three times in all concentrations and for each target
analyte.

Analyses were performed by validated liquid chromatography-sequential
mass spectrometry. It was identified that, abamectin, eprinomectin and moxidectin
residues present in milk were effected from heat application and there was
statistically significant decrease in their consentrations. However, they presence still
remained in significant rate in the milk. It was shown that boiling process produced
more decrease in the moxidectin concentrations compared to pasteurization and high
pasteurization and boiling process produced significantly more decrease in
eprinomectin residues compared to low pasteurization process. There was no
significant difference in abamectin levels between boiling and pasteurization process.
Also, doramectin and ivermectin levels were not effected from pasteurization and
boiling processes. With respect to the distribution of residues in the liquid and cream
part of the milk that contained 11% fat, there was no significant difference expect 30
ug/kg doramectin had significantly higher concentration in cream compared to liquid
part. In conclusion, it was shown that macrocyclic lacton structural antiparasitaries
are resistant to traditional milk heating processes.

Keywords: Avermectin, Boiling, Cream, Milbemycin, Milk, Pasteurization.
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