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OZ:

Kanath Koksidiyozisi eimeria tiirlerinin neden oldugu
onemli bir protozon hastaligidir. Kanatli endiistrisinde
onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Koksidi-
yozisin kontroliinde nikarbazin, halofuginon, robeni-
din, diklazuril, monensin, salinomisin, narasin, lasalosit
ve maduramisin gibi ilaglar kullanilmaktadir. Kullani-
lan ilaglarin kalintilar1 izlenmesi ve gerekli dnlemlerin
alinmast insan saglig1 agisindan biiyiik bir 6nem tasi-
maktadir. Bu calismada Istanbul’da tiiketime sunulan
tavuk eti ve yumurtalardan aldigimiz 150’ser adet nu-
mune de lasalosit kalint1 ve diizey izlemesi yapilmustir.
Genel olarak broilerlerdeki (tavuk) yedirme kosulla-
rinda lasalosit 75-125 pg/g ile sinirlandirilmistir. Bu
sartlarda yapilan yedirme denemeleri sonrasinda 1. 3.
ve 5. ve 7. giinlerde alinan dokularda analizler yapilmus,
1. 3. 5. giin dokularindaki lasalosit kalinti diizeyi
o6nemli bulunmugstur. Kalintt miktar1 yiiksek olan 1. 3.
ve 5. giin dokular1 kizartma, haglama, +4°C muhafaza
ve dondurmaya isleme ve depolama proseslerine tabi
tutulmustur. Sonug olarak lasalosit giderek hizla azalan
bir rezidiiye sahip oldugu ve dokudaki kalintilarinin 1sil
islemlerden etkilendikleri tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler:

Lasalosit, Iyonofor antikoksidiyal ilag, Kalint: diizeyi,
Isil islem

Abstract:

Effect of the Lasalosit used in Broilers and
Different Heat Treatment Process on its Residual
Levels

Avian coccidiosis is an important disease caused by
protozoa of the genus Eimeria. It leads to significant
economic losses in the poultry industry. For control of
coccidiosis in avian, using pharmacological active sub-
stance such as nikarbazin, halofuginon, robenidin, di-
clazuril, monensin, salinomycin, naracin, lasalocit and
maduramicin. Residues of used drugs are significant for
human healthy. In this study, we have taken from the
poultry meat and eggs available for consumption in Is-
tanbul with 150 specimens were screened for lasalosit.
In general, the optimal feeding conditions has been lim-
ited 75-125 pg/g for lasalosit. After the feeding under
these circumstances 1st, 3rd, 5th, and 7th day the tis-
sues was analyzed. Ist, 3rd, 5th days detected tissue
residues were considered important. High residue in-
cluding which 1st, 3rd and 5th day tissues treated fried,
boiled, held on +4°C and freezed. Consequently it was
confirmed that lasolocid residue have decreasing and
affected by heat treatment of residues in tissues.

Keywords:

Famagusta, coastal fishery, gillnet, trammel net,
longline
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Giris

Koksidiyozis birgok hayvan tiiriinde ¢ok ciddi
saglik problemleriyle seyreden ve kanatli hayvan-
larda oOliimlere kadar varabilen protozoonlardan
kaynaklanan bir hastaliktir. Kanatlilarda alimenter
yollardaki bozunumlar ishalden kanli ishale ardin-
dan da Oliimlere hatta siirli Oliimlerine yol
acabilmektedir. Eimeria tiirleri tarafindan mey-
dana getirilen, proventrikiilden baslayarak kolona
kadar olan emilim yollarmin harabiyeti ve siddetli
ishalle karakterize olan bu hastaligin tedavi
edilmedigi  takdirde oOliimle sonuglanmasi
kagimilmazdir. Tedavisinde degisik antibiyoti-
klerin yani sira genelde antikoksidiyal olarak kar-
boksilik iyonoforlar kullanilmaktadir (Parelman,
1993; Rokka, 2005).

Ulusal kalint1 kontrol plant 2007°de yapilan gru-
plandirmada antikoksidiyal iyonoforlar
“B2b’’grubunda degerlendirilmis olup buna
iligkin laboratuvar alt yapisi, analiz yetkinligi ve
referans olarak Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii (PVKAE) gosterilmistir.
Lasalosit i¢in kontrol limitini izleme; tespit se-
viyeleri i¢in 10 pg/kg, analizleri LC-MS ile
dogrulama da LC-MS/MS ile 2 pg/kg diizeyleri
olarak deklere edilmistir (Bories, 2007; Resmi
Gazete, 2007; GKGM, 2007).

Lasalosit 6zelliklerinden ve halk sagliginda direk
kullanilmiyor olmasindan &tiirii Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) eksperlerince kritik onemde
degerlendirilmis dolayisiyla Office International
des Epizooties (OIE) tarafindan Veteriner Hekim-
lik acisindan koksidiyozun kontroliinde ¢ok
onemli bir antibiyotik olarak listelenmistir (EFSA,
2007; EFSA, 2004; Bishop, 1996; Jordan,1990;
Dubois, 2004).

Daha 6nce kanatli dokularinda ilag¢ kalint1 diizey-
lerinin 1s1 karsisindaki tepkisi Baydan ve ark. tara-
findan 2001 yilinda siilfadiazin yine ayni arastir-
macilarca 2002'de siilfadimetoksin, siilfakinoksa-
lin ve siilfadoksin kalintilari {izerine yapilmis olup
farkli pisirme islemlerinin siilfadimetoksin, siilfa-
kinoksalin ve siilfadoksin iizerine 6nemli bir azal-
maya neden oldugu bildirilmistir (Baydan ve

ark,.1998; Baydan ve ark., 2001). Pisirme ve don-
durma islemlerine iliskin ise ¢ok az sayida ¢caligma
oldugu goriilmiis (Baydan ve ark., 2001), Dehai ve
ark. (1996) kanath dokularinda siilfadiazin kalin-
tilariin ¢esitli pisirme, -20C'de dondurma ve bek-
letme ile azaldigini beldirmislerdir (Dehai, et al.,
1996).

Giliniimiizde LC-MS ile iyonofor antikoksidiyalle-
rin 1ppb’ nin altinda bile tespitleri ve LC-MS/MS
ile de dogrulamalar1 ¢cok daha biiylik duyarlilik
oranlarinda miimkiin olmaktadir. Bu ¢alisma bro-
ilerlerde lasalositin kalint1 birakma diizeylerinin
belirlenmesi ve 1s1 stabilitesinin ortaya konmasi
amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Bu calisma; Istanbul ilinden numune bazli tarama
testleri, yedirme sonrasi doku ve karaciger rezidiie
seviyeleri ile yiiksek diizeylerdeki kalintinin 1s1l
islemlere tepkisinin belirlenmesini igermektedir.

Numune ¢alismasi

Iki asamali olan ¢alismamizin birinci evresinde Is-
tanbul’un Anadolu ve Avrupa yakalarinda 15 ilge-
sinden (Bahgelievler, Bagcilar, Bakirkdy, Kiigiik-
cekmece, Gaziosmanpasa, Fatih, Eminonii, Be-
yoglu, Sisli, Glingoren, Tuzla, Maltepe, Pendik,
Kadikdy, Beykoz) topladigimiz 150 adet yumurta
ile 150 adet broiler eti 6rnegi alinarak ‘’Pendik
Veteriner Kontrol Ve Arastirma Enstitiisii’’
(PVKAE) kalint1 laboratuarina etler soguk zin-
cirde, yumurtalar ise satis kosullarinda en fazla 3
saat icerisinde tagindi. Numuneler alinirken yu-
murtalarda bir adet viyolden bir adet yumurta alin-
masina, ayni firma ayni adres ve ayni parti mal
olmast durumunda ikinci bir numunenin alinma-
masina 6zen gosterilmistir (Tablo 1).

Pili¢ eti numuneleri alinirken de olabildigince
farkli parti, farkli kesim ve/veya firma olmasina
dikkat edildi. Boylece yumurta ve pili¢ eti numu-
nelerinin imkanlar dahilinde farkli se¢imi 6ngo-
rilmiistiir (Tablo 2).
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Tablo 1. Yumurta 6rnegi alim tablosu

Table 1. Egg samples reception table

Numune No:

1-150 adet yumurta

Cinsi Yumurta
Ortalama agirhif 50-60gr/ad. yumurta
Alindig1 Yer B.Evler,Bagcilar,Bakirkdy,K.¢ekmece,Gaziosmanpasa,Fatih, Eminonii,

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

Ozel Isareti

Yok

Saklama kosullar1

Normal satig reyonlari

Organolepsisi Kendi yapi1 ve ozelliklerinde,
Satiga arz Satisa arzedilmig halde
Diisiinceler Deformasyon, ¢atlak, kirik, delik olup olmadigi ve goriiniimii

*]1k- son kullanim siireleri tarihleri aralig1

Tablo:2. Pili¢ eti 6rnegi alim tablosu

Table 2. Chicken meat sample table

Numune No: 1-150 ad.aras1 numaralandirilmig Pili¢ eti numunesi

Cinsi Pilig eti

Miktar1 Pili¢ eti: 230-350gr/ad. numune

Hangi dokular P.eti:deri+but+gogiis (yarim pilic)

Alindig1 Yer B.Evler,Bagcilar,Bakirkdy,K.¢cekmece,Gaziosmanpasa,Fatih,Emindnii,Beyo
glu,Sisli,Glingoren, Tuzla, Maltepe,Pendik,Kadikdy,Beykoz,

Ozel Isareti Yok

Isis1 Pilig eti:-4, +2°C

Organolepsisi Kendi yapi, kivam, goriiniis doku ve 6zelliklerinde

Satisa arz Satiga arzedilmis halde

Diistinceler Halka satisa arz seklinde reyon dolabindan alinmasina dikkat edildi

Ekstraksiyon Yontemi olarak PVKAE’nin de N (azot) evaporatord,

kullandig1 >’Antikoksidiyal Ila¢ Kalmtilarii  Gold-Tandem MS/MS

Tarama Analiz Talimat’” diye adlandirilan  Thermo Finnigan® MSQ LC-MS/MS sistem,
EFSA’nin ve AB referans laboratuarlarinin da .

(Berlin) kullandig1 asagidaki analiz yontemi uygu- ~ Kimyasallar;

lanarak kalint1 diizeyleri belirlenmistir. 1-Metanol, HPLC grade, (Merck®™),

. . ®
Kullanilan Materyal, Standart ve Kimyasallar:  2-Asetonitril, HPLC grade, (Merck™),

Materyal:

200mL’ lik cam beher ve 15mL’ lik deney tiipii,
50 ve 75mL’lik silifli kapl santrifiij tiipleri,

Vorteks karistirici,
Ultrasonik su banyosu,
Sogutmali santrifiij,
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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™)
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Isim: Lasalocid A sodium salt

Acik Formiil:

Lasalocid CH,

Kapali Formiil: C34Hs3NaOg

Molekiil Agirhigr:  612.77 g/mol
Erime Noktasi: 180 °C (dec.) (lit.)
Saklama Kosullari: Standart madde -20 °C de saklanabilir.

Stabilite:

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

Tablo 3. Antikoksidiallerin Analizlerinde Cihaz Ayarlari

Table 3. Device Settings in the anticoccidial Analysis

Bilici, 1(1): 50-66 (2015)

Stok ¢ozeltiler metanolde hazirlanir ve — 20 °C de muhafaza edilir. Caligma ¢ozeltileri
+4°C de 1 hafta stabil olarak saklanabilir.

LC Kolon Phenomenex Synergy Max RP 2.1x150mm 5u

Mobil Faz %60ACN + %25 0.1M amonyum asetat + %10 MeOH + %5 THF + %0.2
Formik Asit

Autosampler Sartlari

Injection volume 25ul

Flush Volume 1000ul

Wash Volume 500ul

Tray Temperature 4°C

Column Oven Temperature 40°C

LC Pump Sartlari

Program 0-35dk isokratik
Flow 0.25ml/dk
MS Sartlan
Iyonizasyon Modu ESI (+)
Tarama Tipi SIM
Prob Temperatur 400°C
Isim Kiitle | Span | Time Dwell Polarity | Cone volt-
Aranacak Iyonlar ve Diger Range Time age
Ayarlar
Lasolasid | 613.5 | 2 5.00-12.00 | 1.00 + 95.00
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Numunenin Hazirlanmasi

Analizi yapilacak yumurtanin tamami bir mikser
ile broiler etinin 200g’1 homojenizatdr yardimiyla
iyice pargalanip numune numuneler ayrilmis,
herhangi bir bulagmay1 engellemek igin tiim techi-
zatin her islem sonrasi gerekli temizlikleri ileri
diizeyde su, asetonitril, metanol ile yapilmistir.

Ekstraksiyon

Elli veya 75 mL’lik santrifiij tiipiine 10g doku
ornegi, 15mL asetonitril ve 2mL saf su eklenerek
30sn vorteks karistirici ile homojen hale getirildi.
Homojenizatorde iyice pargalanan 6rneklerin olast
parcaciklarin  yetersiz = ayrigmasini  Onlemek
amactyla ortalama 10 dk ultrasonik banyoda ileri
diizeyde parcalanmalar1 saglanmis, sonraki
asamada 1s1 ayarlanabilir bir santrifiij ile 4°C’de
3000 rpm’de 10 dk askudaki partikiillerin ¢okel-
mesi saglanmustir. Santrifiij sonrasi iist fazdan 2,5
mL’lik kismi 25mL’lik santrifiij tiipiine alinarak
buna 4mL 0,5M NaOH, ile 10mL Hekzan: Toluen
(1:1) ¢ozeltileri ilave edilmistir. Otuz saniye
vortekste karigtirtlip 3000rpm’de 10dk santrifiij
sonrast {ist fazin tamami ayrilarak 15mL’lik deney
tiipiine 6rnekler alinmugtir. Ust fazin yumurtada
en fazla ve doku kizartma numunelerinde en az
oldugu gozlemlenmistir. Kalan alt faza SmL Hek-
zan:Toluen (1:1) eklenerek santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi iist faz ayrilarak birinci iist faz ile
birlestirilmis, elde edilen bu faz azot gazi altinda
60°C’de ugurularak elde edilen geri kazanim &r-
nekleri 500ul asetonitril:su (75:25) ile insort viale
alinarak LC-MS te analize alinmustir.

Dogrulama testleri i¢in yine yukaridaki yontem ile
analitlerin tesbit limitleri kadar standart en-
jeksiyon yapilarak geri kazanim (recovery) lari
test edilmistir. Lasalositin kas dokusundan
ayristirilmasi, sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitle-
rin kirlilikten ayristirilmasi yapilarak LC-MS-MS
sistemi ile dogrulamasi ayni analiz peosediirleri
icerisinde gerceklestirilmistir.

Analiz i¢in Thermo Finnigan Surveyor LC pump,
otomatik enjektér (Thermo Finnigan Surveyor
Autosampler), LC kolon (Phenomenex Synergy
Max RP 2,1x150mmx5u), 400°C Kolon Firin
Isis1, 25 pL Enjeksiyon Hacmi, 0.3 mL/dk Akis
Hizi, 0-25dk Diagonal Akig programinda ve %60
asetonitril + %25 0.1M Amonyum asetat + %10
Metanol + %5 Tetrahidrofuran + %0,2 Formik asit
olan mobil faz sartlar1 olusturularak calisma
yapilmustir.

54

Besleme sonrasi elde edilen doku orneklerinde
ekstraksiyonu

Calismanin ikinci evresi broyler temini, gru-
plandirma, yedirme, kesim ve ekstraksiyonundan
olusmustur. Bursa’da ticari bir isletmeden alinan
150 adet Ross 1rk1 16 giinliik broyler pilici Bilecik
ili Inhisar ilgesi Tarpak beldesine kafeslerde
sorunsuz ve kayip vermeden naklendilmistir.
Daha 6nceden hazirlanmis, ayrilmig, Lasalosit i¢in
“L’*‘kontrol i¢in de “’C’’ yazilarak isaretlenmis
bolmelere yerlestirilerek besleme gruplari olustu-
rulmustur. Muhtemel aksakliklarin (61iim, hastalik
v.b.) tolere etmek amacli L ve C grubu diginda ka-
lanlar ayr1 bir b6lmeye alinarak, bes giin boyunca
kendi normal rasyonlari, antikoksidiyal icermeyen
rasyonlari ile beslenme siirdiiriilmiis boylece eli-
minasyona neden olabilecek olas1 risklerden
kaginilmustir.

Yem karisimi 20. giinde Lasalosit i¢in ton {izerin-
den hesaplama yapilarak lasalositin 90 pg/g mik-
tarma denk gelen ilag kismi1 bir 6n karisima tabi
tutulmustur. Bu 6n karigim ikinci bir karisimla ho-
mojen dagilimin saglanacagindan emin o-
lunduktan sonra 100’er kg’lik pellet olmayan y-
emlere karistirllmistir. Bir sonraki giin (21.giin)
yedirme sabahtan baslatilmis baglangictan itibaren
kontrol grubunda belirgin olmakla birlikte tiim
gruplarda yem aliminda kesime kadar artarak de-
vam etmistir. Besinci giin sonunda total yem tii-
ketiminde artisa paralel olarak gdzlemlenebilir
agirhik artist da gozlemlenmistir. Bes glinliik
besleme sonrasi kesimlere baglanmis (1., 3., 5. ve
7. kesim giinleri) yapilarak analiz prosediirleri tim
gruplara aynen uygulanmistir. giin boyunca
konuya iligkin degerlendirmeleri degistirebilecek
herhangi bir olumsuzluk meydana gelmemistir.

Ekstraksiyon islemi kontrol ve 1s1l islem uygulan-
mus broiler 6rneklerinde dinlendirme islemi son-
rasi (24 saat) baglatilmistir.

Doku ve 1s1l islem ekstraksiyonlar1 bir arada ve
uygun dinlendirme kosullarinda 24 saat sonra
baslatilmistir. Ekstraksiyon i¢in yontem aynen ko-
runurken doku ayrimina gidilmeden but ve gogiis-
ten ortak alinan numuneler ile karacigerden 10’ar
gr’lik numuneler es zamanli ve paralel ¢aligilip 3/4
par¢a da 1sil islemler icin ayrilmistir. Bu 1sil
islemlere saklanmis kisim g6z karart {ig esit par-
caya boliinerek -20°C’de 10 giin tutulduktan sonra
-20°C’den alinarak 0 - +4 °C sartlarinda 12-24
saat c¢ozindiriilerek ekstraksiyona almmigtir.
Ikinci parca toplumsal yemek kiiltiiriimiizden 6r-
neklenerek aligkanliklarimiza paralel olarak fakat
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151 ve basing ayarlanabilir bir kapta pisirmeye tabi
tutulup pismis et ve et suyu ayri, ayri ekstrakte edi-
lerek numaralandirilip analizi yapilmistir. Pigirme
esnasinda Ornekle beraber pisirme kabina 250
gram doku i¢in 50 ml su ilave edilerek pisirme sii-
resi 25 dakika ile sinirlandirilmigtir. Son 1/4parga
ise yine beslenme aligkanliklarimiza paralel olarak
kizartilip  ekstraksiyonu  yapilarak  analize
almmistir. Kizartma iglemi elektrikli kizartict
kullanilarak ve tiiketilebilir nitelikte kizarma
kivamina geldiginde isleme son verilerek tamam-
lanip, ekstraksiyona gidilmistir. Hem pigirme
hemde kizartma isleminde tiikketim aliskan-
liklartyla birebir paralellik saglanmasina azami
riayet edilmistir.

Ekstraksyion sonrasi numunelerden elde edilen
kisim organik bir ¢6ziicii yardimiyla SPE ve LLE
teknikleriyle ile dokulardan ayristirilmustir. Ilag
kalintilari1 ¢6zen organik bir solvent i¢inde var
olan eluatlar azot gazi1 (N») altinda kuruluga kadar
ugurulmustur.

Ormek zenginlestirme olarak ifade edilen Sample
Concentrator sistemiyle ekstraksiyon sonucu do-
kulardan ayrilarak organik ¢dziiciiye gecen ilag
kalintilar1 cihaza verilinceye kadar vida kapakli
tiiplerde 4 °C de muhafaza edilmistir.

Bu calismanin deneysel kismi caligmalart igin
31.10.2006-2006/175 tarih ve say1 numarast ile Is-
tanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Ku-
rulu Bagkanligi’ndan kurumundan “’Etik Kurul”’
izni alinmustir.

Bulgular ve Tartisma

Kuzey Irlanda’da yumurtaci tavuklarda 6ay bo-
yunca kullanilan lasalositin kalintt miktar1 olarak
1994°te %66 den 1995°te %21’°e inmesinin neden-
lerinin basinda graniiler formun kullanimi gdste-
rilmis ve toz formun kullaniminin azalmasi kalintt
olarak da bir azalmaya neden olmustur. Buna kar-
silik Ingiltere’de lasalosit yumurta tavuklarinda
daha az tesbit edilmistir. 1994’te %10.7’ sinde 40
ug/g olarak yumurtada tesbit edilirken bu oran
1998’de %1.1 diizeyinde saptanmis fakat bu oran
inandirict bulunamamistir. Clinkii 2000 yilinda
%33’{inde ortalama 40 pg/g oraninda tagidigi tes-
bit edilmistir. Yine Kuzey irlanda’da Temmuz-
Ekim 2001 tarihleri arasinda yapilan baska bir ¢a-
lismada 148 adet yumurta numunesinden 3 ade-
dinde (%?2) sadece 40 pg/g diizeyinde kalint1 tasi-
dig1 bulunmus ve diisiik diizeyde kirlenme ise 20
adette, %13.5” inde, 2 ile 27 pg/g olarak tespit
edilmistir. Ingiltere’de bildircinlarda 20 kas doku

ve 10 yumurta {izerinde yapilan bir ¢alismada la-
salosit rezidiisii 6 kas doku ve 10 yumurtada 120
ile 5400 pg/g arasinda tespit edilmistir (Jordan ve
ark., 1990; Kennedy ve ark., 1998; Kennedy ve
ark., 1996).

Isvecte 1999 yilinda Rosen (2001) tarafindan ya-
pilan bir taramada 100 adet broiler karacigerinin
beserli olarak bir araya getirilmesi yoluyla yapilan
20 o6rnek analizinde 11 6érnegin narasinin kalintisi-
nin 0.04-0.67 pg/g arasinda degistigini tespit et-
misdir. Kuzey Irlanda’da yapilan bir baska calis-
mada 40 adet yem rasyonundan %22.5’ inde mo-
nensinin prevantif dozun ¢ok iistiinde 5 mg/kg dii-
zeyinde bulundugu en yiiksek buluna 6rnegin ise
44 mg/kg oldugu bildirilmis sebepleri arastirildi-
ginda ise yem fabrikalarindaki gerek normal ge-
rekse pellet yapimi esnasinda makine ve ekipman-
larin bulasikligi, personelin dikkatsizliginin ana
nedenler oldugu anlasilmistir (EFSA, 2004; Mc
Evoy, 2002).

Yapilan piyasa arastirmasi Istanbul ilinden 15 il-
¢eden (Bahgelievler, Bagcilar, Bakirkoy, Kiiciik-
¢ekmece, Gaziosmanpasa, Fatih, Eminonii, Be-
yoglu, Sisli, Giingéren, Tuzla, Maltepe, Pendik,
Kadikdy, Beykoz) degisik noktalardan numuneler
alinmistir. Yumurta ve doku numuneleri alinis se-
kil ve kriterleri olarak TGHB’nin numune alma
formati da g6z oniinde tutularak asagida tablolag-
tirllmastar.

Yukarida belirtilen yontem ile PVKAE’de analize
aldigimiz 150 adet yumurtadan Lasalosit tespit
edilebilir limitler dahilinde herhangi bir kalintiya
rastlanmamistir. Yine broiler etinden mix olarak
(deri + but + gdgiis) hazirlanan karisimlardan da
ayn1 yontem ve tarama sartlarinda negatif sonug
almmugtir,

Broilerlerde antikoksidiyal ve zooteknik olarak da
verim arttirici, yemden yararlanmay1 yiikseltici bir
baska ifade ile yemin ete doniisiim oranini pozitif
yonde degistirici olarak kullanilan Lasalosit i¢in
yedirme denemeleri siiresince yem tiiketiminde
artls gozlemlenmistir. Bu; gozlem sonuglarinin
kalitatif olmasi literatiir olarak verilen ve amag
disinda oldugu i¢in verilmemis zooteknik ve
parazitolojik arastirmalar ile paralel meydana
gelmistir (EFSA, 2004; Kennedy ve ark., 1996;
Sanli, ve ark.,1993; Mattabudul, 2002).

Kesimin 1., 3., 5., 7., giinlerde yapilmasi hem
ekstraksiyon periyodu hemde yapilagelen otoriter
uygulamalarla paralellik arzetmesini saglamistir
(EFSA, 2006, EMEA, 1999, EMEA, 2004).
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Negatif sicaklik etkisi diginda diger 1s1l islemler
icin bir bekletmeye gerek goriilmemistir. Ulusal
mevzuatda antikoksidiyallerin B2b grubunda
degerlendirilmesi AB  laboratuarmma  atifla
PVKAE’nin antikoksidiyal kalint1 i¢in temel
referans alimmasimi gerekli kilmistir (Resmi
Gazete, 2005; GTHB, 2007; Resmi Gazete, 2007;
Elliot, 1998; McDouglas, et.al.,1998; Mortier
et.al.,, 2005; Oehme et.al.,, 1998). Yontemin
tilkemizde ve AB’de es giidiimlii kabul gérmesi ve
ayn1 Olgiitlerin tekrari, kontrol edilebilirliligi ve
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dogrulanabilirliligi acisindan biiylik 6nem
tagimaktadir (Regulation EC, 2003).

Lasalosit igin yapilan tespit diizeyi ¢aligmalari,
recovery ve validasyon islemleri sonrasinda 1ppb
diizeyinde kalint1 tespiti yapilabilidigi bunun da
EFSA, EMEA ve ulusal verilerle paralel oldugu
gOriilmistiir.

Lasalosit i¢in yapilan tespit ve dogrulama caligma
sonuglart asagidaki gibidir;

Tablo 4. Lasalosit analiz ve dogrulama parametreleri

Table 4. Lasalosit analysis and validation parameters

Lasalosit icin tarama analiz parametreleri

. Tespit Limiti (ppb)| Hesaplanabiliri Limit .. .

Iyonofor Dedektor| Cone Voltaji
Y (LOD) (pPb) (LOQ) !

Lasalosit 2 4 ESi(+) 90

Lasalosit icin dogrulama analiz parametreleri

Lasalosit] 1 | 2 | BSi | 30

Lasalosit LC-MS/MS Spektrumu:

BF: 377 1 1.484 min, Scan: 291, B13.6=300.0:650.0 [-30.0%], RIC: 4 147e+7, BC|o
100%3 377 ]
. 2 91Be+7 ]
75% .
Y =0 E
25% 38,9 A7 4 :

: 41246+ 4935046
0% 1 |

Il TT TTrrrrrrir TTrrrrrrrr TTIrrrrrrrr TTIrrrrrrrr Trrrrrrrr TTrrrrrrrir TTrrrrrrrir TTT

300 340 400 450 a00 550 EDE Sl
Acguired Hange  mdfz

100ppb Mix Standart Kromotogrami:
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Standart enjeksiyonlardan sonra elde edilen geri
kazanim lasalositte %98, olmustur. Bu yiiksek
degere ulasilma nedeni lasalosit icin ¢ift degerli
iyonlar1 baglama kapasitesi, kaybin daha az
sekillenmesi ile makinalarin yiiksek performansta
caligabilmeleri ve yeni teknikler olmalar1 yanisira
Ozgiin yapisinin metotla iyi sonu¢ vermesine
baglanmigtir. Lasalosit i¢cin EMEA tarafindan
MRL kas, derityag, karaciger, bdbrek ve
yumurtada sirasiyla 20, 100, 100, 50, 150 pg/kg
olarak verilmis ve ulusal mevzuatimizda da ayni
oranlar ayn1 dokular i¢in aynen alimmis ve kabul
edilmistir.

Ulusal otorite PVKAE’nin yapacagi izlemeyi LC-
MS ile dogrulamay1 ise LC-MS-MS ile tesbit
seviyesini 10 pg/kg ve dogrulama seviyesini ise 2
ng/kg ile yasal olarak diizenlemis ve karar limiti
olarak  Lasalosit i¢cin >20 pg/kg olmasini
kararlagtirmigtir (Resmi Gazete, 2007,
GTHB,2007). Bu ulusal ve AB yasal mevzuatinin
yanisira kullanimi devam edegelen Lasalosit’ in

60

de dahil oldugu karboksilik iyonoforlar igin
kullanim parametreleri hususunda {ilkemizde
herhangi  farkli  bir  saha  taramasina
rastlanmamistir.  Bu  sayilanlarin  15181nda
lasalositin de iginde bulundugu  karboksilik
iyonoforlarin ~ mevcut kullanimlari, yapilari,
direng olusturma periyotlarinin uzunlugu, koksidi
etkenlerine etkin ve 6zgiin etkimelerinden otiirii
kullanimlarinin devam edecegi kanaati bir ¢ok
literatiirce de desteklenmektedir (Ebrahimezhad,
2005; Rokka ve Peltonen., 2006; Elliot, ve ark.,
1998). Lasalosit i¢in yapilan LC-MS tespit ve LC-
MS/MS dogrulama analizleri sonucunda alinan
orneklerden bir kaci1 asagida verilmistir. Verilen
analiz raporlar giinlere bdliinerek ortalama ideal
olan, aymi grup Ornekleri temsil edebilen,
anlizlerden sadece birer adedi konulmustur. Bu
ornek 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 agisindan son derece
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carpict olduklar1 degerlendirilmistir. Burada
Lasalosit” in yiiksek seviyelerde bulunabilme
egiliminde oldugu tespit edilmistir. Analiz
ornekleri 7. giinii raporlart tespit ve dogrulama
limitlerimizin ¢ok altinda bulunmustur.

Lasalosit  broiler mix dokusunda 1-7. giinler
arasinda bulunan kalinti degerleri asagida
verilmistir.

Yapilan kesimlerin 1., 3. ve 5. giinlerinde kalint1
miktarin inen dogrusal bir egim gostermesi,
aradaki farkliliklarin yiiksek olusu, Kinetiginin;
ilk gecis etkisi ile biiyiikk oranda atilimini
sagladigi, kalan miktarin ise yapilmis ¢aligsmalara

paralel olarak metabolizmada hizla degrade
edildigi seklinde yorumlanmistir. 7. giinde
lasalosit i¢in herhangi bir kalintiya rastlanmazken
5. glin verileri AB otoritesine paralel olmustur.
Yapilan 1s1l iglemlerde sirasiyla kizartma,
kaynatma ve dondurmada 1sil her islemde
lasalositin yikimlandig1 goriilmistiir. Yikimlanma
lasalositte daha orantili bir diigiis kaydetmistir.
Lasalositin atilim bakimindan doku
konsantrasyonunun daha ge¢ degradasyonu, 1sil
islemlerden de kaynatmanin lasalositi daha az
yikimladigr asagida verilen grafiklerden de
anlasilacag lizere lasalositin daha istikrarli olma
egilimine sahip olduguna tanik olunmustur.

Lasalositin 1-7. giinler arasi karacigerde azalma durumu
250
200
=
g 150-
E
E: 100-
N . .
0
1.Giin 3.Giin 5.Giin 7.Giin
Siire (giin)

Sekil 1. Karacigerde lasalositin zamana bagl degisim konsantrasyonu

Figure 1. Lasalosit time-dependent concentration change in the liver
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Derisim (ppb)

Lasalositin 1-7. glinler arasi kas dokuda azalma
durumu
200+
150
100
W
0 i
1.GUn 3.Gln 5.Gln 7.GUn
Sire (gun)

Sekil 2. Dokuda lasalositin zamana bagli degisim konsantrasyonu

Sekil 2. Lasalosit time-dependent change in tissue concentration

Azalan derisim(ppb

Lasalositte 1s1l islem etkisi

20

151

10
) M

Kizartma  Haglama  Etsuyu Dondurma

Isil islem

Sekil 3. Isil (kizartma, haslama ve dondurma) islemlerin Lasalosit kalint1 diizeyleri iizerine etkisi

Sekil 3. The effect of heat treatment on Lasalosit residue levels (fried,boiled and frozen)
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Lasalosit iceren doku Tlizerine 1si1l islem
uygulanmasi seklinde su ana kadar her hangi bir
literatlire rastlamamamiza  karsin bir bagka
iyonofor olan narasin iizerine yapilan ¢alisma ile
baskaca siilfadimetoksin, sulfakinoksalin,
stilfadoksin ve siilfadiazin iizerine yapilan
caligmalarla da uyumlu oldugu, hassasiyet, tesbit
limiti, 6zgilinliik bakimindan goézlem ve verilerin
¢ok daha anlamli oldugu goriilmiistir (Baydan
et.al.,, 1998, Dehai et.al. 1996, ,Rokka et.al.,
2005).

Iyonofor antikoksidiyallerden lasalosit igeren
doku {izerinde 1si1l islem uygulayarak 1s1

karsisindaki davraniglarina iliskin benzer bir
calismada Rokka’nin bir bagka iyonofor olan
narasin iizerinde yapmis oldugu c¢aligmaya
paralellik arzetmistir. Buna karsilik doku
degradasyonuna iliskin sonug¢lar hem molekiillerin
farkliligit hemde analiz metodunun farkliligina
bagh olarak degisim gostermistir. Metod farkliligi
ile beraber benzer sonuclar 1s1l islemlerin
iyonoforlar1 belli diizeylerde yikimladigr ve
termo-labil olan iyonoforlarin etkilenmelerinin
diisikk 1sidan ziyade yliksek 1sida daha fazla
oldugu miisahade edilmistir.

Tablo 5. Lasalosit spike edilen dokularin kizartma, haslama ve dondurma sonrasi doku kalinti

miktarlar

Table 5. Lasalocid spiked tissue residue levels (fried, boiled, frozen)

Lasalosit spike edilen dokularda kizartma sonrasi diizeyler

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
Lasalosit spike dokularin haglama sonrasi1 kalint1 diizeyleri
Tespit Et suyu
No. | Konsantrasyon (ug/kg) (ng/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
Et suyuna gecen % 9,7
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Table 5. Devam
Lasalosit spike dokularin -20°C de kalint1 diizeyleri

No Konsantrasyon (ng/kg) Tespit(ng/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%

Kayip oraninin lasalosit icin kizartmada,
kaynatma ette, -20°C’de dondurmada sirasiyla
10.71, 19.26, 3.06 ppb miktarlarinda oldugu
gorilmiistiir.  Bu wveriler ile su ana kadar
karboksilik iyonoforlardan lasalositin 1sil iglem
karsisindaki tepkisinin miktar ve orani ilk defa net
ve Olciitlii ortaya konulmustur. Kizartma
isleminde dokudaki su kaybindan dolay1 agirlik
azalmasina bagl olarak rezidiiel degerin yiiksek
cikmasi degerlendirme esnasinda doku iizerinden
islem vyapilarak olas1 bir karisikliga neden
olunmadig1 gibi amacimiz olan sosyal yemek
kiltirii  seklinde isleme esnasindaki kayiplar
hedeflendiginden amag disina da ¢ikilmamastir.

Sonuc¢

Besleyici degeri, ucuz maliyeti ve yiiksek titkketimi
g0z Oniine alindiginda broiler etlerinde 6nemli bir
risk faktorii olan Lasalosit kalintilarinin izlenme-
sinin bilyiik 6nem tasidig1 ve Lasalosit kalintisinin
1s1l islemlere son derece hassas oldugu goriilmiis-
tir. AB otoritelerince yiiriitillen kalint1 aktivite
arastirmalarinin karar noktalarinin farkli bagimsiz
ve ciddi anlamda belirleyici aragtirmalar sonucu
ortaya konuldugu bilinmektedir. Yapilan bu ¢alis-
mada elde edilen degerler itibariyle tutarlilik ve
hassasiyet olarak daha iyi sonuglara ulasilmig
olunmasinin 6nemli bir gelisme oldugu diisiiniil-
mekte dahasi bu durumun iizerinde c¢alisilan ana-
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litik cihazlarin yeni ve yiiksek hassasiyet degerle-
rine ulasabilmesi, stabilitesini muhafaza edebil-
mesi bir diger ifadeyle sistematigin farkli tarih-
lerde ve farkli uygulayici kisilerce kullanilma-
sinda birbirine yakin sonuglar alinabilmesi olarak
da degerlendirilmistir.
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