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ABSTRACT

Honey is a natural product containing high levels of sugar, amino acids, minerals, enzymes and vitamins and has
been used as food and medicine for thousands of years. In terms of public health, honey should not contain any
chemicals that may pose a health risk. Both pesticides used in agricultural areas around the apiary and drugs used
in the treatment of bee diseases cause residue problems in honey. In the study, it was aimed to develop a method
for rapid confirmation analysis of multiple antibiotic residues in honey samples using a two-stage liquid-liquid
extraction method. With the developed method, sulphonamide (n:11), fluoroquinolone (n:2), phenicol (n:2)
tetracycline (n:2) and macrolide (n:2) were used in honey samples. Screening and confirmation analyses can be
performed for 19 antibiotic residues in 5 different antibiotic groups. The detection limits of the method are between
5.29 and 10.58 pg.kg!, the accuracy values are between 86.9% and 119%, the coefficient of vatiation is between
1.26% and 16.33% and recovery is between 84% and 117.23%.
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ko
Balda Coklu Antibiyotik Kalintilarinin LC-MS/MS ile Hizli Dogrulama Analizi
oz

Bal, yuksek oranda seker, aminoasit, mineral madde, enzim ve vitamin iceren, binlerce yildir gida ve ilag olarak
kullanilan dogal bir triindir. Halk saghigi acisindan, balda saghk riski olusturabilecek herhangi bir kimyasal
maddenin bulunmamast gerekir. Gerek arilik ¢evresindeki tarimsal alanlarda kullanilan pestisitler, gerekse art
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaclar, bal da kalintt sorunlarinin yasanmasina neden olmaktadir. Calismada,
iki farkls likit-likit ekstraksiyon metodu kullanilarak bal 6rneklerinde ¢oklu antibiyotik kalintilarinin hizli dogrulama
analizleri icin metot gelistirilmesi amaclanmistir. Gelistirilen metotla, bal O6rneklerinde, sulfonamid (n:11),
flourokinolon (n:2), fenikol (n:2) tetrasiklin (n:2) ve makrolid (n:2) olmak tizere 5 farklt antibiyotik grubunda 19
adet antibiyotik kalintisi i¢in tarama ve dogrulama analizleri yapilabilir. Metodun tespit limitleri 5,29 ile 10,58 ug.kg-
1, dogruluk degerleri %86,9 ile %119 varyasyon katsay1 degerleri %1,26 ile %16,33 ve geri kazanim oranlart %85,4
ile %117,23 arasindadir.
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GIRIS

Bal, yiiksek oranda seker, aminoasit, mineral madde,
enzim ve vitamin iceren, binlerce yildir gida ve ilag
olarak kullanilan dogal bir Grindir (Ball, 2007). Halk
saghgl acisindan, balda saglk riski olusturabilecek
herhangi bir kimyasal maddenin bulunmamasi gerekir.
Gerek arilik ¢evresindeki tarimsal alanlarda kullanilan
pestisitler, gerekse art hastaliklarinin  tedavisinde
kullandan  ilaglar, bal da kalint sorunlarinin
yasanmasina neden olmaktadir (Lambert ve ark., 2013)

Balarist kolonileri de diger canlhlarda oldugu gibi
bakteri, viriis, protozoa ve paraziter etkenler tarafindan
etkilenebilmektedirler (Chantawannakul ve ark., 2016).

Ozellikle  bakteriyel ~ kaynakli  enfeksiyonlarin
tedavisinde kloramfenikol, nitrofuranlar,
nitroimidazoller, tetrasiklinler, sulfonamidler,

strepromsinin, fumagillin ve florokinolon grubu
antibiyotikler kullanilabilmektedir. Bu tir ilaglarla
tedavi edilen ar1 kolonilerinden elde edilen ballarda,
kalintt problemi ile karsilasabilmektedir (Chiesa ve ark.,
2016). Tetrasiklinlerin yart OSmirleri, tetrasiklinin
tiirevine, dozuna veya uygulama sekline bagl olarak 9
gin ile 8 hafta arasinda oldugu saptanmistir
(Reybroeck ve ark., 2012). Stabilitelerinin yiiksek
olmast nedeniyle streptomisin, silfonamidler ve
linkomisin i¢in, 10 ay sonta bile mg/kg seviyelerinde
kalintilart tespit edilmistir. Benzer bulgular, yiiksek
konsantrasyonlarin  tespit  edildigi  fluorokinolon
kalintilart icin de gbzlenmistir (Varenina ve ark., 2023).

Bu durum 6zellikle dis piyasaya ihra¢ edilen ballarda
oldukca Onem arz etmektedir. Yapilan analizlerde
balda herhangi bir ila¢ kalintisinin tespit edilmesi ve bu
durumun strekli olmasi durumunda, Ulkemizin dis
ticaretinde itibar kayb1 yasanmasina neden olmaktadir.

AB tarafindan yayinlanan 37/2010 yonetmeliginde
antibiyotikler dahil olmak tzere tiim veteriner tibbi
triinlerin hayvansal gida maddelerindeki maksimum
kalintt limitleri listelenmistir. Bu yonetmelige gore
balda herhangi bir antibiyotik kalintist icin limit
belirlenmemistir (CR, 2010). Baz: tlkelerde (Japonya,
Avusturalya ve Kanada) balda oksitetrasiklin icin 300
ug.kg-1 Maksimum Kalintt Limiti (MRL) belirlenmistir
(Moretti ve ark., 2017). Avrupa birligi, Ortak Referans
Laboratuvart (CRL) tarafindan yayinlanan teknik
kilavuzda balda Onerilen konsantrasyonlar (RC'ler)
tetrasiklinler (20 pg.kgt), stlfonamidler (50 pg.kg?),
streptomisin (40 ug.kg!) ve makrolidler (tylosin ve
eritromisin, 20 pg.kg!) verilmistir. Bununla bitlikte, bu
RCllerin gercek bir yasal dayanagi bulunmamaktadir
(CRL, 2007)

Tarim ve Orman Bakanligt tarafindan AB direktiflerine
uygun olarak yayinlanan Turk Gida Kodeksine gére
hayvansal gidalarda bazi maddeler icin maksimum

kalintt limitleri belitlenmis, bunlarin disinda herhangi
bir ila¢ kalintis1 bulunmasina izin verilmemistir (Resmi
Gazete, 2017). Ulkemizde dretilen ballarin  bu
yonetmelikte  belirlenen  limitlere uygun olarak
uretilmesi gerekir. Tarm ve Orman Bakanlig
tarafindan yillik olarak yayinlanan Kalinti Izleme
Genelgesi kapsaminda tim illerde dretilen ballarda
kalintt analizleri gerceklestirilmektedir. Kalintt tespit
edilen 6rneklerin alindidy tireticiler, izlemeye alinmaketa,
tekrar  kalinti  tespit edildiginde yasal islemler
uygulanmaktadir.

Balda antibiyotik kalinti analizlerinde  likit-likit
ektraksiyon (LLE) (Chen ve ark., 2009), kat1 faz
ekstraksiyon (Solid Phase Extraction, SPE) (Xu ve ark.,
2016) ve QuChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) (Yang ve ark., 2022) gibi metotlar
kullanlmaktadir. ‘Tarama amacli olarak ELISA
(Mahmoudi ve ark., 2014), Charm II (Salter, 2003),
Chemiluminescence (Wutz ve ark., 2011) gibi testler
kullanilirken, dogrulama amacl olarak ultraviole (UV)
(Barganska ve ark., 2011), floresans (FD) (Peres ve
ark., 2010), kitle spektrometri (MS) (Lopez ve ark.,
2008) gibi detektorler tercih edilmektedir. Bu cihazlar
icerisinde en hassas duyarliliga sahip olan ve dogrulama
analizlerinde tercih edilen cihaz LC-MS/MS cihazidir.

Calismamizin amacy, iki likit-likit ekstraksiyon metodu
kullantlarak  bal Srneklerinde  ¢oklu  antibiyotik
kalintdarinin  hizli dogrulama analizleri icin metot
gelistirmektir. Gelistirilen metot, hizli ve ekonomik,
ayni zamanda ¢oklu antibiyotik kalintist dogrulama
metodu olarak kullandabilir.

MATERYAL ve METOT

Standart maddeler

Calismada kullanilan standart maddeler ve saflik
yluzdeleri tablo 1’de go6sterilmistir. Tim standart
maddelerin saflik yizdeleri %93 in tzerindedir ve
Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Cozeltiler

Mobil faz A: Diyonize su; %0,01 formik asit (FA), 1
mM okzalik asit (OA), 1 mM amonyum format
Mobil Faz B: Asetonitril %0,02 Formik asit

Mobil faz gradiant akis program tablo 2 ‘de oldugu
gibidir.

Stok standart ¢ozeltisi (Sg): Her bir standatt
maddeden ayri ayrt olmak tzere, 10 mllik balon
jojelere 10 mg tartildi ve tzeri 10 ml ¢izgisine kadar
metanolle tamamlandi. Butun stok standart ¢ozeltiler -
18°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 1. Antibiyotik Standartlar1 ve Saflik Ytizdeleri
Table 1. Antibiotic Standards and Purities (%)

No | ANTIBIYOTIK ADI | SAFLIK % | pfET(C!
1 | Dapson >99.5 Sigma-Aldrich
2 | Enrofloksasin 299.,8 Sigma-Aldrich
3 | Eritromisin 2930 Sigma-Aldrich
4 | Florfenikol 299,5 Sigma-Aldrich
5 | Kloramfenikol 2999 Sigma-Aldrich
6 | Norfloksasin 2998 Sigma-Aldrich
7 | Oksitetrasiklin 2949 Sigma-Aldrich
8 | Sulfakloropiridazin | 299,7 Sigma-Aldrich
9 | Sulfadiazin 299.8 Sigma-Aldrich
10 | Sulfadimetoksin 2997 Sigma-Aldrich
11 | Sulfadoksin 2980 Sigma-Aldrich
12 | Sulfamerazin >98,0 Sigma-Aldrich
13 | Sulfametazin 299.,6 Sigma-Aldrich
14 | Sulfametoksazol 2999 Sigma-Aldrich
15 | Sulfapiridin 298,0 Sigma-Aldrich
16 | Sulfaktinoksalin >97.8 Sigma-Aldrich
17 | Sulfatiazol >98,0 Sigma-Aldrich
18 | Tetrasiklin 295,0 Sigma-Aldrich
19 | Tilozin >95.5 Sigma-Aldrich

S, standart galigma ¢6zeltisi (100 pg/ml):

Her bir standart stok ¢ozeltiden 0,1 ml 10 mI’lik balona
alinarak metanolle 10 ml’ye tamamlandi. Analizlere
kadar buzdolabinda +4 °Cde muhafaza edildi.
Hazirlanan bu ¢ozelti, MS detektorde referans
standartlari tanimlamak icin kullanilmistir.
Orneklerin Ektraksiyonu

Asidik ekstraksiyon

Bal 6rnegi 40 °C de 1sitilarak hazir hale getirildi. 1 g bal
tartilarak 50 ml lik polipropilen tipe alindt. 3 g NaCl,
3,75 ml Mcllvaine Buffer (pH 3) ve 75 ml 0,1 M etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA) eklenip karistirildr
Karisimin tzerine 10 ml asetonitril eklenip 5 dk
vortekslendi. Ardindan 60 °C de 20 dk ultrasonik

banyoda tutuldu.

Tablo 2. Mobil faz gradiant akis programi

Table 2. Mobile phase gradient flow program
Akis stiresi Mobil Faz A Mobil Faz B
0-5 90 10
5-7 85 15
7-11 80 20
11-15 60 40
15-16 40 60
16-20 90 10

4000 rpm de 30 dk santrifiij edildi. Ust fazdan 9 ml
alinip azot altinda uguruldu. 500 pl mobil faz A/B (80-
20 v/v) katsimu ile ¢ozduruldd. 0,2 pm filtrelerden
gecirilerek viale alindi.

Bazik ekstraksiyon

Bal 6rnegi, 40°C de 1sitlarak hazir hale getirildi. 2 g bal
tartilarak 50 ml’lik polipropilen tiipe alind1. 2 g NaCl ve
2 ml 1M KH2PO4 (pH=8) ve 3,75 ml 0,1 M EDTA
eklendi ve iyice vortekslendi. Karisimin tzerine 10 ml
asetonitril eklenip tekrar vorteksle karistirildi. Daha
sonra 60°C de 20 dk ultrasonik banyoda tutuldu. 4000
rpm de 30 dk santrifiij edildi. Ust fazdan 9 ml alinarak
azot altinda ucuruldu. 500 pl mobil faz A/B (80-20
v/v) karigimt ile c¢ozduruldi. 0,2 um’lik filtreden
gecirilerek viale alindi.

MS/MS Sartlar1

Kitle spektrofotometri dedektdrii olarak AB Sciex
3200 QTRAP (AB Sciex, Foster City, USA) kullanilds.
UHPLC, kitle spektrofotometri dedektoriine bagh
olarak calismaktadir. Analitik ayirim icin  Agilent
Poroshell 120 SB, C18, 2,7 um, 100x3,0 mm. kolonu
kullanildi. Akis hizt 0,3 ml/dk olarak ayarlandi.
Iyonizasyon, porzitif ve negatif iyon modunda ve
elektrosprey ionizasyon (ESI) modili kullanilarak
gerceklestirildi. Tarama tipi, MRM (Multiple Reaction
Monitoring) olarak ayarlandi. Kapillar voltaj 4500 V,
azot gazinin kullaniddigr curtain gas (30 psi), collision
gas (medium) ve lon Source gas (50 psi) olarak
ayarlandi. TurbolonSprey modilintn sicakligi 500
°C’de sabitlendi. Analite bagimli parametreler; DP
(declustering potansiyeli), CE (carpisma enerjisi) ve
CXP (hicre c¢ikis potansiyeli) icin her bir standart
maddenin 0,1 mg/kg iceren calisma standart ¢ozeltisi
kullanildi. Her bir analite ait MS/MS dedektor
parametreleri Tablo 3’te gosterilmistir.

BULGULAR

Metot validasyonu i¢in secicilik /hassasiyet, dogrusallik,
tespit limiti (Limit of Detection, LOD), 6l¢im limiti
(Limit of Quantitation, LOQ), dogruluk ve geri
kazanim parametreleri hesaplandu.
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Tablo 3. MS/MS dedektor parametreleri
Table 3. MS/MS detector parameters

Analitler Q1 (Da) | Q3 (Da) | DP (volts) | EP (volts) | CEP (volts) | CE (volts) | CXP (volts)

156,00% 81,000 5,000 14,000 17,000 4,000

Dapson 294,10
108,00 81,000 5,000 14,000 29,000 4,000
316,30* 61,000 10,000 26,000 21,000 6,000

Enrofloksasin 360,12
245,20 61,000 10,000 26,000 29,000 4,000
158,30 56,00 5,50 28,000 35,000 4,000

Eritromisin 734,38
83,10 56,00 5,50 28,000 69,000 4,000
230,10* 31,000 7,500 14,000 15,000 4,000

Florfenikol 248,05
130,10 31,000 7,500 14,000 33,000 4,000
257,20 45,000 4,500 22,000 10,000 2,000

Kloramfenikol 320,88
237,10 45,000 4,500 22,000 26,000 8,000
302,20* 56,000 7,500 24,000 27,000 6,000

Norfloksasin 320,14
230,90 56,000 7,500 24,000 51,000 4,000
426,10* 46,000 6,000 22,000 21,000 6,000

Oksitetrasiklin 461,04
201,20 46,000 6,000 22,000 49,000 4,000
156,20 71,000 8,000 16,000 17,000 4,000

Sulfakloropiridazin 285,10
108,10 71,000 8,000 16,000 33,000 4,000
156,10% 51,000 7,000 14,000 19,000 4,000

Sulfadiazin 251,06
108,10 51,000 7,000 14,000 31,000 4,000
156,20% 61,000 8,500 16,000 23,000 4,000

Sulfadimetoksin 311,07
108,20 61,000 8,500 16,000 35,000 4,000
156,10%* 51,000 5,500 18,000 23,000 4,000

Sulfadoksin 311,06
108,20 51,000 5,500 18,000 33,000 4,000
108,00 46,000 8,500 14,000 33,000 4,000

Sulfamerazin 265,07
156,00 46,000 8,500 14,000 21,000 4,000
124,10% 41,000 5,000 18,000 33,000 4,000

Sulfametazin 279,07
186,20 41,000 5,000 18,000 19,000 6,000
156,10% 46,000 5,500 14,000 19,000 4,000

Sulfametoksazol 254,09
108,10 46,000 5,500 14,000 33,000 4,000
156,10%* 51,000 5,000 14,000 21,000 4,000

Sulfapiridin 250,13
108,10 51,000 5,000 14,000 33,000 4,000
156,10%* 51,000 4,500 16,000 21,000 4,000

Sulfaktinoksalin 301,03
92,10 51,000 4,500 16,000 39,000 4,000
156,10%* 46,000 6,500 14,000 17,000 4,000

Sulfatiazol 255,98
108,20 46,000 6,500 14,000 31,000 4,000
410,00* 71,000 10,000 20,000 21,000 6,000

Tetrasiklin 445,10
154,10 71,000 10,000 20,000 33,000 4,000
L 174,20% 91,000 10,000 40,000 49,000 6,000

Tilozin 916,34
101,20 91,000 10,000 40,000 65,000 4,000

*Konfirmasyon iyonu

DP: Declustering Potential, EP: Entrance Potential, CEP: Cell Exit Potential, CE: Collision Energy, CXP: Collision Cell Exit Potential
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Spesifiklik/segicilik (Specificity): Bos numuneler,
farklt standart maddeler yiiklenerek analiz edildi;
alikonma stirelerinde herhangi bir girisim gézlenmedi.
Analiz yonteminin segicilik/duyatlilik acisindan uygun
oldugu sonucuna varilds.

Dogrusallik (Linearity): Dort farkli konsantrasyon
kullanilarak yapilan alt1 paralel analiz sonucunda her bir
standart madde icin kalibrasyon egrileri olusturuldu.
Her standart maddenin kalibrasyon egrisindeki 2
degeri 0,9954-0,9999 arasinda bulundu (Tablo 4).
Tespit limiti (LOD) ve 6lgiim limiti (LOQ): Tespit
limitini ve 6l¢im limitini belirlemek i¢in 5 pgkg!
konsantrasyonu  kullanilarak 10  paralel analiz

yaptmistir, Elde edilen sonuglar Tablo 4'de
gOsterilmistir. Oksitetrasiklinde 5 ugkgt
konsantrasyonlar tespit edilemediginden tespit limiti
olarak ikinci konsantrasyon noktast olan 10 pgkg!
konsantrasyondan elde edilen veriler kullanilmistur.
Dogruluk: Dogruluk verileri, linearite ve geri kazanim
calismalarindan elde edilen verilerle hesaplanmigtir ve
Tablo 4de gosterilmistir.

Geri Kazanim: Geri kazanimi belitlemek icin 5, 10, 20
ve 40 pgke! konsantrasyonlar kullamilarak bos
orneklere yitkleme yapilarak analizler gerceklestirildi.
Elde edilen sonuglar Tablo 4'de gdsterilmistir.

Tablo 4. Bal 6rneklerinde tespit limiti, hesaplama limiti, linearite, dogruluk ve geri kazanim oranlari
Table 4. Detection limit, quantification limit, linearity, accuracy and recovery in honey samples

Tespi H 1 ..
?SI?IF es:ap .a.ma . . Yikleme Olgiim . Geri
Analitler Limiti Limiti Linearite miktart (ort) RSD Dogruluk Kazanim
alitle a o aza
(LOD) (LOQ) (12) (gkgl) | (ngke) % % Y
ng.kg- ng.kg- (3
(ngkg™) | (ng-kg™) 88 88
5 51 6,73 109 102,1
D 614 8.54 0.9973 10 10,28 11,04 91,6 102,78
apson ’ ’ ’ 20 18.76 892 96.2 93,78
40 37,80 7,18 103 94,5
5 5,23 6,28 93,7 104,64
. . 10 9,90 8,04 112 98,96
Enrofloksasin 6,22 8,52 0,9954
20 18,35 6,94 92,4 91,76
40 38,74 5,73 101 96,86
5 6,31 10,18 103 106,28
L. . 10 9,31 11,07 97,1 93,06
Eritromisin 8,24 12,74 0,9997
20 19,53 9,78 98,6 97,63
40 36,16 6,43 101 93,39
5 5,86 6,41 102 117,23
10 9,76 13,35 91,3 97,58
Florfenikol 6,99 9,62 0,9954 > 2 . o
20 2217 11,00 110 110,85
40 40,67 8,22 97,1 101,68
5 5,04 2,59 92,3 100,71
. 10 11,08 6,10 109 110,83
Kloramfenikol 5,43 6,34 0,9982
20 20,38 5,04 100 101,86
40 40,04 371 98,7 100,11
5 5,42 6,84 97,8 108,3
. 10 10,18 2,87 101 101,83
Notfloksasin 6,52 9,12 0,9998
20 21,08 6,11 102 109,92
40 39,70 3,45 99,0 99,25
10 10,58 12,98 92,1 105,83
Oksitetrasiklin 10,58 24,32 0,9987 20 21,19 7,37 101 105,94
40 4338 14,71 101 108,46
5 5,23 8,73 94,1 104,5
10 10,22 7,78 107 102,2
Sulfakloropiridazin 6,59 9,79 0,9988 : 2 .
20 20,08 3,94 115 100,42
40 40,53 5,48 99,0 101,32
5 6,89 15,34 119 107,9
.. 10 12,2 15,37 87,0 102
Sulfadiazin 6,89 17,47 0,9999
20 17,83 10,36 86,9 89,17
40 35,47 15,53 107 88,66
5 4,80 4,68 102 95,93
. . 10 10,12 2,97 101 101,16
Sulfadimetoksin 5,47 7,04 0,9990
20 20,03 241 95,1 100,13
40 39,60 3,42 102 99
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5 494 145 97.4 98,73
10 10,06 2,48 107 100,66
Sulfadoksin 5,15 5,65 0,9982 ’ > ’
20 2023 324 94.6 101,14
40 37,89 2,71 101 94,71
5 488 715 93.9 97.63
, 10 991 418 105 99.12
Sulfamerazin 5,93 8,37 0,9988
20 20,4 410 102 102
40 41,05 5.6 98,1 102,63
5 427 9,28 95,6 85,4
A 10 10,40 728 107 103,99
Sulfametazin 5,46 8,23 0,9991
20 20,93 352 98,0 104,67
40 38,75 2,76 99,9 96,88
5 444 633 96,4 88,87
10 9,20 5,90 104 91,95
Sulfametoksazol 5,29 7,26 0,9995
20 19,50 6,13 86,9 97.50
40 40,84 480 99.4 102,11
5 521 521 101 104,13
Sulfapiridi 6.02 700 0.999 10 9,94 5,20 99,0 99,38
wHapindin ’ : : 20 2023 135 100 101,17
40 39,57 126 100 98,02
5 532 5.64 105 106,43
10 10,38 1,87 94,5 103,83
Sulfaktinoksalin 6,22 8,32 0,9993 d : . .
20 20,18 392 99.5 100,89
40 38,88 2,79 101 97.21
5 5.14 718 104 102,87
_ 10 10,02 6,62 99.0 100,17
Sulfatiazol 6,25 8,84 0,9994
20 19,46 392 943 97,28
40 38,58 457 103 96,46
5 5,30 16,33 95,8 105,96
. 10 9.18 10,20 105 91,78
Tetrasiklin 7,89 13,94 0,9994
20 17.20 531 72,6 86
40 36,32 6,97 99,3 90,79
5 479 6,58 97.6 95.85
o 10 10,05 5,95 101 100,51
Tilozin 5,74 7,94 0,9997
20 20,01 3,86 102 100,07
40 39,77 3,17 99,0 99,43
TARTISMA Analitlerin  geri kazanim oranlart %85 ile %111

Kivrak ve ark tarafindan bal Orneklerinde 23 adet
veteriner tibbi driin  eszamanli olarak belirlemesi
amaciyla ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile UPLC—
ESI-MS/MS cihazt kullanilarak hizli bir yontem
gelistirmislerdir.  Gelistirilen yontemde t¢ farkh
antibiyotik grubu (fenikol, sulfonamid ve tetrasiklin)
kullanilmus, tespit limiti 0,14 ile 0,54 pgkg! arasinda
belirlenmistir, bizim gelistirdigimiz metotta beg farkli
antibiyotik ~ grubundan  (fenikol,  sulfonamid,
florokinolon, aminoglikosid, makrolid ve tetrasiklin)
19 veteriner tbbi tirtin icin tespit limitleri 5,29 ile 10,58
ug.kg! arasindadir. Tespit limiti degerlerinin bizim
degerlere gbre daha digiik olmasi, kullanilan cihazin
farkli olmasindan kaynaklandigi distintlmektedir
(Kivrak ve ark., 2010).

Havari ve ark. tarafindan balda coklu antibiyotik
kalintilarinin (stilfonamidler, tetrasiklinler, makrolidler,
linkozamidler ve aminoglikozitler) tayini icin yeni, basit
ve hizli bir LC-MS/MS yontemi gelistirilmistir.

arasinda degismektedir. Karar limiti (CC.) ve saptama
limiti (CCg) 6 ile 9 pgkg! arasinda degismektedir.
Streptomisin 13 pg.kg! ve neomisin 25 pg.kg! biraz
daha yiksek limit tespit edilmistir. Bizim metotta elde
edilen tespit limitleri 5,29 ile 10,58 pug.kg! arasindadir.
Tespit limitleri arasinda 6nemli bir farkin olmadig
gorilmektedir. Geri kazanim oranlart %854 ile
%117,23 arasinda degerler, ayni c¢alismanin geri
kazanim degerleri ile paralel oldugu gérilmektedir
(Havari ve ark., 2017).

Louppis ve ark. tarafindan geligtirilen metot, LC-
MS/MS kullanarak baldaki antibakteriyel kalintilarin
saptanmast ve miktarinin belirlenmesi i¢in hizli ve basit
bir yontemdir. Ekstraksiyon  yOntemi  bizim
calismamiza benzer sekilde iki asamalidir. Gelistirilen
metot, otuz altt farkli antibiyotik ve dort farkli aileden
(stlfonamidler, tetrasiklinler, amfenikoller,
florokinolonlar) ve bazt Dbireysel antibiyotikler
(penisilin G, trimetoprim ve tiamulin) icindir. Karar
limitleri (CCy) 0,1 ile 9,2 pg.kg!, tespit limitleri (CCg)
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0,3 ila 27,6 pgkgl, geri kazanim oranlart %065,0 ile
%116,1 arasindadir. Metot performans parametreleri
ile calismamizin parametreleri ile arasinda 6nemli bir
fark olmadigr gérilmektedir (Louppis ve ark., 2017).

Lopez ve ark. tarafindan balda tetrasiklinler
(klortetrasiklin,  doksisiklin,  oksitetrasiklin ~ ve

tetrasiklin), florokinolonlar (siprofloksasin,
danofloksasin, difloksasin, enrofloksasin ~ ve
sarafloksasin), makrolidler (tilozin), linkozamidler
(incomycin), aminoglikositler (streptomisin),
stlfonamidlerin (sulfathiazol), fenikoller

(kloramfenikol) ve fumagillin kalintilarinin tayini ve
dogrulanmasi icin sivi kromatografi tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak ¢oklu bir
yontem  gelistirilmigtir. Eritromisin (makrolid) ve
monensin (iyonofor) saptanabilir ve dogrulanabilir
ancak miktar1 6l¢iilemez. Metodun dogruluk (accuracy)
degerleri %065 ila %104 arasinda ve varyasyon katsayi
degetleri (RSD) %17'den dustiktir. Calismamizdaki
dogruluk degerleri %86,9 ile %119 arasinda, varyasyon
katsayr degetleri %1,26 ile %16,33 oldugu ve bu
calismaya benzer sekilde %17 den kigik oldugu
gorilmektedir (Lopez ve ark., 2008).

Vidal ve ark. tarafindan balda farkll veteriner ilag
kalintilarinin (makrolidler, tetrasiklinler, kinolonlar ve
stlfonamidler) ultra performansh sivi kromatografisi
kutle spektrometrisi (UPLC-MS/MS) ile es zamanli
analizi icin bir yontem gelistirilmis ve dogrulanmistir.
Ekstraksiyon yonteminde bizim metottan farklt olarak
katt faz ekstraksiyon yontemi kullanmiglardir.
Metodun ortalama geri kazanim degetleri, {g
konsantrasyon seviyesinde (10, 50 ve 100 pg.kg 1), %70
ile %120, varyasyon katsayt degetleri %20'den az ve
Sleim limitleri (LOQ'lar) 4 ng.kg! 'dan disik olarak
clde edilmistir. Geri kazanim oranlart ve varyasyon
katsayr degerleri bizim metot verileri ile benzerlik
gostermekte, Ol¢im limitleri ise daha disik oldugu
gorilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan cihazin, bizim
calismamizda kullanilan cihazdan daha hassas oldugu
dustnilmektedir (Vidal ve ark., 2009).

Wautz ve ark tarafindan otomatik bir akis enjeksiyon
sistemi ile birlikte yeniden Uretilebilir antijen
mikrodizilerini kullanarak bal 6rneklerinde antibiyotik
tirevlerinin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi
icin metot gelistirmislerdir. Metot, mikrodizinin
ylzeyine bagli monoklonal antikorlar kullanan dolayl
bir rekabet¢i immiinoanaliz formatina dayanmaktadir.
Geligtirilen metodun, geri kazanimlar oranlarn
enrofloksasin (%92 £ 9%0), silfametazin (%130 *
%21), stlfadiazin (%89 * %20) ve streptomisin (%93
T %4) yeterli oldugu gosterilmistir. Bu galismada
gelistirilen ~ chemiluminescence  metodu,  bizim
gelistirdigimiz metottan farkli bir metottur (Wutz ve
ark., 2011).

SONUC

Sonug olarak, iki farkl likit-likit ekstraksiyon metodu
kullanilarak gelistirilen LC-MS/MS dogrulama analiz
metodu, bal  orneklerinde  ¢oklu  antibiyotik
kalintlarinin =~ tespit  edilmesinde  kullanilabilir.
Geligtirilen metot, diger katt faz ckstraksiyon
metotlarina gére daha hizli ve ekonomik, aynt zamanda
altn farklt gruptan antibiyotikleri iceren dogrulama
metodu olarak tarama ve dogrulama analizlerinde
kullanilabilir.

Cikar Catismast: Yazarlar bu yazi ic¢in gergek,
potansiyel veya algilanan ctkar catismasi olmadigini
beyan etmislerdir.

Etik Izin: Bu calisma “Hayvan Deneyleri Etik
Kurullarinin = Calisma  Usul ve Esaslarina  Dair
Yonetmelik” Madde 8 (k) geregi HADYEK iznine tabi
degildir.

Finansal Destek: --

Yazarlarin  Katki  Orani:  Nurullah  Ozdemir,
calismanin proje fikrine, tasarimina ve yuritilmesine
katkida bulundu, verilerin toplanmasina katkida
bulundu, verileri analiz etti, taslagl tasarlad: ve yazdi,
makaleyi elestirel olarak inceledi. Yazar, son halini alan
metni okudu ve onayladr.
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