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OZET

ANKARA iLi CEVRESINDE TUKETIME SUNULAN CiG SUTLERDE
NiTROIMIDAZOL GRUBU iLAC KALINTI VARLIGININ LC/MS/MS iLE
ARASTIRILMASI

Nitroimidazoller anaerobik bakterilere ve ayrica protozoal enfeksiyonlarin patojenlerine
kars1 oldukga aktif olan bir ilag grubudur. Bunlarin hayvansal triinlerindeki kalintilar
insanlar lizerinde mutajenik ve kanserojenik etkiler sergiler. Bu calismada, nitroimidazol
ve metabolitlerinin sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) ile
belirlenmesine yonelik metot validasyonu ile birlikte Ankara ilinde tiiketime sunulan ¢ig
inek siitii 6rneklerinde nitroimidazol grubu ilaglarin kalint1 varliginin analiz edilmesi ve
elde edilen bulgular ile gerek hayvan sagligi ve gerekse tiiketiciler i¢in olas1 kalinti risk
durumunun belirlenmesi amaglanmistir. Analiz Oncesi siit 0rneklerinden bilesiklerin
eldesi i¢in etilasetat ve n-hekzan ile 6n islemler gergeklestirildi ve son kisimda 6rnekler
metanol-su karisimi ile muamale edilerek LC/MS/MS’ye enjeksiyon islemi yapildi.
Analitlerin ayrilmasinda C18 kolon ve asetonitril ve suda formik asitli mobil faz islemi
yapildi. Calismada, nitroimidazol bilesiklerinin geri kazanimlarimin 100,5-101,7
arasinda, tespit ve 6l¢tim limitlerinin sirasiyla 2,22-2,37 ug/l ve 2,66-3,12 ug/l, CCa ve
CCBP degerlerinin sirastyla 2,21-2,34 ng/l ve 2,35-2,58 pg/l arasinda oldugu tespit edildi.
Ayrica, ¢alisgma kapsaminda Ankara ilinden toplanan 60 adet ¢ig inek siit Ornegi
LC/MS/MS ile nitroimidazol kalint1 varlig1 yoniinden analiz edildi ve elde edilen veriler
neticesinde orneklerin nitroimidazol kalintis1 icermedigi belirlendi. Sonu¢ olarak,
nitroimidazollerin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemin hassas ve dogru sonug¢ verdigi,
tilketime sunulan ¢ig siitlerin nitroimidazoller agisindan tiiketici saglii i¢in bir risk

olusturmadig: gorildi.

Anahtar Kelimeler: Kalinti, LC/MS/MS, nitroimidazol, siit



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF NITROIMIDAZOLE GROUP
DRUG RESIDUES USING LC/MS/MS IN RAW MILK CONSUMED AROUND
ANKARA

Nitroimidazoles are a group of drugs that are highly active against anaerobic bacteria and
also against pathogens of protozoal infections. Their residues in animal products exhibit
mutagenic and carcinogenic effects on humans. In this study, it was aimed to analyze the
presence of residues of nitroimidazole group drugs in raw cow milk samples consumed
in Ankara province with method validation for the determination of nitroimidazole and
its metabolites by liquid-chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) and to
determine the possible residue risk status for both animal health and consumers with the
findings obtained. Pretreatments with ethyl acetate and n-hexane were carried out to
obtain the compounds from the milk samples before the analysis, and in the last part, the
samples were treated with methanol-water mixture and injected into LC/MS/MS.
Analytes were separated on a C18 column and mobile phase treatment with acetonitrile
and formic acid in water. In the study, it was determined that the recoveries of
nitroimidazole compounds were between 100.5-101.7, detection and measurement limits
were between 2.22-2.37 ug/l and 2.66-3.12 ug/l, respectively, and CCo and CCp values
were between 2.21-2.34 pg/l and 2.35-2.58 pg/l, respectively. In addition, 60 raw cow
milk samples collected from Ankara province were analyzed for the presence of
nitroimidazole residues by LC/MS/MS and it was determined that the samples did not
contain nitroimidazole residues as a result of the data obtained. As a result, it was
observed that the method used for the determination of nitroimidazoles gave sensitive and
accurate results, and that the raw milk offered for consumption did not pose a risk to

consumer health in terms of nitroimidazoles.

Keywords: Residue, LC/MS/MS, nitroimidazole, milk



ONSOZ

Tiim Diinya Ulkelerinde oldugu gibi Ulkemizde de hayvansal gidalarda bulunabilecek
veteriner ila¢ kalintilarinin tespiti halk sagligi acisindan 6nem arz etmektedir. Bu ilag
kalintilarindan bazilarinin ¢esitli birincil hayvansal {iriinlerde maksimum kalinti
limitlerinin (MRL) altinda olmasina miisaade edilirken nitroimidazol gibi yasakli
maddelerde MRL deger bulunmamaktadir. Fakat bu maddelerin yasa dis1 kullanilmasi,
yine bu maddelerin kazara ya da ¢evrede birikerek yem ve sular ile hayvanlara bulagma
durumlar1 s6z konusu olabilmektedir. Bu ¢alismada, nitroimidazol ve metabolitlerinin
stvi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) ile belirlenmesine yonelik
metot validasyonu ile birlikte Ankara ilinde tiikketime sunulan ¢ig inek siitii 6rneklerinde
nitroimidazol grubu ilaglarin kalint1 varliginin analiz edilmesi ve elde edilen bulgular ile
gerek hayvan sagligi ve gerekse tliketiciler i¢in olasi kalint1 risk durumunun belirlenmesi

amaclanmstir.
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1. GIRIS

Hayvan ve insan sagligi agisindan onemli bir yere sahip olan siitiin iiretimi yaninda
kalitesinin de iyi olmasi istenir. Siitiin kalitesini igerigindeki besinsel 6geler ile birlikte
yabanci maddelerden arindirilmis olmasi belirlemektedir. Siitiin organik ve/veya
inorganik maddelerle kontaminasyonu onun kalitesini bozdugu gibi tiiketiciler agisindan
da tehlike olusturabilir. Bu nedenle siit lireten hayvanlarin yetistiriciliginin iyi yapilmasi
ve hayvanlarin hastaliklardan uzak tutulmasi 6nem arz etmektedir. Bu amagla da bir¢ok
ilag ve benzeri madde kullanim1 s6z konusu olmakta ve bu maddeler tiiketici sagligi
acisindan hayvan yetistiriciliginde siitiin liretim siirecinde dnemli yer tutmaktadir. Bu
kapsamda yapilan bu tez calismasinda, nitroimidazol ve metabolitlerinin sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS/MS) ile belirlenmesine yonelik metot
validasyonu ile birlikte Ankara ilinde tliketime sunulan ¢ig inek siitli 6rneklerinde
nitroimidazol grubu ilaglarin kalint1 varliginin analiz edilmesi ve elde edilen bulgular ile
gerek hayvan sagligi ve gerekse tiiketiciler i¢in olasi kalint1 risk durumunun belirlenmesi

amagclanmistir.

1.1.  Siit

Siit memelilerin meme bezleri tarafindan iiretilen beyaz bir sividir (Bateman vd., 2006).
Siit, her yastan insanin tiim beslenme ihtiyaglarini karsilayan, oldukca besleyici bir
gidadir. Siitiin tek bagina siit veya siit iiriinleri olarak tiikketimi gelenege, bulunabilirlige,
fiyata ve diger nedenlere bagli olarak bolgeler arasinda Onemli oOl¢lide farklilik
gostermektedir. Bir¢ok lilkede diinya siit iretimi niifus artisi, kentlesme, kisi bagina diisen
gelirin artmasi ve gida tiiketim tercihlerinin degismesi nedeniyle artmaktadir (Pandya ve
Ghodke, 2007). Siit kalitesi hayvanin tiirli ve diyetin icerigi gibi bir¢ok faktore baglidir
ve kimyasal bilesiminin yani sira aromasi ve rengiyle de degerlendirilir. Siitiin besin

icerigi ne kadar yiiksek olursa siitiin kalitesi de o kadar iy1 olur (Chandan, 2008).

1.2. Siitiin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Siit beyaz veya sari-beyaz opak bir sividir. Siit, proteinlerin, karbonhidratlarin, yaglarin,
minerallerin, vitaminlerin ve diger bilesenlerin karmasik bir birlesimidir (Komorowski
ve Early, 1992). Bu durum siitii diinyanin ¢esitli yerlerinde tam bir gida takviyesi olarak

insan tiiketimi i¢in gerekli kilmaktadir. Siit keci, koyun, inek ve deve gibi farkli hayvan



tirlerinden elde edilebilir. Ancak inek siitii halen en ¢ok tercih edilen siit tiiriidiir
(Musallam vd., 2017). Genel olarak tiim siit tlirleri aym tiirden fakat farkli
konsantrasyonlarda bilesenlerden olusur. Siitte genellikle bulunan bazi element ve
minerallerin kimyasal durumu, bunlarin bagirsakta emilmesi ve biyolojik olarak
kullanilmast yani tasinmasi, hiicrelerde asimilasyonu ve biyolojik sistem formlarina
doniismesi nedeniyle ¢ok onemlidir. inek, ke¢i ve koyun siitiindeki bazi mineral
elementlerin ¢oziinebilir ve koloidal fazlar1 arasindaki tuzlarinin anlik dengesi, besin
degeri Ozelliklerinin tanimlanmasi agisindan 6nemlidir. Siitte bulunan tiim temel mineral
elementler, tanim1 geregi genglerin biiylimesi i¢in gerekli olan besin gereksinimlerini
icermektedir. Genellikle inek siitiinde toplam kalsiyum icerigi yagsiz boliimde kalsiyum
fosfat olarak bulunur. Inek siitinde magnezyumun biiyiik boliimii yagsiz siit
fraksiyonunda % 40’1 magnezyum sitrat, % 7’si magnezyum-fosfat ve % 16°s1 serbest
iyon olarak bulunur (Bates ve Prentic, 1996). Fosfor insan viicudunda bir¢ok 6nemli
biyolojik bilesime sahip dnemli bir elementtir. Cogu viicut dokusunda ve sivisinda
genellikle organik veya inorganik fosfat olarak bulunur ve lipitler, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik bilesigin ana
bilesenidir. Ke¢i ve koyun siitiindeki ana elementlerin genel konsantrasyonu inek siitiine
gore nispeten daha yiiksektir (sodyum hari¢) ve insan siitline gore birka¢ kat daha
yiiksektir. Ana elementlerin konsantrasyonu biiyiikk olasilikla tiire, hayvanin
bireyselligine, beslenme yontemine, laktasyon asamasina ve memelerin saglik durumuna
bagli olmaktadir (Park ve Chukwu, 1988; Cashman, 2006). Siitteki baz1 elementlerin
i¢cerigi kandakinden oldukca farklidir. Kanla karsilastirildiginda siit daha fazla potasyum,
kalsiyum ve fosfor, daha az sodyum ve kloriir i¢erir. Bununla birlikte, koyun, kec¢i ve inek
stitii gibi bireysel hayvanlar arasinda inek siitiindeki demir ve ¢inkonun biyoyararlilig
olduke¢a yiiksektir fakat insan siitinden 6nemli 6l¢iide daha diisiiktiir (Musallam vd.,
2017).

1.3.  Antibiyotikler

Antibiyotikler mikroorganizmalar1 6ldiiren veya biiylimesini durduran biyolojik veya
cogunlukla sentetik olarak elde edilen etkin biyoaktif maddelerdir. Antibiyotikler insan
ve hayvan saglhiginda hastaliklarin tedavisi amaciyla, bunun yani sira besinlerin

korunmasi1 amaciyla gida sektoriinde ve bilimsel arastirma faaliyetleri i¢in de



kullanilmaktadir. Bunlarin yanlis ve/veya asir1 kullanilmalar1 ve ayrica regetesiz olarak
temin edilmeleri birgok zararlar1 da beraberinde getirmektedir (Topal vd., 2015; Getahun
vd., 2023). Antibakteriyel ilaglarin yiiksek konsantrasyonda c¢evrede yer almasi
mikroorganizmalar iizerinde toksik etkiye neden olurken, diisiikk konsantrasyonlarda
mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 direng kazanmasina neden olmaktadir (Yalap

ve Balcioglu, 2008).

1.4.  Nitroimidazol grubu antibiyotikler

Nitroimidazoller, cogu Gram-negatif ve bir¢ok Gram-pozitif anaerobik bakteriye karsi
etkili antibakteriyel ve antiprotozoal ilag grubudur. Ancak aerobik bakterilere karst sinirli
aktiviteleri vardir. Bunlar, insan ve veteriner hekimliginde protozoonlarin (6rn. Giardia
lamblia, Entamoeba histolicia) ve bakteriyel enfeksiyonlarin (koksidiyoz, hemorajik
enterit) neden oldugu hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilir. Ayrica, biiylimenin
desteklenmesi ve yem verimliliginin arttirilmasi amaciyla da kullanimlar1 olmaktadir
(Lindsay ve Blagburn, 2001; Rabea vd., 2024). Nitroimidazoller beseri hekimlikte
anaerob bakteri infeksiyonlarinin tedavisi ve profilaksisi i¢in agizdan veya intravenoz
olarak kullanilirlar. MNZ erigkinlerde, agizdan genellikle giinde 1-2 g dozunda kullanilir;
bu doz 6 veya 12 saat ara ile 500 mg seklinde verilir (Kayaalp, 2012).

Nitroimidazoller yapilarinda bir nitrojen grubuna sahip imidazol heterosiklik
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin rnekleri arasinda, metronidazol (MNZ, 1-(2-hydroxyethyl)-
2- methyl-5-nitroimidazole), dimetridazol (DMZ, 1,2-dimethyl- 5-nitroimidazole),
ipronidazol (IPZ, 2-isopropyl-1-methyl-5- nitroimidazole), ronidazol (RNZ, 1-methyl-2-
(carbamoylmethyl)- 5-nitroimidazole), seknidazol (SNZ, 1-(hidroxypropyl)-2-methyl- 5-
nitroimidazole) ve tinidazol (TNZ, 1-(2-ethylsulfonylethyl)-2- methyl-5-nitroimidazole)
yer almaktadir. Halkasinda besinci pozisyonda NO2 grubu bulundurduklarindan 5-
nitroimidazoller olarak bilinirler. Nitroimidazoller hizla metabolize edilir. DMZ, IPZ ve
MNZ, sirasiyla HMMNI (2-hidroksimetil-1-metil-5-nitroimidazol) (HMMNI ayni
zamanda DMZOH olarak da amilir), IPZOH (1-metil-2-(2-hidroksiizopropil)-5-
nitroimidazol) ve MNZOH (1-(2-hidroksietil)-2-hidroksimetil-5-nitroimidazol) seklinde
metabolize edilir. RNZ farkli bir metabolik yola sahiptir ve DMZ metabolitinde bulunanla

ayni olan imidazol halkasini igeren yalnizca kiigiik bir metabolit gosterir (Mahugo-



Santana vd., 2010; Rabea vd., 2024). En sik ¢alisilan nitroimidazollerin ve bunlarin ortak

metabolitlerinin molekiiler yapilar1 ve bazi 6zellikleri Sekil 1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1: En yaygin nitroimidazol bilesiklerinin ve bunlarin metabolitlerinin kimyasal yapilari

ve ozellikleri (Mahugo-Santana vd., 2010).
1.5. Nitroimidazollerin etki mekanizmasi

MNZ ve diger nitroimidazoller ancak indirgendiklerinde toksiktir ve biyorediiksiyon
diisiik redoks potansiyelli elektron transfer sistemleri gerektirir. Genel olarak,
nitroimidazollerin tek elektronlu indirgenme potansiyeli memeli redoks sistemlerinin
normal araliginin disinda yer alir. Nitroimidazollerin tek elektronlu indirgenmesi, ya bir
nitrit anyonuna ve bir imidazol radikaline ayrisabilen ya da ikinci bir elektron kabul
ederek daha da indirgenebilen kararsiz bir nitro radikal anyonuna yol agar (Edwards,
1993). Nitroimidazoliin siirekli indirgenmesi uygun bir konsantrasyon gradyani yaratarak
ilacin hiicre membran1 boyunca siirekli akigina neden olur. Oksijen varliginda, nitro
radikal anyonundan elektron oksijen tarafindan soyutlanabilir, bdylece ana bilesik
yeniden {retilir ve nafile dongii olarak bilinen bir siirecle siiperoksit olusturulur.
Nitroimidazollerin iki elektronlu indirgenmesi biraz daha kararli nitrozo ara iiriinlerine
yol agar. Bu ara iiriinler nitroimidazollerin biyolojik olarak aktif formu olabilir. Ne yazik
ki, nitrozo bilesikleri ayn1 zamanda memeli hiicreleri i¢in 1000 kat daha toksiktir ve
bakteriyel sistemlerde ana nitro bilesiklerine gére 1000 kat daha fazla mutajeniktir; bu

durum, memeli hiicrelerinin oncelikle bu tiir molekiilleri azaltma yeteneginin olmamasi



nedeniyle nitroimidazollere duyarli olmadigi kavramini desteklemektedir (Ehlhardt vd.,
1988). Metronidazol ve diger 5-nitroimidazollerin trikomonisidal aktivitesinin
mekanizmasi, nitro gruplarmin ferredoksin aracili indirgenmesine bagli olarak olusan
reaktif bir metabolit veya metabolitlerin DNA ile etkilesime girmesi ve daha sonra
niikleik asit ve protein sentezinin inhibisyonuna yol ag¢masidir. Ote yandan,
nitroimidazollerin veya daha pozitif indirgeme potansiyeline sahip diger bilesiklerin
redoks dongiisii, toksikolojik dneme sahip olabilecek oksijen tlirevi metabolitlerin yiiksek
kararli durum konsantrasyonlarinin olusmasiyla sonuglanir. Nitroimidazollerin azaltilmis
metabolitlerinin doku makromolekiillerine kovalent baglanma ve/veya tiyollerin
tilkenmesi yoluyla hayvan dokulari tizerindeki toksik etkilerinde ve bunlarin mutajenik

ve karsinojenik etkilerinde de yer almasi muhtemel goriinmektedir (Mital, 2009).

1.6.  Nitroimidazollerin toksisitesi, kanserojenligi ve mutajenitesi

MNZ hayvanlarda ve insanlarda nispeten iyi tolere edilir; akut ¢alismalarda sicanlarda
LDso degeri 1-5 g/kg’dir ve siganlarda 80 haftaya kadar 150 mg/kg’a varan dozlarda
kronik toksisite sorunlarina iliskin herhangi bir belirti goriilmez. Maymunlar daha az
duyarli gériinmektedir ve 225 mg/kg’a kadar olan dozlarda bile hi¢gbir olumsuz durum

goriilmemistir (Roe, 1983).

Nitroimidazoller c¢esitli deneysel modellerde mutajenik ve kanserojen olma ozelligi
sergilemektedir (Voogd, 1981). Mutajenite acisindan MNZ, nitroimidazollerin en iyi
aragtirilan bilesiklerinden biridir. MNZ ve diger 5-nitroimidazollerin mutajenitesi,
fakiiltatif anaerobik bakterilerde, 6zellikle S. typhimurium ve E. coli’de incelenmistir.
MNZ, ozellikle baz ¢ifti test cihaz1 suslar1 kullaniliyorsa ve bakteriyel nitrorediiktazlar
mevcutsa bakteriler lizerinde mutajeniktir. Bunun alinmasindan sonra insandan elde
edilen serum seviyeleri bakterilerde mutasyona neden olacak diizeydedir. Ayrica DNA
ile etkilesim ve baglanma anaerobik kosullar altinda gergeklesmekte ve bazen DNA
kirllmalar1 gézlemlenmektedir. Ancak MNZ, memeli hiicrelerinde in vitro mutajenik
aktivite gostermez; mikroniikleus testi negatiftir ve kromozom kirilmalar1 yalnizca

anaerobik kosullar altinda olusur (Mital, 2009).

MNZ’nin kanseri tetikleme potansiyelini gdsteren bir calismada, Rustia ve Shubik (1979)

sicanlarda MNZ ile tiimoérlerin indiiklendigini, disilerde hepatom ve meme tiimdrleri



gelistigi ve erkeklerde hipofiz ve testis tiimdrlerinin sayisinin arttigini bildirmistir.
Cavaliere vd. (1983) BALB/c farelerini kullanarak erkeklerde akciger tiimorlerinin ve
disilerde lenfomalarin indiiklendigini rapor ederek MNZ’nin hayvanlarda kanserojen
oldugunu ifade etmistir. Benzer sekilde bir diger calismalarinda da MNZ ile Sprague-
Dawley siganlarda meme tiimdrlerinin indiiklendigini gézlemlemislerdir (Cavaliere vd.,

1984).

1.7. Siitlerde antibiyotik kalintis

Diinya capinda hayvancilikta her yil 63 bin tondan fazla antibiyotik kullanilmaktadir
(Van Boeckel vd., 2015). Hayvancilikta antibiyotikler hem tedavi edici hem de profilaktik
amaglarla kullanilmaktadir (Kiimmerer, 2001). Bazi olumlu etkilerden dolayi, son
zamanlarda ciftlik hayvanlarinin biiyiimesini ve tedavisini tesvik etmek i¢in diinya
capinda ¢ok sayida antibiyotik kullanilmaktadir (Arikan, 2008). Hayvanlarda
antimikrobiyallerin kiiresel kullanimi insanlara kiyasla iki kat daha fazladir ve bircok
calisma antibiyotiklerin 6nemli bdliimlerinin (%30-70) cevreye degismeden, yani
potansiyel antimikrobiyal aktiviteyle salindigini gostermistir (Sarmah vd., 2006;
Aarestrup, 2012). Siit, diinyada ¢ok tiiketilen ve insan saglig1 agisindan da degeri biiyiik
olan bir gida maddesidir (Ventola, 2015). Hayvanlarin bulasict hastaliklarinin tedavisinde
bilingsiz kullanimlar1 nedeniyle antibiyotik kalintilar1 ¢ogunlukla siitte bulunur (Zhang
vd., 2009). Ayrica bazi antibiyotikler ayrim gdzetmeksizin yem katki maddesi olarak
kullanilmakta; bu da siitteki antibiyotik kalintilarinin baska bir kaynagi olup sonugta

potansiyel halk sagligi oneminden sorumlu olmaktadir (Na lampang vd., 2007).

Kalint1 terimi veteriner tibbi iiriinlerin uygulandigi hayvanlardan elde edilen gida
maddelerinde kalan farmakolojik olarak aktif maddeler ve bunlarin metabolitleri olarak
tanimlanmaktadir. Tlaglarm ¢ogu hayvan viicuduna uygulandiktan sonra detoksifikasyon
ve atilim amaciyla metabolize edilir. Genel olarak ana iiriiniin ve metabolitlerinin ¢ogu
idrarla, daha az bir kism1 da diskiyla atilir. Ancak atilimdan sonra ilaglarin bir kisma siit,
yumurta ve ette belirli bir siire kalint1 olarak kalabilir (Sachi vd., 2019). Uygulanan
antibiyotikler veya bunlarin metabolitleri konsantrasyonun belirli bir siire boyunca izin
verilen seviyenin iizerinde oldugu hayvan dokularinda ve matrislerinde birikmektedir
(Nisha, 2008). Siitte antibiyotik kalintilarinin bulunmasinin hayati nedenleri arasinda

kuru donem inek tedavisi ve mastitis tedavisinde kullanimi biiylik 6nem tasimaktadir



(Rossi vd., 2018). Gelismekte olan iilkeler, siitteki kalintilar nedeniyle gelismis iilkelere
gore daha fazla risk altindadir. Maksimum kalint1 limitleri (MRL’ler) g6z Oniine
alindiginda, yetersiz tespit olanaklar1 ve gidalarda kalintilara iligkin uygun izleme
sisteminin bulunmamasi, siitten tiiretilmis antibiyotik kalintilar1 riskinin artmasinin hayati

nedenleri olarak gosterilebilir (Kebede vd., 2014).

Besinlerde bulunan antibiyotik kalintilarini kontrol altinda tutabilmek icin ulusal ve
uluslararast  kuruluglar tarafindan yasal diizenlemeler yapilmaktadir. Siitlerde
bulunabilecek farmakolojik aktif maddelerin siniflandirilmas: ve MRL’leri Tiirk Gida
Kodeksi yonetmeliginde belirlenmistir (RG, 2017). Bu yonetmelige gore, gida kodeksi
veteriner ilaglart MRL’leri mevzuatinda yer alan maddelerin herhangi biri agisindan,
mevzuatta verilen MRL’leri asan miktarda antibiyotik kalintisi igeriyorsa ¢ig siit piyasaya
sunulamaz. Ayrica, toplam antibiyotik kalintilarinin toplami1 herhangi izin verilen degeri
astyorsa ¢ig siit piyasaya sunulamaz. Bu yonetmelige gore de metronidazol ve diger

nitroimidazol grubu antibiyotiklerde MRL bulunmamaktadir (RG, 2017).

1.8. Calismanin 6nemi ve amaci

Besinlerde bulunabilecek antibiyotik kalintilarin mevzuat ile belirlenmesi halk sagliginin
korunmasia 6nemli Olclide katki sunabilecek uygulamalardan birisidir. Ancak son
tiiketime sunulan besinlerde MRL’lere yiizde yiiz uyuldugunun garantisi maalesef yoktur.
Nitroimidazollerin genotoksik, kanserojen ve mutajenik 06zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir (Mital, 2009). Orijinal nitroimidazol halkas1 korundugu i¢in metabolitleri
bazi hayvan tiirlerinde de kanserojen ve mutajenik etkilidir (Voogd, 1981). Bu durum,
kalint1 kontrolleri sirasinda sadece ana ilaglarin degil metabolitlerinin de dikkate alinmasi
gerektigini gostermektedir. Yontemin duyarliligima baglh olarak, ana ilacin veya onun
metabolitinin orneklerde es zamanli tespiti pozitif numuneler goriildiigiinde saglik
tizerindeki etkilerini ve risk durumunun degerlendirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarir. Bu
nedenle yapilan bu tez ¢alismasinda, siit 6rneklerinde nitroimidazol ve metabolitlerinin
LC/MS/MS ile belirlenmesine yonelik metot validasyonu ile birlikte Ankara ilinde
tiketime sunulan ¢ig siit orneklerinde nitroimidazol grubu ilaglarin kalint1 varliginin
LC/MS/MS ile analiz edilmesi ve elde edilen bulgular ile gerek hayvan saglig1 ve gerekse

tilkketiciler i¢in olas1 kalint1 risk durumunun belirlenmesi sagland.



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Arag ve Gerecler

Santrifiij tiipii 50 mI’lik,

Cam tiip 15 mI’lik,

Enjektor 2 mI’lik,

0.2 mikron RC filtre (Filtre ¢ap1 en fazla 15 mm olmalidir)
Pipet ucu (200-1000-5000 pl’lik),

Ayarlanabilir pipet 20-200 pl

Avyarlanabilir pipet 100-1000 pl

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pl

Hassas terazi (GB 10288),

Multireaks vorteks (253030604010507000009),

Sogutmali santrifiij (GB 10159 ve 253030603190212000002 )
Numune yogunlastirici (GB 10323 ve 2530306070812000001)
Agilent 6460 Triple Quadrapole LC/MS/MS

2.1.2. Kimyasallar ve standartlar

Metronidazol (MNZ, 1-(2-hydroxyethyl)-2- methyl-5-nitroimidazole), dimetridazol
(DMZ, 1,2-dimethyl- 5-nitroimidazole), ipronidazol (IPZ, 2-isopropyl-1-methyl-5-
nitroimidazole), ronidazol (RNZ, 1-methyl-2-(carbamoylmethyl)- 5-nitroimidazole),
HMMNI (2-hidroksimetil-1-metil-5-nitroimidazol), IPZOH (1-metil-2-(2_-
hidroksiizopropil)-5-nitroimidazol), MNZOH (1-(2-hidroksietil)-2-hidroksimetil-5-
nitroimidazol), dimetridazol-d3 (DMZ-d3), dimetridazol-2-hidroksi-d3 (HMMNI-d3),
ipronidazol-d3 (IPZ-d3), Metronidazole-13C,,*N2 (MNZ-13C,°Ny), hidroksi ipronidazol



(IPZ-OH-d3), hidroksi metronidazol (MNZ-OH-d2), ronidazol d3 (RNZ-d3), asetonitril,
etilasetat, formik asit ve n-hekzan yiiksek saflikta olacak sekilde Merck’den (Istanbul,
Turkey) temin edildi. Her bir bilesik asetonitrilde ¢ozdiiriildii ve 200 pg/l igeren miks

soliisyon hazirlandi.
2.2. Metot
2.2.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

Validasyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in kalint1 igermeyen siit 6rnekleri 3500 g,
+4°C’de 15 dk siireyle santrifiij edildi ve istteki yag tabakasi ¢ikarildi. 50 ml’lik
polipropilen santrifiij tiiplerine 4 ml siit drnegi alind1. Uzerine standart ¢dzelti karisimi
(40, 80 ve 200 pl), internal standart ¢ozelti karigimi (100 ul) 1 dk boyunca 2000 rpm’de
vorteks ile ¢alkaland1. Uzerine etilasetat (100 ml) ilave edildi ve karisim vorteksle 5 dk
boyunca ¢alkalandi. Sonrasinda 4000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Tiipiin iist kisminda
olusan organik faz (7 ml miktarinda) 15 ml’lik cam tiipe alind1 ve 40 °C sicaklikta ve 5.0
psi azot akimi altinda ugurma islemi gergeklestirildi. Kuru kalint1 1,5 ml n-hekzan ile
sulandirildi ve 5 dkK siireyle vorteksle karistirildi. Uzerine 1 ml asetonitril (20) / su (80)
ilave edildi ve 5 dk siireyle vorteksle karistirildi. Siringa ile alt fazdan 0,5 ml numuneler
alindi ve 0,2 um siringa filtresi kullanilarak vial igerisine siiziildii. LC-MS/MS sistemine

10 pl enjeksiyon yapildi.

Agustos ve Ekim 2023 tarihleri arasinda Ankara ilinin 5 farkl ilgesinden (Haymana,
Ayas, Akyurt, Bala ve Golbasi) toplamda 60 adet ¢ig inek siit 6rnegi rastgele toplandi
(Sekil 2.1). Siit numuneleri ineklerin memelerinden steril siseye en az 15 ml alindi.
Numuneler buz paketleri igerisinde buz kutusunda laboratuvara nakledildi ve analizlere
kadar -20 °C’de saklandi. Siit numunesi ekstraksiyonlari (standart ekleme haric)

standartlar i¢in belirlenen islemlere gore gerceklestirildi.



A: Haymana
B: Ayas
C: Akyurt
/ D:Bala
C E: Golbast

Sekil 2.1: Calisma alaninda toplanan ¢ig siit 6rneklerinin konum haritasi.
2.2.2. Cihaz kosullari

Kromatografik analizler, LC/MS/MS ekipmani ve MassHunter yazilim1 (B.07.00) ile
gerceklestirildi. Kromatografik ayirmalar, bir C18 kolonu (Agilent Proshell 120 SB:C18
2,7um 100x3,0 mm / PN= 685975-302) iizerinde gergeklestirildi. Mobil faz olarak

sirastyla su/asetonitril (95/5) ve suda % 0,1 formik asit kullanildx.

Gradiant kosullart; 0-5 dk %100, 5-6 dk %10 ve 6-15 dk %100 ve akis hiz1 0,20 ml/dk ve
enjeksiyon hacmi 10 pl olarak belirlendi. Numunelerin analizi pozitif ESI-MS-MS iyon
modunda gerceklestirildi. Her bilesigin MS/MS parametreleri ve oncii iirlin iyonlari,
SRM modunda dogrudan infiizyon seklinde gerceklesti. Cihazin MS/MS parametreleri
Cizelge 2.1°de belirtilen sekilde ayarlandi. Kantitatif analiz, iyonizasyon (ESI) modu
kullanilarak Cizelge 2.2’de belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Ayrica goreceli iyon

yogunluklari i¢in izin verilen maksimum toleranslar Cizelge 2.3 de ifade edildi.
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Cizelge 2.1: LC/MS/MS ile yapilan kantitatif analizler i¢in belirlenen MS/MS parametreleri

Iyonizasyon Modu ESI +

API Nebiilizator gaz basinct 45 psi
Kurutma gazi sicakligi 325°C
Kurutma gazi basinci 10 psi
Tarama Stiresi 0.700 sec
SIM Genisligi 0.7 amu
Igne + 35V
Kalkan + 500V
Kilcal + 3500V
Detektor + 1750 V
CID Gaz Basinct 2.00 mTorr
Amu cinsinden kiitle pik genisligi Q1=1.0 Q3=1.0
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Cizelge 2.2: LC/MS/MS ile yapilan kantitatif analizler i¢in belirlenen ¢aligma kosullart

Analit MS MH+ MS-MS  Fregmento Collision Bekleme
(m/z) (m/z) Enerjisi Siiresi
(dk)
DMz 142 96,1 o0V 12 30
DMZ 142 95 Qv 22 30
DMZ-d3 1451 99 o0V 14 30
HMMNI 158,1 140 o0V 6 30
HMMNI 158,1 55,1 Vv 16 30
HMMNI-d3 161,1 143,1 Vv 8 30
IPZ 170,1 124,2 100V 14 30
IPZ 170,1 109,2 100V 24 30
IPZ-d3 173,1 127,2 110V 16 30
MNZ 172,1 128,1 o0V 10 30
MNZ 172,1 82,1 v 24 30
MNZ-3C2°N; 176,1 132,1 90V 10 30
IPZ-OH 186,1 168,1 o0V 8 30
IPZ-OH 186,1 122,1 o0V 18 30
IPZ-OH-d3 189,1 126,1 [0)V) 18 30
MNZ-OH 188,1 123,1 o0V 8 30
MNZ-OH 188,1 126,1 o0V 12 30
MNZ-OH-d2 190,1 125,1 v 8 30
RNZ 201,1 140,1 70V 4 30
RNZ 201,1 55,2 70V 18 30
RNZz-d3 204,1 143,1 70V 4 30
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Cizelge 2.3: Kiitle spektrometrik tekniklerde goreceli iyon yogunluklari icin izin verilen

maksimum toleranslar

Goreceli yogunluk (baz EL-GC-MS CI-GC-MS, GC-MS", LC-
pik %0°si) (goreceli) MS, LC-MS" (goreceli)

> %50 + % 10 + %20

> %20 - %50 + %15 + %25

> %10 - %20 + % 20 + % 30

< %10 + % 50 + % 50

2.2.3. Validasyon metotlar: ve metot performans Kriterleri

Validasyon metodu, proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve uzaklastirilmasi, sivi-sivi ekstraksiyonu
ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmasi ve LC/MS/MS ile analizin yapilmasi seklinde

gerceklestirildi.

Bu metodun validasyon ¢alismasi, 2002/657/EC Avrupa Komisyonu Topluluklarinin

kararina gore, agagidaki parametreler gdz oniine alinarak yapildi;
|. Lineer Olgiim Araligi (Matrix matched linearity and range)

Lineer Ol¢clim araligim1 belirlemek i¢in 4 farkli konsantrasyonda 1 tekrarh

zenginlestirilmis 6rnek hazirlandi ve 3’er enjeksiyon yapildi.
I1. Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti (limit of detection and limit of quantitation)

Lineer 6l¢tim araliginda olusturulan kalibrasyon grafiginden yararlanilarak tespit ve

Olctim limitleri asagidaki formiile gére hesaplandi.

Tespit Limiti (LOD) = 3*SD + Cor

Olgiim Limiti (LOQ) = 10*SD + Cor

SD: 1. zenginlestirme seviyesindeki standart sapma

Cort:1. zenginlestirme seviyesindeki 6l¢iim sonuglarinin ortalamasi

I11.  Kesinlik (precision)
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-Tekrarlanabilirlik (repeatability);
I. Ornek numuneye zenginlestirme ekstraksiyona baglamadan yapild,

Il. Yasakli maddeler i¢in saptanabilen en alt limitte ve bu limitin 2 kat1 konsantrasyonda,
MRL’si olan maddelerde 0,5 MRL ve MRL seviyesinde 5’er zenginlestirilmis 6rnek ii¢

farkli giinde hazirland1 ve bunlarin birer enjeksiyonu yapildi,

I1l. Her iki analizci i¢in ortalama 6l¢iim sonuglari, standart sapmalari ve CV degerleri

ayr1 ayr1 hesaplandi.

CV = (SD/Cor) x 100

SD: Ol¢iim sonuglarinin standart sapmasi
Cort: Olciim sonuglarinin ortalamasi

CV degerinin uygunlugu 2002/657/EC Avrupa Komisyonu Topluluklarinin kararinda yer
alan Cizelge 2.4’e gore degerlendirildi (*100 pg/lI’den disiik kitle boliimleri igin Hortwitz
Denklemi, kabul edilemeyecek yiiksek degerler verir. Bu nedenle, 100 ug/lI’den daha

diisiik konsantrasyonlar i¢in CV’ler miimkiin oldugu kadar diisiik olmalidir)

Hortwitz Denklemi; CV = 2(1-051og C)

Cizelge 2.4: CV degeri igin kiitle boliimii ve iiretkenlik CV’si

Kiitle béliimii Uretkenlik CV’si (%)
1 pg/l *)
10 g/l *)
100 pg/I 23
1000 pg/l 16

-Tekrar iiretilebilirlik (reproducibility)

Tekrar iiretilebilirlik ¢caligsmast asagidaki sekilde yapild,
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I. Ornek numuneye zenginlestirme ekstraksiyona baslamadan yapild,

Il. Yasakli maddeler i¢in saptanabilen en alt limitte ve bu limitin 2 kat1 konsantrasyonda,
MRL’si olan maddelerde 0,5 MRL ve MRL seviyesinde 5’er zenginlestirilmis ornek ti¢
farkli glinde ve iki farkli analizci tarafindan hazirlandi ve bunlarin birer enjeksiyonu
yapildi,

I1. Her iki analizci i¢in 6l¢iim sonuglarinin genel ortalamasi, genel standart sapmalart
ve genel CV degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi.

IV.  Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi (SDwir) asagidaki formiile gore hesaplandi.
SDwir = (SDw? + SDg?)*?

SDw: 1. Analizci 6l¢lim sonuglarinin standart sapmast

SDg: 1. ve 2. Analizci 6l¢iim sonuglarinin genel standart sapmast

V. Geri kazanmim (recovery)

Geri kazanim caligmas1 2 farkli seviyede zenginlestirilmis Ornekle 5 paralel olacak
sekilde, 2 ayr1 kisi tarafindan 3 farkl glinde gerceklestirildi. Geri kazanim zenginlestirme

seviyesi ve Ol¢lim sonuglarina gore asagidaki formiille hesaplandi.
Geri kazanim (%) = (Ol¢iim sonucu/ zenginlestirme seviyesi) x 100

Geri kazanim degerinin uygunlugu 2002/657/EC Avrupa Komisyonu Topluluklarinin

kararinda yer alan Cizelge 2.5’e gore degerlendirildi.

Cizelge 2.5: Geri kazanim degerinin belirlenme parametreleri

Kiitle parcasi Aralik

<1 g/l - %50 ile + %20
> 1 pg/kg ile 10 pg/l - %30 ile + %10
> 10 pg/l - %20 ile + %10

V. Karar sumirlart (CCa) ve Tespit yetenekleri (CC[)
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1. ve 2. analizci tarafindan hazirlanan zenginlestirilmis toplam 30 ornegin analiz
sonuglarindan (MRL’si olan maddeler i¢in MRL diizeyinde, yasakli maddeler igin 1.

zenginlestirme seviyesinden) asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
Yasakli maddeler i¢in;

CCa=C1+ 2,33 X SDwr

CCB =CCa + 1,64 x SDwir,cCq

Ci : 1. zenginlestirme seviyesi

SDwir : Tekrartiretilebilirlik standart sapmasi (1. zenginlestirme seviyesi)
MRL’si olan maddeler i¢in;

CCa =C2 + 1,64 X SDwir,MKkL

CCB = MKL + 3,28X SDwir,MKL

Cz : 2. zenginlestirme seviyesi (MRL)

SDwir,mkL : Tekrartiretilebilirlik standart sapmasi1 (MRL seviyesi)
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3. BULGULAR
3.1.  Validasyon analiz bulgulari

3.1.1. Lineer 6l¢iim arahg:

DMZ (Sekil 3.1), HMMNI (Sekil 3.2), IPZ (Sekil 3.3), IPZ-OH (Sekil 3.4), MNZ (Sekil
3.5), MNZ-OH (Sekil 3.6) ve RNZ (Sekil 3.7) standartlarinin miktarinin belirlenmesine
yonelik kalibrasyon egrileri ESI modu tarafindan incelenen aralik iizerinde korelasyon

katsayilar1 (R? > 0.99) ile iyi bir dogrusallik gosterdi.

Sekil 3.1: DMZ standartinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.2: HMMNI standartinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.3: IPZ standartinin kalibrasyon egrisi



16,000
14,000
12,000
10,000
&,000
&,000
4,000
2,000

0,000

-2,000

Sekil 3.4: IPZ-OH standartinin kalibrasyon egrisi

Sekil 3.5: MNZ standartinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.6: MNZ-OH standartinin kalibrasyon egrisi

Sekil 3.7: RNZ standartinin kalibrasyon egrisi



3.1.2. Tespit limiti ve 6l¢iim limiti

Her bir standarta ait LOD ve LOQ limitleri Cizelge 3.1’da verildi. Analitlerin LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 2,23-2,37 pg/l ve 2,66-3,12 pg/l arasinda belirlendi.

Cizelge 3.1: DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait tespit (LOD) ve
6l¢tim (LOQ) limitleri.

Analit LOD (ng/l) LOQ (ung/l)
DMZ 2,23 2,67
HMMNI 2,30 2,97
IPZ 2,37 3,12
IPZ-OH 2,22 2,66
MNZ 2,31 2,96
MNZ-OH 2,30 3,02
RNZ 2,23 2,75
3.1.3. Kesinlik

DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait tekrarlanabilirlik Cizelge
3.2’de ve tekrar dretilebilirlik parametreleri Cizelge 3.3’de verildi. Analitlerin
tekrarlanabilirlik degerleri 2 pg/l konsantrasyonda 1,994-2,064 ve 4 png/l
konsantrasyonda 3,991-4,053 arasinda tespit edildi. Tekrar iiretilebilirlik degerlerinin ise 2
ug/l konsantrasyonda 2,005-2,049 ve 4 pg/l konsantrasyonda 3,989-4,038 arasinda
oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.2: DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait tekrarlanabilirlik

parametreleri.

Analit Zenginlestirme Ortalama SD CVv
seviyesi (ug/l)
1 2 1 2 1 2

DMZ 2 2,044 2,054 0,063 0,072 31 35
DMZ 4 4,053 4,022 0,081 0,099 20 25
HMMNI 2 2,015 1,994 0,095 0,126 4,7 63
HMMNI 4 4,043 4,009 0,119 0,121 29 30
IPZ 2 2,054 2,036 0,107 0,074 52 3,6
IPZ 4 4,004 3,973 0,102 008 26 21
IPZ-OH 2 2,032 2,019 0,062 0,066 31 33
IPZ-OH 4 3,991 3,987 0,085 0,064 21 1,6
MNZ 2 2,025 2,064 0,093 0,069 46 34
MNZ 4 4,003 4,009 0,109 0,080 2,7 20
MNZ-OH 2 1,997 2,021 0,102 0,078 51 38
MNZ-OH 4 4,021 4,051 0,216 0,123 54 30
RNZ 2 2,005 2,039 0,075 0,092 37 45
RNZ 4 4,019 3,959 0,108 0,081 2,7 21
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Cizelge 3.3: DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait tekrar iiretilebilirlik

parametreleri.

Analit Zenginlestirme  Ortalama SD Ccv SDwIR
seviyesi (ug/l)
DMZ 2 2,049 0,067 3,249 0,092
DMZ 4 4,038 0,090 2,232 0,121
HMMNI 2 2,005 0,110 5,487 0,145
HMMNI 4 4,026 0,119 2,955 0,168
IPZ 2 2,045 0,091 4,437 0,140
IPZ 4 3,989 0,093 2,342 0,138
IPZ-OH 2 2,025 0,064 3,141 0,089
IPZ-OH 4 3,989 0,074 1,853 0,112
MNZ 2 2,045 0,083 4,072 0,125
MNZ 4 4,006 0,094 2,344 0,144
MNZ-OH 2 2,009 0,090 4,481 0,136
MNZ-OH 4 4,036 0,174 4,300 0,277
RNZ 2 2,022 0,084 4,153 0,112
RNZ 4 3,989 0,099 2,477 0,146

3.1.4. Geri kazanim, CCa ve CCf

DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait geri kazanim, CCa ve
CCp parametreleri Cizelge 3.4’da verildi. Analitlerin geri kazanim degerlerinin 100,5-
101,7, CCa ve CCP degerlerinin ise 2,21-2,34 ve 2,35-2,58 pg/l araliklarinda oldugu
tespit edildi.
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Cizelge 3.4: DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait geri kazanim, CCa

ve CCP parametreleri

Analit Geri kazamim CCa CCp

(%) (ng/l (ng/l
DMZ 101,7 2,21 2,36
HMMNI 100,5 2,34 2,58
IPZ 101,0 2,33 2,56
IPZ-OH 100,5 2,21 2,35
MNZ 101,2 2,29 2,50
MNZ-OH 100,7 2,32 2,54
RNZ 100,5 2,26 2,45

3.2.  Numunelerdeki analiz bulgulari

Valide edilmis metod ile calismada kullanilan standartlar olan DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-
OH, MNZ, MNZ-OH ve RNZ’ye ait kalibrasyon egrilerinin dogrusalligi > 0,99 olarak
belirlendi (Cizelge 3.5). Ayrica analizi yapilan tiim siit 6rneklerinde bu maddelerin
miktarlariin tespit limitlerinin altinda kaldig1 ve dolayisiyla 6rneklerin nitroimidazol ilag

kalintis1 ihtiva etmedigi belirlendi.
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Cizelge 3.5: DMZ, HMMNI, IPZ, IPZ-OH, MNZ,

MNZ-OH ve RNZ’ye ait kalibrasyon egrileri, standart ve numune kromotogram analiz grafikleri.
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MNZ-OH - 3 Levels, 3 Levels Used, 3 Points, 3 Points Used, 0 QCs
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4. TARTISMA

Avrupa Birligi, Amerika Birlesik Devleti ve Cin dahil diger iilkelerde nitroimidazollerin
olumsuz saglik etkilerine iliskin raporlara istinaden gida iireten hayvanlar i¢in kullanimi
yasaklanmistir (Mahugo-Santana vd., 2010). Buna karsin ihracat yapan bir¢ok iilkede bu
ilaclarin yasa dist kullanimina dair kanitlar da tespit edilmistir (FDA, 1994). Bu nedenle,
iilkelere yasadisi kullanimi izlemek i¢in nitroimidazol kalintilarmin diisiik diizeyde
tespitini yapabilen saglam ve giivenilir tarama ve dogrulama testlerine sahip olma
gerekliligi getirilmistir. Nitroimidazoller igin belirlenmis bir minimum gerekli
performans limiti (MRPL) veya eylem i¢in referans noktasinin bulunmamasi durumunda,
AB’nin  Topluluk Referans Laboratuvarlari, tim topluluk laboratuvarlarinin
nitroimidazolleri tespit edebilmesi ve dogrulayabilmesi i¢in O6nerilen konsantrasyonlara
iligkin kilavuzlar yayinlamistir. Bu onerilen konsantrasyonlar yasal olarak zorunlu
degildir, ancak bir analitik yontemden beklenen minimum standardi tanimlamaya yarar.
Nitroimidazoller icin Onerilen konsantrasyon, heniiz Onerilen konsantrasyonun
tanimlanmadig1 IPZ ve IPZ-OH disindaki tiim matrislerde 3 pg/kg (veya pg/l) olarak
belirlenmistir (CRL, 2007).

Nitroimidazolleri analitik olarak belirlemeden once Ornekler i¢in organik bir ¢dziicii
(Fraselle vd., 2007) ve ardindan kat1 faz ekstraksiyonu igeren ekstraksiyon protokolleri
kullanilir (Mohamed vd., 2008; Tripathi vd., 2023). Biyolojik ve gida numunelerinde
nitroimidazollerin tespiti i¢in gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC/MS) (Wang,
2001), ultraviyole tespitli sivi kromatografisi (HPLC/UV) (Zhou vd., 2007), likit
kromotografisi tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS) (Mahugo-Santana vd., 2010;
Melekhin vd., 2024) ve ultrayiiksek performans likit kromotografisi tandem kiitle
spektrometrisi  (UHPLC-MS/MS) (Yu vd., 2023) gibi kromotografik cihazlar
kullanilmaktadir. Son yapilan arastirmalarda, nitroimidazol analizi i¢in bir tiirevlendirme
adiminin gerekli oldugu GC/MS cihazina gore daha avantajli olan LC/MS yontemlerine

yonelik bir egilimin olustugu gézlemlenmistir (Polzer ve Gowik, 2001).

Yapilan ¢alismada, nitroimidazol ve metabolitlerinin siit Orneklerinde tespiti igin

LC/MS/MS cihazi kullanildi. Oncelikle siit drneklerinden bilesiklerin eldesi iin etilasetat
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ve n-hekzan ile On islemler gergeklestirildi ve son kisimda oOrneklerin asetonitril-su
karisimi ile muamale edilmesi ile cihaza enjeksiyon islemi yapildi. Analitlerin
ayrilmasinda C18 kolon ve asetonitril ve suda formik asitli mobil faz islemi yapildi.
Calismada, nitroimizaol bilesiklerinin geri kazanimlarmin % 100,5 ile % 101,7 arasinda
oldugu, LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 2,22-2,37 ug/l ve 2,66-3,12 pg/l, CCa ve
CCB degerlerinin de sirastyla 2,21-2,34 ng/l ve 2,35-2,58 g/l arasinda oldugu tespit
edildi. Calismada kullanilan yontemin, tekrarlanabilirligi ve tekrar tiretilebilirligi ile geri
kazanimi, CCa ve CCP degerleri agisindan iyi bir performans gosterdigi ve tiim degerlerin
2002/675/EC sayili Komisyon Kararinda tanimlanan kabul edilebilir araliklar igerisinde
oldugu, ayrica yontemin AB tarafindan belirlenen 3 pg/kg'lik gerekli performansi
karsiladig1 belirlendi. Bununla birlikte, ¢alisma kapsaminda Ankara ilinden toplanan 60
adet ¢ig inek siit 6rnegi LC/MS/MS cihazi ile nitroimidazol kalint1 varligi yoniinden
analiz edildi ve elde edilen veriler neticesinde Orneklerin nitroimidazol kalintisi

icermedigi belirlendi.

Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada; nitroimidazol ve bunlarin hidroksi metabolitlerinin
belirlenmesi i¢in gelistirilen bir yontemde, siit numuneleri asetonitril ile ekstrakte edilmis
ve gliclii katyon degisimli kat1 faz ekstraksiyon kartuslarinda temizlenmistir. Elde edilen
ekstraktlar daha sonra % 0,1 formik asit igerisinde yeniden olusturulmus ve
LC/MS/MS’ye enjekte edilmistir. Analitlerin ayrilmast iglemi bir C18 kolonu ve
asetonitril i¢inde % 0,1 formik asit ve su i¢inde %0,1 formik asitten olusan bir mobil faz
kullanilarak gradyan modunda gerceklestirilmistir. Gelistirilen yontem AB Komisyonu
Karar1 2002/657/EC’ye uygun olarak degerlendirilmis ve tiim dogrulama kriterleri
gerekli araliklarda belirlenmis olup Onerilen konsantrasyon seviyesi olan 3 pg/kg’in
altindaki MNZ, DMZ, RNZ, IPZ ve bunlarin hidroksi metabolitlerini kolayca tespit
edebilir ve dogrulayabilir nitelikte bulunmustur. LOD ve LOQ limitleri sirasiyla 0,11
ng/kg ile 0,22 pg/kg ve 0,19 pg/kg ile 0,37 pg/kg arasinda belirlenmistir. Genel geri
kazanimlar % 96,6 ile % 105,2 arasinda ve laboratuvar igi tekrar tiretilebilirlik kosullari

% 8,7°den az olarak tespit edilmistir (Mitrowska vd., 2014).

Bir diger calismada, biiyiikbas hayvan siitlindeki 23 veteriner ilacin1 ve metabolitini

(nitroimidazoller, benzimidazoller ve kloramfenikol bilesenleri) tespit etmek i¢in bir
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UHPLC/MS/MS yéntemi gelistirilmistir. Ilgili bilesikler, sodyum kloriir kullanilarak
asetonitril ve bazlastirilmis asetonitril ile siitten sirayla ekstrakte edilerek, karisik modlu
bir kat1 faz ekstraksiyon kartusunda saflagtirilmistir. Elektrosprey iyonizasyonunda hizl
polarite degisimi kullanilmis, tek bir enjeksiyon ve 9 dk’lik bir kromatografi ¢alisma
stiresinde hem pozitif hem de negatif yiiklii analitleri tespit edebilmislerdir. Siit i¢in
matris uyumlu kalibrasyonlara ve izotop etiketli dahili standartlara dayali geri
kazanimlar1 % 51,7 ile % 101,8 arasinda belirlemislerdir. Analitik yontemin LOD ve
LOQ limitlerini sirasiyla 2-20 ng/kg ve 5-50 ng/kg araliginda bulmuslardir. Arastiricilar
bu yontemi sigir siitii 6rneklerinde nitroimidazoller, benzimidazoller ve kloramfenikol
bilesenlerinin rutin olarak izlenmesi i¢in basit, spesifik ve gilivenilir bir yontem olarak

onermislerdir (Wang vd., 2016).

Siit ve bal orneklerinde yapilan bir calismada ise on bir nitroimidazoliin ve ayrica
kloramfenikoliin analizine izin veren dogrulayici bir yontem gelistirilmistir. Siit
numuneleri, NaCl ilavesiyle asetonitril ile ekstrakte edilmis, bal numuneleri
ekstraksiyondan once ilk olarak suda ¢ozdiiriilmiistiir. Ayrica, bal ekstraktlarindan
yabanci maddeleri uzaklastirmak i¢in hekzanla yikama islemi uygulanmigtir. Bunlar daha
sonra LC/MS/MS sistemine enjekte edilmis ve 9 dk’dan kisa bir siirede analiz islemi
uygulanmistir. MS/MS, pozitif ve negatif elektrosprey iyonizasyonuyla ¢oklu reaksiyon
izleme modunda c¢alistirilmistir. Nitroimidazoller i¢in CCa ve CCB’nin siitte sirasiyla
0,41 ile 1,55 pg/l ve 0,70 ile 2,64 pg/l arasinda degistigi, balda ise sirasiyla 0,38 ile 1,16
ng/kg ve 0,66 ile 1,98 ng/kg arasinda oldugu belirtilmistir. Kloramfenikol i¢in degerlerin
siitte 0,07 ve 0,11 pg/l, balda ise 0,08 ve 0,13 ug/kg oldugu tespit edilmistir. Dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik dogrulama kriterlerinin yani sira 6l¢gim
belirsizligi de her iki matristeki tiim analitler i¢in hesaplanmistir. Sonucta kullanilan
yontemin hem bal i¢in hem de siitlerde bu bilesiklerin tespitinin belirlenmesinde
kullanilabilecegi vurgulanmistir (Cronly vd., 2010).

Avermektinlerin, benzimidazollerin ve nitroimidazollerin varligin1t UHPLC/MS/MS ile
belirlemek icin niceliksel ve dogrulayict bir kalint1 yontemi siir kas dokusunda bir
QuEChERS ekstraksiyonu kullanilarak gelistirilmistir. Calismada yontemin dogrusal

calisma aralig1 50 ile 200 pg/kg olarak tanimlanan klosantel harig, ¢alisilan analitler igin
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MRL veya MRPL 0,5 ile 2,0 kati ¢calisma araliginda 0,90’dan yiiksek belirleme katsayisi
(R?) ile dogrusallik sergiledigi belirlenmistir. Yontem, ¢alisilan tiim analitler icin
makrolidler ve linkozamidlerin varliginda segici olmustur. LOD degerleri 0,007 ile
66,715 ng/kg arasinda degisirken, LOQ degerleri 0,011 ile 113,674 ug/kg arasinda
bulunmustur. Calismada elde edilen performans parametrelerinin sigir kas dokularinda
avermektinler, benzimidazoller ve nitroimidazol kalintilarinin tespiti ve miktar tayini i¢in

toplam yontem yeterliligini gosterdigi belirtilmistir (da Silva vd., 2017).

Nitroimidazollerin domuz eti kas dokusu orneklerinde belirlenmesi i¢in yapilan bir
calismada, HPLC-MS/MS cihazi ile DMZ, RNZ, IPZ, IPZOH, MNZ ve HMMNI kalint1
miktarlar1 arastirilmistir. Calismada suda formik asit ve metanolden olusan mobil faz
kullanilmis olup, analiz sonucunda nitroimidazoller i¢in dogrusalligin >0,999 oldugu
belirtilmistir. Yontemde geri kazanimlarin % 63-101,7 arasinda oldugu, tim
zenginlestirme seviyelerinde nitroimidazol ekstraksiyonunun % 15’in altinda dogruluk
kosullarinda olustugu ve sonugta dogru ve hassas bu yontemin nitroimidazol bilesiklerin

belirlenmesi igin kullanilabilecegi vurgulanmistir (Prosekov vd., 2020).
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5. SONUC ve ONERILER

Nitroimidazoller memeliler i¢in kanserojenik ve teratojenik oldugundan A6 (yasakli)
maddeler grubuna dahil edilmektedir ve bunlarin AB’de gida iireten hayvanlarda
kullanimina 2377/90 sayil1 Y dnetmelik uyarinca izin verilmemektedir. Ulkemizde ise bu
maddelerin kalintisinin gida degeri tasiyan hayvanlardan elde edilen iiriinlerinde
bulunmasina izin verilmemektedir. Bu bilesiklerin analizi AB direktiflerine bagli olarak
96/23/EC sayili karar uyarinca gereklidir. Nitroimidazollerin kullanimina iliskin
denetimler siirekli olarak gii¢lendirilse de nitroimidazollerin yasa dist kullanimi
yasanabilir ve saglik agisindan ciddi tehlike yaratabilir. Bu nedenle, nitroimidazollerin
yasadist kullanimini engellemek amaciyla eser kalintilarinin belirlenmesine yonelik

dogru ve hassas analizlerin diizenli olarak yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Yapilan incelemeler neticesinde, siitlerde nitroimidazollerin kromotografik cihazlarla
belirlenmesine yonelik temel arastirmalarin oldugu goriilmektedir. Ayrica, ulusal kalinti
izleme programinda bulunan bu maddelerin sahadaki durumunu goésteren makale ya da
aragtirmalara da rastlanilmamistir. Yapilan bu c¢alismada siitlerde nitroimidazol
kalintisinin belirlenmesine yonelik LC/MS/MS cihazi ile iliskilendirilen valide bir metot
ile Ankara ilinde tiiketime sunulan 60 adet siit numunesinde nitroimidazol bilesiklerinin
varligina iligkin analizler gergeklestirildi ve hi¢bir 6rnekte nitroimidazol varlig: tespit
edilmedi. Bu durum tiikketime sunulan siitlerin tiiketici sagligr acisindan bir risk

olusturmadigini1 gostermistir.

Sonug olarak, her ne kadar yasakli madde olsalar da nitroimidazoller ile kontaminasyonu
onlemek i¢in hayvan yemi ve/veya siitlerde bunlarin varliginin diizenli olarak izlenmesi
gerekir. Ayrica, ureticiler ve ilgili kuruluglar nitroimidazollerin neden oldugu saglik
sorunlarina da dikkat etmelidir. Bu hedefe ulasmak i¢in rutin analizlerde diisiik tespit
limitlerine sahip hassas yontemlerin kullanilmasi ve bu yontemlerin siirekli

gelistirilmesinin gerekliligi bulunmaktadir.
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