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RAPOR FORMATI

I. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Florfenikoliin yumurtaya gecis kinetiginin belirlenmesi ve ynmurtadaki kalintiya yonelik
etkilerin arastirilmasi

Ozet: Bu projenin amaci florfenikol ve florfenikol aminin tavuk yumurtasindan analizi icin
yontem gelistirmek, tavuklara degisik yollardan uygulanan florfenikoliin yumurtalara gecis
diizeyini belirlemek ve degisik ortam 1silarinda (oda 1sis1 ve buzdolabi) 28. giine kadar
muhafaza edilen yumurtalar ile yumurtalara uygulanan farkli pisirme yoOntemlerinin
(kizartma ve haslama) kalintilara yonelik etkilerini belirlemektir.

Florfenikol ve florfenikol amin yumurta sarisi, aki ve homojenize yumurtadan internal
standart kloramfenikol varhiginda fosfat buffer c¢ozeltisiyle (pH=7) ekstrakte edildi,
saflastirildi ve Foto Diode Array (PDA) dedektor ile C;g kolon kullanilarak HPLC
teknigiyle analiz edildi. Daha sonra bu yontem valide edildi. Buna gore florfenikol,
florfenikol amin ve internal standart olan kloramfenikoliin alikonulma zamanlar yiikli
(spike) orneklerde sirastyla 20.98; 13.37 ve 23.28 dakika, en diisiik tespit limiti (LOD) ve en
diisiik belirleme limiti (LOQ) ppb olarak florfenikol i¢in sirasiyla 1.94 ve 6.45, florfenikol
amin i¢in 0.48 ve 1.58 olarak bulundu. Ortalama geri kazanim degerleri florfenikol ve
florfenikol amin i¢in yumurta sarisi, yumurta beyazi ve homojenize yumurtada sirasiyla
86.57; 86.46; 88.52 ve 87.38; 89.95; 90.91 olarak tespit edildi. Giin i¢i ve gilinler arasi
tekrarlanabilirlik yoniinden goreceli standart sapma (RSD) degerleri de (<%11) kullanilan
yontemin yumurtadan florfenikol ve florfenikol aminin analizine uygun olacagi sonucuna
varild.

Caligmada 50 adet yumurtaci tavuk 5 gruba ayrildi ve 20 mg/kg dozunda florfenikol agizdan
(Grup 1), kas i¢i (Grup 2) ve deri alt1 (Grup 3) yoldan bir defada uygulandi. Diger gruplara
giinliik olarak yine 20 mg/kg dozunda florfenikol 3 (Grup 4) ve 5 giin (Grup 5) siireyle
agizdan uygulandi. Florfenikoliin yumurtlayan tavuklara agizdan ve parenteral yollarla
uygulandiginda ilk giinden itibaren elde edilen yumurtalara florfenikol ve florfenikol amin
olarak gectigi, ayrica hangi yoldan uygulanirsa uygulansin uygulanan toplam dozun
yaklasik %0.1 oraninda florfenikol ve %.0.08 oraninda florfenikol amin olarak yumurtayla
atildig1 ve atilmanin yaklasik %57’sinin yumurta sarisinda gerceklestigi belirlendi. ilacin
yumurtadan tamamen arinma stiresi 1, 2 ve 3. gruplarda 7 giin, 4. grupta 8 giinve 5. grupta 9
giin olarak hesaplandi.

Degisik ortam 1silarinda yumurtalar1 muhafaza etmenin yumurtalarda bulunan kalintilara
yonelik etkileri arastirildiginda, gerek oda 1sisinda (15-20°C) ve gerekse buzdolabi (+4 °C)
1is1larinda bekletilen yumurtalarda bulunan florfenikol ve florfenikol amin kalintilarinda anlamli
diizeylerde diisme goriilmesine ragmen 28. giine kadar hala kalint1 bulundugu goriildii. Aym
sekilde yumurtaya uygulanan kizartma ve haglama (1 ve 5 dk kaynatma) islemleriyle yumurtada
bulunan florfenikol ve florfenikol amin kalintilarinin miktarinda anlamli diizeylerde azalma
goriilmesine ragmen bu islemlerin de kalintilar1 tamamen dekompoze edemedigi belirlendi.
Boylece florfenikol ve florfenikol aminin 1s1ya oldukga duyarli goriildii.

Sonu¢ olarak florfenikoliin yumurtlayan tavuklarda kullanilmamasi veya kullanilmak
zorunda kalindiginda yumurtadan ilaglarin tamamen arinma siiresine uyulmasi (agizdan, kas i¢i
veya deri alt1 yolla tek doz kullanildiginda en az 7 giin, 3 giin agizdan kullanildiinda 8 giin ve
5 giin agizdan kullanildiginda en az 9 giin) ve bu siirede florfenikol kalintis1 igeren yumurtanin
insan tiiketimine sunulmamasi onerilebilir.




Determination of the Transition Kinetics of Florfenicol to Eggs and Investigation of
Factors on Residue Levels

Abstract: The aim of this study was to develop a suitable method for florfenicol and
florfenicol amine analysis in chicken eggs; to investigate the transition level of florfenicol to
eggs by different applications and to evaluate the effects of various incubation conditions
(room temperature, refrigerator) on the residue levels in the eggs stored up to 28 days and
lastly to evaluate the different cooking procedures (frying, boiling) on the residue levels.

Florfenicol, florfenicol amine and the internal standart chloramphenicol were extracted from
the egg yolk, white and homogenized egg by phosphate buffer (pH=7) and ethylacetate.
Following the purification, samples were applied to HPLC with photodiode array detector
(PDA) performed by C18 column and the method was validated accordingly. The retention
time of florfenicol, florfenicol amine and the internal standart chloramphenicol were found
as 20.98; 13.37 and 23.28 respectively in the spiked samples. Limit of detection (LOD) and
the limit of quantitation (LOQ) values were found as 1.94 and 6.45 for florfenicol and 0.48
and 1.58 for florfenicol amine. Mean recovery values for florfenicol and florfenicol amine
in the spiked egg yolk, egg white and homogenized egg samples were found as 86.57;
86.46; 88.52; 87.38; 89.95; 90.91 respectively. Relative standart deviation (RSD) values
(<%]11) of intra-day and inter-day variation also confirmed the method for analyzing
florfenicol and florfenicol amine in eggs.

50 laying hens were divided into five groups; where 20 mg/kg florfenicol were administered
as single dose application, orally to Group 1, intramuscular to Group 2 and subcutaneus to
Group 3; and as repeated dose applications, 20 mg/kg were administered orally for three
days to Group 4 and five days to Group 5. From the first day of both oral and parenteral
administration, florfenicol and florfenicol amine were detected in eggs as % 0.1, %0.08
respectively regardless the route of application and %57 of the elimination process were
eventuated at the egg yolk. Withdrawal time of the drug for Group 1, 2 and 3 were found as
seven days, for Group 4 as eight days and for Group 5 as nine days.

Residue levels in eggs were investigated on various incubation conditions (room
temperature, 15-20°C; refrigerator, +4 °C) and both florfenicol and florfenicol amine were
still found on the 28th day, eventhough the level of the residue decreased significantly.
Frying and boiling (1 and 5 minutes) cooking procedures revealed similar results to
incubation described above; where significant decrease in the residue levels were observed,
however was not yet enough for decomposing. These results indicate that florfenicol and
florcenicol amine was found as resistant to heating procedures.

To conclude, it could be suggested that florfenicol should not be used in laying hens and in
obligatory conditions, the withdrawal time of the drug in the eggs should be followed
precisely (in oral, intramuscular and subcutaneous single doseapplications for at least seven
days; in three days consecutive oral dose applications for at least eight; in five days
consecutive oral dose applications for at least eight days) and the human consumption of
these contaminated eggs should be avoided.




I1. Amac¢ ve Kapsam

Evcil hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi ve onlenmesi ile yemden yararlanmanin artirilmasi
veya gelismenin hizlandirilmasi amaciyla ilag kullanimi gilinlimiizde vazgecilmez bir uygulama
haline gelmistir. Bu amacla yararlanilan bir¢cok ilag arasinda tavukguluk sektoriinde
antibakteriyel ilaglarin kullanimi1 6nemli bir yer tutmaktadir (Kaya ve ark., 1992; Norcross ve
Brown, 1991). Antibakteriyel ilaclarin kanatlilarda gelismeyi hizlandirmak amaciyla kullanimi
Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde 2006 yilindan beri yasak olmasina ragmen Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde halen bu amagcla kullanildig: bildirilmektedir (Goetting ve ark., 2011).

Hayvanlara gereksiz veya asir1 miktarlarda ila¢ verilmesi, ilag kalinti armma siiresine
uyulmamasi, yem katkis1 olarak kullanimlarda karistirma hatalarinin yapilmasi veya hayvanlarin
mevcut fizyolojik durumlar1t dikkate alinmadan (yumurtlayan veya sagilan) ilag
mistahzarlarinin se¢ilmesi gibi faktorler ilaglarin gida zincirine girmelerine neden olmaktadir.
Bu durumun basta antibiyotikler olmak iizere insan tiiketimi i¢in vazgecilmez protein kaynagi
olan hayvan kokenli gidalarda ilag kalintilar1 riskini olusturmasi (Katz ve Levin, 1978; Norcross
ve Brown, 1991; Norcross ve Post, 1990) bu arastirma projesine temel olusturmustur.

Ilag¢ kalmtilarinin, basta cocuk ve yaslilar olmak iizere insanlarin gida zincirine girerek, hafif bir
allerjiden kanserojen, teratojen veya mutajenik etkilere ve hatta penisilinlerde oldugu gibi 6liime
kadar varabilen ciddi halk sagligi problemlerine yol actig1 bilimsel verilerle ortaya konulmustur
(Botsoglou ve Fletouris, 2001; Donoghue, 2003; Kaya ve Sahal, 1989; Paige ve ark., 1997).
FAO (Gida ve Tarim Orgiitii), WHO (Diinya Saglik Orgiitii) gibi kuruluslar s6z konusu saglik
sakincalarin1 en aza indirebilmek icin ilag kullannmindan sonra her ilaca 6zgii olan yasal
bekletme siirelerine uyulmasini zorunlu kilmaktadir (Nouws, 1981). Ancak ilacin viicuttan
tamamen atilmasi icin gereken bekletme siirelerinin ¢ogu zaman uzun olmasi ve bu siire
icerisinde kalint1 ihtiva eden et, silit ve yumurta gibi iiriinlerin tiikketilmeden imha edilmesi,
ekonomik ydnden yetistiriciye kiilfet olmakta ve bu nedenle yasal bekletme siirelerine
uyulmasini giiclestirmektedir. Ayrica bir¢ok ila¢ i¢in bu siirelerin bilinmedigi gibi bilinenlerin
de kalint1 izleme programi i¢in yeterli kontrol ve denetimlerinin yapilmadigi bilinmektedir. Bu
amacla Avrupa Birligi (AB) “ciftlikten sofraya gida giivenligini saglamak” icin * izlenebilirlik
kapsami igerisinde kalint1 ile ilgili direktifler olusturarak, bir¢ok ilag i¢in gidalarda bulunmasi
gerekli limitleri belirlemiglerdir (Commission Regulation 1181/2002).

Tiirkiye’nin AB ile miizakerelerinin devam ettigi siire¢ igerisinde olusturulan uzman
komisyonlar, veteriner ilag kalint1 limitlerini AB mevzuatin1 dikkate alarak 09.03.2007 tarih ve
26457 sayili resmi gazetede yayimlanan Teblig ile hazirlamiglardir (Tiirk Gida Kodeksi Tebligi,
2007). Bu tebligde florfenikoliin kanath etleri ve sakatatlar1 i¢in maksimum kalint1 limitleri
(MRL) verilmesine karsin, yumurtasi insan tiiketimine sunulan hayvanlarda kullanilamayacagi
belirtilmistir. Bilindigi gibi AB mevzuati hazirlanirken ilgili uzmanlar yapilan bilimsel
aragtirmalan dikkate alarak karar vermekte ve ilacin bir hayvan tiiriinde kullanildigin1 gdsteren
bilimsel bir arastirma olmadig1 takdirde, insan sagligin1 da diisiinerek o tiirde kullanilmasini
yasaklamak suretiyle onlem almaktadirlar. Zira yapilan literatiir taramalarinda florfenikol’{in
yumurtaya gecis diizeyi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Halbuki yine AB
iilkelerinde yumurtas: insan tiiketimine sunulan hayvanlarda kullanilmasi yasak olan
dihydrostreptomisin (Roudaut, 1989), spektinomisin (Roudaut 1989), gentamisin (Filazi ve ark.,
2005), apramisin (Romvary ve ark., 1991), kanamisin (Yoshida ve ark., 1976), kloramfenikol
(Sisodia ve Dunlop, 1972; Samouri ve ark., 1993 ve 1998), tiamfenikol (Giorgi ve ark., 2000),
ampisilin (Donoghue ve ark., 1997; Roudaut ve ark., 1987) ve sefaleksin (Kitagawa ve ark.,
1988) gibi antibakteriyel ilaglarin yumurtaya gegis diizeyi ve ilag kalint1 arinma siiresini
gosteren pek cok calismaya rastlanmigtir. Sayilan bu antibakteriyel ilaglardan spektinomisinin




yem (yeme 110, 165 ve 220 mg/kg miktarda katilarak 7 giin siireyle verildiginde) (Cuerpo ve
Livingston, 1994) ve su (suya 0.5 g/L oraninda katilip 50 mg/kg canli agirlik dozunda 5 giin
stireyle verildiginde) (Roudaut, 1989) ile kullanildiginda yumurtada kalintisinin olmayacagini
gosteren caligmalar olmasina ragmen AB {ilkelerinde kullanilmasi yasaktir. Ancak ABD’de
yumurta tavuklarinda kullanilmasina izin verilmekte ve maksimum kalint1 limiti de 0 mg/kg
olarak verilmektedir. Yine aynmi sekilde neomisinin suya 0.25 g/l oraninda (her kg canlik
agirlik icin 25 mg neomisin) katilip hayvanlara 5 giin siireyle verilmesi sonunda yumurtada
kalint1 olmayacagini1 gosteren ¢alismaya karsin (Roudaut, 1989) ABD’nde neomisinin kullanimi
yasak ama AB iilkelerinde serbesttir (yumurta i¢cin 500 pg/kg maksimum kalinti limiti
verilmistir). Bunun yaninda Cin Halk Cumbhuriyetinde yapilan bir ¢aligmada yerel satis
yerlerinden toplanan 50 adet tavuk yumurtasinin bir tanesinde 19 ug/kg florfenikol ve 36 ug/kg
florfenikol amin bulunmasi yasak olmasina ragmen florfenikoliin yumurtas: insan tiiketimine
sunulan hayvanlarda kullanildigini1 gésteren bariz 6rneklerden biridir (Xie ve ark., 2011).

Florfenikol, veteriner hekimlikte kullanilmak {izere 6zel olarak gelistirilmis, tiamfenikol ve
kloramfenikoliin de i¢inde bulundugu amfenikoller sinifinda bulunan, genis spektrumlu sentetik
bir antibakteriyel ilagtir. Yapisal olarak kloramfenikole benzedigi ama 2 yerde ondan ayrildigi
bildirilmistir; birincisi p-nitro grubu yerine metil siilfonil grubu, ikincisi ise hidroksil grubu
yerine flor atomunun varligidir (EMEA, 1999) Ayrica tiamfenikolden de hidroksil grubu yerine
3’karbon pozisyonunda flor atomu igermesiyle ayrilir. Bu bagin florfenikolii in vitro ortamda
kloramfenikol ve tiamfenikolden daha etkin hale getirdigi ve tiamfenikol ve kloramfenikole
diren¢li olsalar bile evcil hayvanlarda infeksiyonlara neden olan Klebsiella pneumonia,
Enterobacter cloacae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus ~ aureus,  Proteus  vulgaris, =~ Haemophilus  somnus,  Actinobacillus
pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Streptococcus pneumoniae ve Streptococcus
suis’e kars1 onlardan daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu bildirilmistir (Cannon ve ark.,
1990; Graham ve ark., 1988).

Florfenikoliin, 3 ile 9 araligindaki pH seviyelerinde iyonlasmadan kaldigi (Sams, 1995) ve
ayrica sulu cozeltilerde zayifga ¢ozlindiigli kaydedilmistir. Lipofilik 6zelliginden dolay1
dokulara 1yi dagilim gosterir. Genis etki spektrumu, terapotik etkinligi, diisiik toksisite riski ve
gida degeri olan hayvanlarda solunum ve sindirim sistemi infeksiyonlarinin tedavisinde etkinlik
saglamasi nedeniyle tartismasiz en 6dnemli veteriner ilaclarindan biri haline gelmistir. Ayrica
yapisal analoglarina iistiinliigli nedeniyle etiket dis1 ilag kullanim potansiyeli yiiksektir. Bunun
icin doz miktar1, dozaj aralig1 ve ila¢ kalint1 arinma siiresinin belirlenmesiyle ilgili bilgilerin
ogrenilmesini saglayan farmakokinetik caligmalarin yapilmasi, sagaltimdaki basarisizligir ve
istenmeyen ila¢ kalintilarinin 6nlenmesi igin gerekli olarak goriilmektedir (Chang ve ark.,
2010). Florfenikoliin farmakokinetigine yonelik caligmalar besi siir1 (Adams ve ark., 1987;
Lobell ve ark., 1994; Varma ve ark., 1986), siit inegi (Bretzlaff ve ark., 1987), domuz (Jiang ve
ark., 2006; Li ve ark., 2006), tavsan (El-Aty ve ark., 2004), koyun (Jianzhong ve ark., 2004),
balik (Christopher ve ark., 2003) ve tavuk (Afifi ve El-Soud, 1997; Anadon ve ark., 2008;
Chang ve ark., 2010; Ismail ve El-Kattan, 2009; Shen ve ark., 2002 ve 2003;) gibi bir ¢ok gida
degeri olan hayvanda yapilmistir. Ancak tavuklarla yapilan ¢alismalarin hepsi et¢i tavuklarda
yapilmig, yumurtlayan tavuklarda kullanilmasi sonucu yumurtaya geg¢ip gegmedigi veya gectigi
takdirde hangi oranlarda gectigine yonelik bir calismaya rastlanmamastir.

Bir¢ok ilacin diger kanatlilarda kullanilmasina izin verilmesine ragmen, yumurta tavuklarinda
sinirli sayida antibiyotigin (AB {ilkelerinde sadece neomisin, tilozin, eritromisin, kolistin,
oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve tetrasiklin, ABD’de ise sadece spektinomisin, tilozin,
eritromisin ve klortetrasiklin) kullanilmasina izin verilmektedir (Goetting ve ark., 2011). Bu




nedenle tavuk yumurtalarindaki ila¢ kalintilar1 insanlarda hakli olarak endiseye yol acarlar.
Yumurtalarda ila¢ kalintilariin goriilmesi tavuga yanliglikla ilaghh yem verilmesi, yemin
hazirlanmas1 ve karistirllmasi sirasinda kontamine olmasi veya etiket disi ilag verilmesinden
kaynaklanir (Sanli, 1999). Bir tavuk yaklasik her 24 saatte bir yumurtlarken, yumurtanin in vivo
olarak gelismesi giinlerce siirer. Yumurtanin dogasi geregi uzun siiren gelismesi nedeniyle,
ilaglarin arinmasi i¢in ilacin verilmesini takiben haftalar gegmesi gerekebilir.

Yumurtanin ii¢ ana bileseninden (yumurta sarisi, beyazi ve kabugu) yumurta sarisi, en uzun
gelisme siiresine sahip kisimdir. Yumurta sarisi lipoproteinlerinin prekiirsorleri (onciileri)
karacigerde iiretilir ve ovaryumdaki yumurta sarisi follikiillerine kan dolagimiyla taginirlar.
Aktif olarak yumurtlayan bir tavukta farkli gelisme asamasinda bir¢ok follikiil ovaryumda ayni1
anda bulunur. Yumurta, yumurtlanmadan 6nce yumurta saris1 10 giin gibi bir siirede boyutunun
katlanarak hizli bir sekilde biiyiiyecegi biliylime donemine girer. Yumurta sarisinda biriken
ilaclar bu siirede hizla birikirler ve tedaviyi takiben arka arkaya 10 giin veya daha fazla bir siire
yumurtada bulunabilirler. Yumurta sarisinin olgunlagmasini takiben 2-3 saatte yumurta aki
tizerini kaplar. Yumurta aki da ilag¢ kalintisi i¢in yeni bir depolanma alanidir. Yumurta akinin
proteinleri birikip suyla seyreltildikten sonra yumurta kabugu da bunun {izerine eklenir. Birgok
ilac fizikokimyasal 6zelliklerine bagl olarak yumurta saris1 veya akinda birikebilir. Kalintilarin
dagilimini ilacin plazma proteinlerine baglanma egilimi, hidrofobik veya hidrofilik olmas1 ve
farkli dokulara tasinma yetenegi etkiler. Bununla beraber bir ilacin kinetigi kimyasal
ozelliklerinden her zaman tahmin edilemez (Goetting ve ark., 2011). Kloramfenikoliin
tavuklara igme suyuyla 5 giin boyunca 40 mg/L miktarinda verilmesiyle, ilacin kesilmesini
takiben yumurta sarisinda >5 giin, akinda 4 giin boyunca goriilmesine ragmen (Sisodia ve
Dunlop, 1972), tiamfenikoliin yine tavuklara 5 giin boyunca 40 mg/kg dozunda kapsiil seklinde
verilmesiyle yumurta sarisinda 8 giin ve beyazinda 1 giin kalmas1 (Giorgi ve ark., 2000), yapisal
yonden birbirine benzeyen ilaglarda bile bir farklilik oldugunu ve kimyasal 6zelliklerine bakarak
kinetiginin tahmin edilemeyecegini gosteren Orneklerdir. Aymi sekilde yeme her kg canli
agirliga 35 mg dozunda olacak sekilde uygulanan kloramfenikoliin 3.25, 3.75 ve 4.25 aylik
tavuklarin yumurtasinda bulunmadigini ama 4.75 ve 5.25 aylik tavuklarin yumurtasinda 23 giin
ve 10 aylk tavuklarin yumurtasinda 73 giin siireyle kalinti biraktigin1 gosteren calisma
(Schwarzer ve Dorn, 1987) tavuklarin yasinin da yumurtada kalinti olugsmasina etki ettigini
gostermektedir.

Hayvanlarda florfenikoliin metabolizmasin1 belirlemek amaciyla yapilan sinirh sayidaki
caligmalardan bir tanesinde, danalara kas i¢i yoldan verilen 20 mg/kg dozundaki florfenikoliin
yaklasik %64 {inilin idrarla ana ilag olarak atildigi, idrardaki metabolitlerinin florfenikol amin,
florfenikol alkol, florfenikol oksamik asit ve mono-klorfenikol oldugu, florfenikol aminin
sigirlarin karacigerinde en uzun kalan major metabolit oldugu ve bu yiizden ila¢ kalint1 arinma
siiresinin hesaplanmasinda marker kalint1 olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Sams, 1995).
Anadon ve ark.(2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, et¢i tavuklara agizdan giinliik 40 mg/kg
dozda (her seferinde 12 saat arayla 20 mg/kg) 3 giin boyunca verilen florfenikoliin ilacin
kesilmesini takiben bobrek ve karacigerde 7 gilin boyunca (sirastyla florfenikol 119.34 ve 817.34
ug/kg; florfenikol amin 60.57 ve 48.50 pg/kg) kaldigi bildirilmistir. Boylece hayvanlarin
tiiketilebilir dokularinda florfenikol ve metaboliti olan florfenikol aminin kalintilarinin kalig
siiresinin uzamasinin halk sagligina yonelik risk olusturmasi nedeniyle gida giivenliginde
onemli bir rol oynadigi, ila¢ kalinti armma siiresinin bu dozda verildiginde 6 giin olarak
uygulanmasinin florfenikol i¢in AB’nin kabul ettigi maksimum kalint1 limitlerinin altina
diismesi i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir.

Yukarida belirtilen gerekgelerle florfenikoliin yumurtaya gecis diizeyinin simdiye kadar




belirlendigine dair herhangi bir calismaya rastlanmamasi bir eksiklik olarak degerlendirilmis ve
bu projede birincil hedef olarak bunun ortaya konulmasi amaglanmastir.

Ayrica hayvan kaynakli bir¢ok gida maddesi tiiketilmeden once pisirildiginden veya belirli bir
siire muhafaza edildiginden pisirme islemi veya degisik 1silarda muhafaza islemlerinin
antibiyotik kalintilarin1 azaltip azaltmayacagi da siirekli bir ilgi konusu olmustur. Bir¢ok
arastirmada Ozellikle gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarina uygulanan degisik pisirme
islemleri ve farkli 1silardaki muhafaza yontemlerinin kalintinin miktarinda azalmaya neden
oldugu veya degistirmedigi ortaya konmustur (Baydan ve ark., 2000a, 2000b ve 2002;
Gustafson, 1991; Nouws ve Ziv, 1976; Sireli ve ark., 2006). Veteriner ilaglarinin kalintilarina
yonelik olarak uygulanan 1s1 islemleriyle genellikle sulfametazin (Pappanagiotou ve ark, 2005;
Rose ve ark., 1995), oksasilin, kloramfenikol, aminoglikozidler, kinolonlar, klindamisin,
novobiosin, trimetoprim, vankomisin ve azlosilinin 1s1ya dayanikli (Traub ve Leonhard, 1995),
oksitetrasiklin, (Hassani ve ark., 2008) ve eritromisinin (Traub ve Leonhard, 1995) 1s1iya duyarl
oldugu bildirilmektedir. Ote yandan penisilin G, ampisilin ve amoksisilin gibi bazi beta-
laktamlarin kismen duyarli olduklar1 belirtilmektedir. Ayrica aymi siniftan olsa bile bazi
antibiyotiklerin 1s1 isleminin uygulandigi farkli matriks ve 1s1 islemine farkli yanitlar verebildigi
(Franje ve ark., 2010; Kitts ve ark., 1992; Rose ve ark., 1996) belirtilmistir.

Yumurtanin kizartma, 1.5 ve 5 dk kaynatma ve +4 °C’de muhafaza edilmesiyle gentamisin
kalintilariin etkilenmedigi, ancak oda 1sinda muhafaza edilen yumurtalarin gentamisin kalintisi
miktarinda 21. ve 28. giinlerde 6nemli bir azalmaya ugradig: bildirilmektedir (Sireli ve ark.,
2006). Tavuk dokularindaki enrofloksasin (Baydan ve ark., 2000a) ve danofloksasinin (Baydan
ve ark., 2000b) kalintilar1 {izerine yapilan c¢alismalarda kalintilarin 1zgara isleminden
etkilenmedigi ama dokular1 suyla haglamanin kalintida azalmaya neden oldugu ancak kalintinin
haglama suyuna gectigi, -18 °C’de muhafaza edilen dokularin ise 5. giline kadar kalintida bir
degisiklige yol agmadigi, ancak 20. ve 30. giinlerde 6nemli miktarda azaldig1 rapor edilmistir.
Siilfakinoksalin, stifadimetoksin ve stilfadoksinin tavuk dokularindaki kalintilari iizerine yapilan
bir bagka calismada dokulara uygulanan pisirme islemlerinin (1zgara ve haslama) kalintida
azalmaya neden oldugu, derin dondurucuda muhafaza etmenin ise kalinti miktarini etkilemedigi
belirtilmistir. Siprofloksasin, norfloksasin ve flumekuin’in de arastirildigi aymi ¢alismada ise
stilfonamidlerin tersi olarak kinolonlarin pisirme islemlerinden etkilenmedigi, ancak derin
dondurucuda muhafaza etmenin kalintt miktarinda diismeye neden oldugu bildirilmistir (Baydan
et al., 2002). Sulfametazinin 100 °C’de suda hasladiktan sonra stabil kaldigi, ancak 260 °C’de
yagda kizartmayla pargalandigi, ayrica derin dondurucuda saklamayla 3 ay boyunca dayanikli
kaldig1 da bildirilmistir (Rose ve ark., 1995). Oksitetrasiklinin ise dokularin 100 °C suda
pisirilmesiyle dayaniksiz oldugu ama 180 °C’de bitkisel yagda kizartilmasinin daha dayanikli
oldugu ortaya konulmustur (Rose ve ark., 1996).

Franje ve ark (2010) tarafindan amfenikollerle yapilan bir ¢aligmada normal suya, tuzlu suya,
soya sosuna ve tavuk etine eklenen florfenikol, tiamfenikol ve kloramfenikol 100 °C’de 2 saate
kadar pisirilmis ve sonugta 3 bilesigin de tavuk etinde ve soya sosunda digerlerinden daha ¢ok
parcalandig1, ayrica mikrodalgayla pisirmenin parcalanmayi hizlandirdigr rapor edilmistir.
Ancak aragtirmacilar, gidalarda bulunabilecek amfenikol kalintilarina 1s1 islemi uygulanmasiyla
insan tiiketimi i¢in gilivenli bir gida temini saglanmasinin beklenmemesi gerektigini ifade
etmislerdir.

Yukarida verilen bilgilerden de anlasilacagi gibi yapilan aragtirmalar, veteriner ilaglariin
hayvansal dokularda kalint1 biraktigin1 ortaya koymakta ve kalint1 iceren hayvansal gidalarin,
gida zincirinin bir halkasi olarak insan gidasina donistiigiinde onemli riskler s6z konusu




olabilecegini gostermektedir. Biiylime yasindaki ¢ocuklar giinliik diyetlerinde hemen hemen her
gilin, diger yas gruplarindaki insanlar ise haftalik diyetlerinde 6nemli miktarlarda yumurta
tilketebilmektedirler. Eger yumurta iiretimi kontrolsiiz ve sagliksiz isletmelerde yapiliyorsa,
isletmeler kullandiklar1 veteriner ilaglar1 i¢in gerekli yasal kalinti arinma siirelerine dikkat
etmiyorlarsa veya etiket dist ilag kullanimi s6z konusu oluyorsa, bu durum halk sagligi i¢in
ciddi risk yaratiyor demektir.

Projenin temel amaci yumurta tavuklarinda sagaltim dozlarinda oral veya parenteral yolla
uygulanan florfenikol’iin yumurtaya geg¢is oranmin ortaya konulmasi ve ayni yumurtalara
degisik pisirme islemleri (haslama, kizartma gibi) uygulandiktan ve degisik sicakliklarda
muhafaza edildikten sonra florfenikol miktarinda ne gibi degisiklikler sekillenebileceginin
ortaya konmasidir. Boylece florfenikol’lin yumurtaya gegis oraninin yani sira pisirme islemi ve
degisik sicakliklarda muhafaza etmenin florfenikol kalintilarina olan etkisi belirlenecektir. Bu
baglamda Tiirkiye’de florfenikol’iin yumurta tavuklarinda etiket disi kullanilma olasiliginin
olmasi, boOyle bir c¢alismanin yapilmasina temel olusturmustur. Ayrica ulusal kalinti
mevzuatimizda florfenikol’in kanath etleri ve sakatatlari icin maksimum kalinti limitleri
verilmesine ragmen yumurta i¢in yasal bir limitin verilmemesi de bu kapsamda dikkate
alimmistir. Zira bu ¢aligmadan elde edilecek sonuglarin gelecekte hazirlanacak mevzuata temel
olusturmasi gibi bir yarar saglamasi da projenin amaglar1 arasinda sayilabilir.

Bu arastirma projesinden beklenen 6zgiin deger Tirkiye’de kanathi sektoriinde kullanilan
florfenikol’iin yumurtaya gecisi, kalisi ve teknolojik islemlerle kalintinin nasil etkilendiginin
belirlenmesidir. Yapilan literatiir calismalarinda bu konuyla ilgi bir calismaya rastlanmadigi gibi
yasal mevzuatlarda da florfenikol’lin yumurta {retiminde kullanilmamas:i gerektigi
belirtilmektedir. Ayrica arastirma projesi yumurtalarda florfenikoliin saptanmasi ve diizeyinin
belirlenmesiyle ilgili yontem olarak da o6zgilinlik tasimakta olup, konuyla ilgili hi¢ bir
caligmanin bulunmamasi ve yumurtalara iliskin yontem gelistirilmemis olmasi ile de 6zgiinlik
tasimaktadir (Ancak proje sonuglandiktan ve yazim asamasina gecildikten sonra Xie et al.
(2011) tarafindan heniiz basimda olan bir yontem c¢alismasina rastlanmistir). Zira kalintilarin
yumurtadan geri alinimi1 ve degerlendirilmesi oldukca zahmetli bir ¢calismay1 gerektirmektedir.
Bu nedenle bu arastirma projesi ile yeni bir ilke adim atilmas1 da amaglanmaktadir.

II1. Materyal ve Yontem

Kimyasal maddeler ve ayiraglar: Florfenikol (%99.5) (Fluka, F1427, 081K1680) ve florfenikol
amin (%100) (TRC, Lot#4-QFY-179-1) analitik standartlari Medikavet ve Intervet
Firmalarindan bagis yoluyla saglandi. Kloramfenikol analitik standart1 (Sigma, QFY-179-1),
Asetonitril ve polietilen glikol (PEG) Sigma’dan, etil asetat ise Merck’ten HPLC safliginda satin
alindi. Ultra saf su Milipore marka su cihazindan saglandi. Tavuklarda agizdan ila¢ uygulamak
icin kanatlilarda kullanilmaya 6zgii olarak ruhsatlandirilmis ve beher ml’de 300 mg florfenikol
iceren ticari bir miistahzardan (Mediflor %30 Oral ¢ozelti, Medikavet), kas ici ve deri alt1 ilag
uygulamak iginse yine biiylikbas hayvanlarda kullanilmaya 6zgii ruhsatlandirilmis ve beher
ml’de 300 mg florfenikol igeren ticari bir miistahzardan (Florvil Enjektabl, Vilsan A.S.)
yararlanildi. Ekstraksiyon agamasinda kullanilan 0.1 M fosfat tampon (pH 7); 117 ml 0,2 M
monobazik stok (13,9 g sodium fosfat monobazik tartilarak 500 ml suda c¢ozdiiriilerek
hazirlandi) ile 183 ml 0,2 M dibazik stok (24,8 g sodium fosfat dibazik tartilarak 1000 ml suda
cozdiiriilerek hazirlandi) karistirilarak 600 ml su ile tamamlanarak elde edildi.

Standart stok ¢ozelti ve ¢calisma ¢ozeltileri: Florfenikol ve florfenikol amin standartlar1 500 pg/L
konsantrasyonda polietilen glikol (PEG) ile hazirlandi. Ana stoktan hazirlanan diger




derisimlerde ise ultra saf su kullanildi. Internal standart olarak kullanilan kloramfenikol (Sigma,
QFY-179-1) ise ultra saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Ara¢ ve cihazlar: Numune hazirlanmasinda azot evaporatéri (VLM Evra marka, Almanya),
hassas terazi (Sartorius marka), Vortex mixer (Velp marka), Sogutmali santrifiij (Sigma) ve ultra
saf su cihaz1 (Millipore marka) kullanildi. Kromatografi i¢in Shimadzu Model 20-AT
prominence HPLC sistemi ve Photo Diode Array detektor kullanildi (Shimadzu Company,
Japonya). Ayirma islemi Inertsil C;g kolonla (250mmX4,6 mm i.d., 5 um) yapildi. Kolon
sicakligi 30°C’de sabitlendi. Injeksiyon hacmi otomatik ornekleyici ile 20 ul’ye ayarlandi.
Analiz islemi mobil faz olarak asetonitril: su (27:73; v/v) kullanilarak ve akig hiz1 0.6 ml/dk’ya
ayarlanarak yapildi. Detektoriin dalga boyu 223 nm’ye ayarlandi.

Hayvanlar

Tavuklar ve kiimes Ankara’nmin Sincan Ilcesi Yenikent Beldesinde bir yumurta tavugu
yetistiriciligl yapan firmadan (Bil-Yem A.S.) karsilandi. Calismada 50 adet ISA Brown 1rki, 40
haftalik, 1.7-2.2 kg agirliginda yumurta tavugu kullanildi. Tavuklarin her biri ayr1 kafeslerde
(30X35X45 cm’lik tel kafesler) tutuldu ve kiimes 1s1sinin sabit bir 1s1da (20 °C) olmas1 saglandi.
Giin 15181 14 saat olarak tutuldu. Burada tavuklara ila¢ uygulamadan 6nce 2 hafta boyunca ilag
katilmamis ve kirletici madde kalintis1 icermeyen yem (Ham protein %23, metabolik enerji 3100
kkal/kg, ham kiil %8, ham seliiloz %6) ve su ad libitum olarak verildi. Bunun i¢in 6nce Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin alind1 (Karar No: 2007-15-45).

Denemeler

Denemeler iki periyotta yapildi (Sekil 1). Birinci periyotta florfenikoliin degisik uygulama
yollarindan verildikten sonra tiim (homojenize) yumurta, yumurta saris1 ve akina ge¢is diizeyi
ayr1 ayr belirlendi. Bunun i¢in her grupta 10 tavuk olacak sekilde 5 gruba ayrilan hayvanlardan
birinci gruba agizdan (kursak icine), ikinci gruba kas igi, liclincii gruba deri alt1 tek dozda 20
mg/kg, dordiincii gruba 3 giin ve besinci gruba 5 giin boyunca agizdan (kursak i¢ine) giinliik 20
mg/kg canli agirlik dozunda florfenikol uyguland: (Tablo 1). Ila¢ verme islemi dgleden 6nce
saat 09.00-10.00 arasinda yapildi. Yumurtalar ila¢ verildikten sonra giinliik olarak toplandi. Bazi
tavuklar baz1 glinlerde yumurtlamadiklari i¢in her gruptan 8§ yumurta topland1 ve florfenikol ve
metaboliti olan florfenikol amin kalintis1 yoniinden analiz edildi.

Tablo 1. Birinci periyotta tavuklara uygulanan florfenikol dozu ve uygulama yolu

Grup (n=10) Uygulama yolu Doz (mg/kg) Uygulama siiresi
1 Agizdan 20 1 defa
2 Kas ici 20 1 defa
3 Deri alt1 20 1 defa
4 Agizdan 20 3 giin
5 Agizdan 20 5 giin

Birinci periyotta ila¢ uygulanan tavuklar, florfenikoliin viicuttan tamamen arinmasi i¢in ayni
yemle 60 giin boyunca beslendi. Daha sonra ayni tavuklarin hepsine piyasada en cok tercih
edilen uygulama yolu olmasi nedeniyle agizdan 20 mg/kg dozunda florfenikol 3 giin boyunca
verildi. Bunlarin toplanan yumurtalarinda birinci giin muhafaza islemlerinin kalintilara yonelik
etkisi (44 tanesi), ikinci gilin ise pisirme islemlerinin kalintilara yonelik etkisi (32 tanesi )
belirlendi. Buna gore birinci giin toplanan yumurtalardan 4 tanesi ¢ig olarak analiz edilirken, 20




tanesi +4°C’de buzdolabinda, 20 tanesi ise 15-20 °C’de oda 1si1sinda muhafaza edilerek 4, 7, 14,
21 ve 28. giinlerde her seferinde 4 adet olmak {iizere florfenikol ve onun metaboliti olan
florfenikol amin yoniinden analiz edildi. Ikinci giin toplanan yumurtalarin 8 tanesi ¢ig, 8 tanesi
yagda kizartilarak, 8 tanesi az pismis (1 dk kaynatma), 8 tanesi ise ¢ok pismis (5 dk kaynatma)
haglama islemlerine tabi tutularak analiz edildi (Tablo 2). Bu dénemde yapilan analizlerin hepsi
homojenize yumurtada yapildi. Boylece pisirmenin ve degisik 1silarda muhafazanin kalintilara
etkisi ortaya kondu.

Tablo 2. Ikinci periyotta tavuklara ve yumurtalara uygulanan islemler

Ginler Tavuklara uygulanan islem (50 adet | Yumurtalara yapilacak iglem
tavuk)
1. glin Agizdan ilag uygulandi (20 mg/kg -
florfenikol)
2. glin Agizdan ilag uygulandi(20 mg/kg -
florfenikol)
3. glin Agizdan ilag uygulandi (20 mg/kg -
florfenikol)
4. glin 44 adet yumurta alindi 4 tanesi hemen analiz edildi

20 tanesi +4 °C’de buzdolabinda bekletildi
20 tanesi Oda 1s1sinda bekletildi
(4,7, 14,21, 28 giin muhafaz(])

5. giin 32 adet yumurta alind1 8 adet ¢ig olarak analiz edildi.

8 adeti az pismis haslamaya tabii tutulup analiz edildi.
8 adeti ¢cok pismis haglamaya tabii tutulup analiz edildi
8 adeti yagda kizartilarak analiz edildi.

8. glin - Buzdolabinda ve oda 1sinda bekletilen yumurtalardan
4’er tanesi analiz edildi (4 gilinliik muhafazanin etkisi)

11.glin - Buzdolabinda ve oda 1sinda bekletilen yumurtalardan
4’er tanesi analiz edildi (7 giinliik muhafazanin etkisi)

18. giin - Buzdolabinda ve oda 1sinda bekletilen yumurtalardan
4’er tanesi analiz edildi (14 giinliik muhafazanin etkisi)

25. giin - Buzdolabinda ve oda 1sinda bekletilen yumurtalardan
4’er tanesi analiz edildi (21 giinliik muhafazanin etkisi)

32. giin - Buzdolabinda ve oda 1sinda bekletilen yumurtalardan
4’er tanesi analiz edildi (28 giinliikk muhafazanin etkisi)




Calismanin her iki periyodunu gdsteren toplu semast Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Calisma Yontemi semasi

Orneklerin hazirlanmasi:

Proje basvurusu yapildigi sirada yumurtadaki florfenikol ve metaboliti olan florfenikol amin
kalintilarinin ekstrakte edilmesi ve belirlenmesi icin gelistirilmis bir yontem olmadigindan bu
amacla Shen ve ark. (2002)’nin plazmadan florfenikol’ii ekstrakte etmek i¢in gelistirdigi yontem
modifiye edilerek kullanildi. Bunun i¢in analiz edilecek Ornekten (yumurta sarisi, aki veya
homojenize yumurta) 1 g yumurta 50 mL’lik polipropilen santrifiij tiiplerine tartildi, iizerine 1
mL 0.1 M fosfat buffer ¢ozeltisi (pH 7.0) ilave edilerek vorteksle yaklasik 1 dk karistirildi.
Bunun da iizerine 4 mL etil asetat eklenip 2 dk daha karistirldi. Ustte kalan kisim diger bir tiipe
aktarildi. Geri kalan kisim etil asetatla ayni islem yapildi. Ustte kalan kisimlar birlestirilip 45
°C’ye ayarlanmis azot evaporatoriinde kuruyana kadar ucuruldu. Elde edilen kalinti I mL mobil
fazla (asetonitril:su, 27:73, v/v) ¢ozdiiriildi ve 18.000 x g’da 15 dk santrifiij edilerek 0.45
um’lik disposable filtreden siiziilerek bunun 20 uL’si HPLC’ye uygulandi.




Veri Analizleri: Uygulamalar arasi farkliligin degerlendirilmesi, giinler arast farkliligin
anlamlilig1 ve pisirme-muhafaza islemlerinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanan istatistiki
hesaplamalar i¢in “SPSS 17.0” ile “NCSS 2007 istatistik paket programlarindan yararlanildi.
Veriler aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde ifade edildi

Yumurtaya gecis orani ise tim yumurtada Olgililen toplam kalintinin verilen toplam doza
boliinmesiyle (Filazi ve ark., 2005; Inglis ve Katz, 1978) hesaplandi.

IV. Analiz ve Bulgular

Yontemin Validasyonu

Secicilik (Selectivity)
Yontemin seciciligi alti farkli kor (blank) ile 5 farkli yiikli (spike) konsantrasyonda yumurta
sarisi, yumurta beyazi ve homojenize yumurta ile belirlendi. Bu kromatogramlarda herhangi bir
kirlilik ve yabanci pik gozlenmedi. Florfenikol, florfenikol amin ve internal standart olan
kloramfenikoliin alikonulma zamanlar1 analitik standartlarda sirasiyla 21.57, 11.26 ve 25.11 dakika
olarak bulunurken, yiiklii numunelerde sirastyla 20.98, 13.37 ve 23.28 dakika olarak bulundu

(Sekil 2A, 2B, 3A, 3B, 4A, 4B).

Duyarlilik (Sensitivity)
Yontemin duyarliligi ise en diisiik tespit limiti (LOD) ve en diisiik hesaplama limiti (LOQ)

degerlendirilerek yapildi. LOD, signal to noise orami 3:1 verilerek numunedeki her bir analitin
konsantrasyonuna gore hesaplandi. LOQ ise signal to noise orani 10:1 olarak her bir analitin
kalibrasyon egrisindeki en diisiik nokta olarak belirlendi. Bunun igin florfenikol ve florfenikol
aminin standart egrileri 0.19-100 ppb araliginda (aritmetik olarak iki kat artis ile 0.19; 0.39; 0.78,
1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25.00; 50.00 ve 100.00 ppb) 10 farkl: doz ile ¢alisildi. Sonuglar Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Florfenikol ve florfenikol aminin en diisiik tespit (LOD) ve en diisiik hesaplama

limitleri (LOQ)
Analit LOD (ppb) LOQ (ppb)
Florfenikol 1,94 6,45
Florfenikol amin 0,48 1,58
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Sekil 2A. Yumurta beyazinin kromatogrami

> Florfenikol
> Kioramfenikol

"= Florfenikol amin

Sekil 2B. Yumurta beyazina her birinden 6’sar ppb florfenikol, florfenikol amin ve kloramfenikol
[katildiktan sonra elde edilen kromatogram
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Sekil 3B. Yumurta sarisina her birinden 6’sar ppb florfenikol, florfenikol amin ve kloramfenikol
katildiktan sonra elde edilen kromatogram
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Sekil 4B. Homojenize yumurtaya her birinden 6’sar ppb florfenikol, florfenikol amin ve
[kloramfenikol katildiktan sonra elde edilen kromatogram
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Dogrusallik (Linearity)
Kalibrasyon egrileri lineer regresyon metoduna gore yapildi (y=aX+b, y=analitin pik alani, x=
analit konsantrasyonu, a=egim, b=kesisim). Florfenikol ve florfenikol aminin ¢alisma standart
cozeltileri 0.19-100 pg/L araliginda 10 farkli konsantrasyonda (aritmetik olarak iki kat artis ile
0.19; 0.39; 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25.00; 50.00 ve 100.00 png/L) ¢aligildi. Bunlarin her biri
HPLC cihazina 3 defa uygulandi. Florfenikol ve florfenikol amin ig¢in regresyon egrileri,
belirleme katsayilari (1), ve kalibrasyon simirlart Tablo 4’te verilmistir. Ayni islemler ve
konsantrasyonlar her matriks i¢in yumurta sarisi, aki ve homojenize yumurtada da yapilmistir
(Sekil 5 ve Tablo 5) Bdylece gelistirilen analitik yontemin 0.19-20 pg/L konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugu kanitlandu.

Tablo 4. Florfenikol ve florfenikol aminin regresyon egrileri, belirleme katsayilari (r*) ve
kalibrasyon araligi.

Analit Regresyon Egrisi Belirleme Kalibrasyon aralig1
Katsayist () | (ug/ml)

Florfenikol y=4357,16x+1082,73 0,9992 0,195313-25

Florfenikol amin y=4945,32x — 170,76 0,9977 0,195313-12,5

Tablo 5. Yumurta sarisi, beyazi ve homojen yumurtada yiiklii konsantrasyonlarda bulunan
florfenikol ve florfenikol aminin regresyon egrisi formiilleri ve belirleme katsayilari.

Matriks Analit Regresyon Egrisi Belirleme
Katsayisi (%)

Yumurta Florfenikol y=4297,4652x+1805,6508 0,9951
Sarisi Florfenikol amin | y=3133,0564x+4462,7972 0,9930
Yumurta Florfenikol y=4255,3613x-1372,0987 0,9940
Beyazi Florfenikol amin | y=2988,0052x+5283,9195 0,9946
Homojenize | Florfenikol y=3741,0434x+1303,6234 0,9947
Yumurta Florfenikol amin | y=2794,3484x+3611,3702 0,9973
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Sekil 5. Yumurta sarisi, beyazi ve homojenize yumurtada yiiklii konsantrasyonlarin florfenikol ve
florfenikol amin i¢in regresyon egrileri

Dogruluk (Accuracy) ve Kesinlik (Precision)

Yontemin dogruluk ve kesinligi florfenikol ve florfenikol aminin yumurta sarisi, aki ve
homojenize yumurtaya 4, 6, 8, 10 ve 20 ppb konsantrasyonlarda katilip geri kazanim oranlariin
hesaplanmasiyla degerlendirildi. Her bir konsantrasyon 6 defa uygulandi. YOntemin geri
kazanimi1 Orneklere katilan konsantrasyonlarin belirlenen konsantrasyonlara oranlanarak
hesaplandi. Tablo 5’te goriildigii gibi 4-20 ppb dozlar1 arasinda geri kazanim degerleri yiizde
ortalama olarak yiiklii yumurta sarisinda florfenikol i¢in 9%75.50-96.96, florfenikol amin i¢in
%73.83-94.65; yumurta beyazinda florfenikol i¢in %81.31-93.76, florfenikol amin i¢in %80.45-
98.80; homojenize yumurtada florfenikol i¢in %78.77-96.05 ve florfenikol amin i¢in %82.68-
94.75 arasinda degismektedir. Farkli matrikslerde goreceli standart sapma (relative standart




deviation-RSD, varyasyon katsayis1) yiizde olarak florfenikol icin %4.24-11.76 arasinda ve
florfenikol amin icin %4.74-10.94 arasinda hesaplandi. Ortalama geri kazanim degerleri ise
florfenikol ve florfenikol amin i¢in yumurta sarisi, yumurta beyazi ve homojenize yumurtada
sirasiyla %86.57; %86.46; %88.52 ve %87.38; %89.95; %90.91 olarak bulundu.

Tablo 6. Dogruluk ve kesinlik degerlendirmesine gore yontemin performansi.

Matriks Analit Yiikli (spike) Ortalama geri Geri % Goreceli Standart
konsantrasyon (ppb) | alim (ppb) kazanim (%) | Sapma (RSD)
Florfenikol 4 3,02+0,19 75,50 6,14
6 4,93 +0,39 82,21 7,85
8 6,65 + 0,70 83,11 10,51
10 9,51 £0,81 95,09 8,57
Yumurta . 20 19,39 + 2,05 96,96 10,55
Sarist Florfenikol 4 2,95+0,32 73,83 10,94
Amin
6 5,16 £0,46 85,93 8,95
8 7,29 £0,38 91,14 5,19
10 9,14+0,95 91,35 10,42
20 18,93 £ 1,82 94,65 9,64
Yumurta Florfenikol 4 3,25+0,38 81,31 11,76
Beyazi
6 4,96 + 0,38 82,60 7,63
8 6,65+ 0,64 83,06 9,61
10 9,38 £0,48 93,76 5,08
20 18,32+ 1,06 91,59 5,77
Florfenikol 4 3,22+0,18 80,45 5,72
Amin
6 5,34 +0,50 88,95 9,41
8 7,18+0,49 98,80 6,81
10 8,85+ 0,75 88,46 8,48
20 18,62 + 1,35 93,11 7,26
Homojenize | Florfenikol 4 3,15+0,20 78,77 6,40
Yumurta
6 5,10+ 0,41 85,03 7,97
8 7,03 £0,65 87,84 9,18
10 9,49 £ 1,06 94,92 11,19
20 19,21 + 0,81 96,05 4,24
Flor.fenikol 4 3,31+0,20 82,68 6,12
Amin
6 5,33+0,25 88,90 4,74
8 7,49 £0,54 93,64 7,15
10 9,47 £0,85 94,75 9,02
20 18,92 + 1,88 94,60 9,91




Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik
Tekrarlanabilirlik ¢alismasi ise yine bes farkli dozda yiiklii 6rneklerle ayni giin igerisinde {i¢

tekrar olarak yapilmistir.

Tekrar iiretilebilirlik ¢alismalari

icin ise yukarida belirtilen

konsantrasyonlardaki orneklerin analizi 4farkli giinde yapilmistir. Bu analizlerin sonuglar1 Tablo
7’de belirtilmistir.

Tablo 7. Farkli matrikslerde florfenikol ve florfenikol aminin yiiklii doz seviyelerinde giin ici ve
giinler aras1 % Goreceli Standart Sapma (%RSD) degerleri.

Matriks Analit Yiikli Giin i¢i - % Goreceli Giinler aras1 - %
konsantrasyon Standart Sapma-RSD Goreceli Standart
(ppb) Sapma-RSD
Florfenikol 4 5,24 7,85
6 7,73 10,05
8 7,81 9,37
10 5,67 10,78
Yumurta 20 5,81 9,88
Sarisi Florfenikol 4 4,94 5,93
Amin 6 3,65 4,74
8 4,74 5,97
10 3,19 4,88
20 6,68 8,28
Yumurta Florfenikol 4 7,52 8,42
Beyazi
6 4,99 6,59
8 5,85 7,60
10 5,21 6,77
20 6,25 8,74
Florfenikol 4 1,99 6,18
Amin
6 7,84 9,40
8 5,49 7,85
10 8,12 9,09
20 6,26 7,96
Homojenize | Florfenikol 4 5,58 8,93
Yumurta
6 4,93 6,91
8 6,80 8,85
10 8,98 10,78
20 4,55 9,10
Florfenikol 4 1,52 5,05
Amin
6 3,90 9,04
8 4,53 8,69
10 3,34 10,43
20 1,52 4,73




Florfenikol ve Florfenikol Aminin Yumurtaya Gec¢is Miktari

Florfenikol uygulanan tavuklarin yumurta sarisi, aki ve tiim (homojenize) yumurtasina gegen
florfenikol konsantrasyonu giinlere gore sirasiyla Tablo 8, 9 ve 10’da verilmistir. Buna gore
florfenikol hangi yolla verilirse verilsin 20 mg/kg dozda verildiginde, ila¢ uygulamasini takiben
birinci giin alinan yumurtalarda (yumurta sarisi, aki ve homojenize yumurtada) en yliksek
konsantrasyonlarda tespit edilmis daha sonra gittikce azalarak 1, 2 ve 3. gruplarda 7. giinden
sonra, 4. grupta 8. giinden sonra, 5. grupta ise 9. giinden sonra belirlenme limitinin altinda
kalmistir.

Tablo 8. Florfenikol uygulanan tavuklarin ila¢ uygulamasi kesildikten sonra yumurta sarisina
gecen florfenikol miktar1 (ppb)

Gruplar (n=8)
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan 1 kez Kas i¢i Deri alt1 Agizdan 3 giin Agizdan 5 giin
1 278.92+11.29 312.174+34.59 328.66+24.55 297.89+24.45 322.03+30.17
2 200.64+12.34 245.44+21.67 226.74+21.45 269.81+21.31 297.89+24.45
3 150.08+9.99 187.75+11.12 185.75+12.99 164.58+£14.67 248.55+21.36
4 76.65+6.33 80.09+7.09 88.45+11.01 100.06+12.33 173.80+14.07
5 23.77+1.47 32.06+4.66 42.2345.81 43.3143.05 114.5849.14
6 10.04+1.13 11.9942.45 16.97+3.40 12.34+1.09 64.02+6.53
7 6.06+0.87 5.02+1.11 6.78+1.02 7.714£0.94 27.01+1.91
8 <LOD <LOD <LOD 2.65+0.06 13.46+0.94
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 6.88+0.71
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Tablo 9. Florfenikol uygulanan tavuklarin ilag uygulamasi kesildikten sonra yumurta

beyazina gecen florfenikol miktar1 (ppb)

Gruplar (n=8)
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan 1 kez | Kas ici Deri alt1 Agizdan 3 giin | Afizdan 5 giin
1 223.46+12.31 | 283.65+13.49 | 301.55+42.66 288.78+23.01 295.61+24.59
2 178.75+£13.42 | 189.67+12.10 | 204.89+22.05 254.39+20.02 290.03+21.16
3 109.65+10.75 | 88.6749.08 110.25+11.23 175.62+11.21 244.06+16.19
4 43.46+4.95 56.71+4.77 68.44+7.88 98.76+9.88 160.25+11.04
5 11.32+3.07 9.79+2.22 18.93+3.40 46.77+4.71 68.77+7.33
6 4.79+1.07 5.99+0.88 6.88+1.21 9.54+1.15 41.69+3.17
7 <LOD <LOD 2.23+0.32 4.44+0.72 17.09+£2.12
8 <LOD <LOD <LOD 2.87+0.23 8.82+1.15
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 4.86+0.77
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD




Tablo 10. Florfenikol uygulanan tavuklarin ila¢ uygulamasi kesildikten sonra yumurtasina

(homojenize yumurta) gegen florfenikol miktar1 (ppb)

Gruplar (n=8)
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan | kez | Kas ici Deri alt1 Agizdan 3 giin | Afizdan 5 giin
1 264.19+22.97 | 302.43+£21.23 | 316.78+12.77 290.71+£24.22 | 301.68+28.34
2 189.87+£10.99 | 201.33+£12.67 | 213.55+20.98 257.42+20.91 288.45+19.90
3 134.52+12.31 | 142.99+15.76 | 156.23£18.79 154.33+£14.44 179.31+11.07
4 56.91+£6.09 75.5546.01 70.03+4.87 99.07+11.28 102.2749.70
5 18.78+3.89 12.2442 .41 33.46+5.02 45.55+5.90 65.43+7.77
6 8.21+£0.99 4.77+0.39 10.92+2.47 11.28+2.01 36.71+4.28
7 5.1540.34 <LOD 4.67+1.00 5.39+0.83 12.82+1.96
8 <LOD <LOD <LOD 2.52+0.19 5.35+0.79
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 3.50+0.76
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Florfenikol uygulanan tavuklarin yumurta sarisi, aki ve tiim (homojenize) yumurtasina gegen
florfenikol amin konsantrasyonu giinlere gore sirasiyla Tablo 11, 12 ve 13’te verilmistir. Buna
gore florfenikol tek dozda agizdan, kas i¢i ve deri alt1 yolla 20 mg/kg dozda verildiginde, ilag
uygulamasini takiben ikinci glin alinan yumurtalarda (yumurta sarisi, aki ve homojenize
yumurtada) en yiiksek konsantrasyonlarda tespit edilmis daha sonra gittik¢ce azalarak 7. giinden
sonra belirlenme limitinin altinda kalmistir. Florfenikol aminin ikinci giin toplanan yumurtalarda
en yiiksek konsantrasyonda bulunmasinin nedeni metabolize olmasi i¢in gecen zamanla
aciklanabilir. Florfenikol amin, tek dozda ilag verilen tavuklardan farkli olarak, agizdan 3 veya 5
giin siireyle ilag uygulanan tavuklarin ilacin kesilmesini takiben 3. giin toplanan yumurtalarinda
en yiiksek konsantrasyonlarda oOl¢lilmiistiir. Bu durum ilacin iist iiste verilmesini nedeniyle
olabilir. Florfenikol amin de florfenikol gibi ilag uygulamasi kesildikten sonra 4. ve 5. grup harig
tim gruplarda 7. glinden sonra toplanan yumurtalarda Olgiilebilir miktarin altina diigmiistiir.
Yalnizca agizdan 3 ve 5 giin boyunca ila¢ uygulanan tavuklarda, ilacin kesilmesini takiben
sirastyle 8. ve 9. giin Olciilebilir miktarda florfenikol amin tespit edilmis, daha sonra 6l¢iilebilir
diizeyin altinda kalmistir. Florfenikol amin 7. Giin yalnizca deri alt1 yolla ilag¢ verilen tavuklarin
(Grup 3) yumurta sarisinda ve agizdan bir kez ila¢ verilen tavuklarin (Grup 1) yumurta
beyazinda 6lgiilebilir miktarin altinda kalmis, diger gruplarin hepsinde tespit edilmistir. Burada
da florfenikol kalintisinda oldugu gibi ilag hangi yolla verilirse verilsin florfenikol aminin
yumurtayla atilma siiresi tiim gruplarda (4. ve 5. grup hari¢) ayn1 olmustur. Yalniz agizdan 4 ve
5 giin siireyle ila¢ uygulanan tavuklarda florfenikol aminin arinma siiresi sirasiyle 8 ve 9 giin
olarak tespit edilmistir.




Tablo 11. Florfenikol uygulanan tavuklarin ilag uygulamasi kesildikten sonra yumurta

sarisina gecen florfenikol amin miktar1 (ppb)

Gruplar (n=8)
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan 1 kez | Kas i¢i Deri alt1 Agizdan 3 giin | Agizdan 5 giin
1 102.3549.80 108.44+7.63 106.52+11.29 110.37+12.79 118.59+10.48
2 276.55+£21.30 | 288.02+18.77 | 278.91+23.77 175.68+14.13 192.38+13.45
3 110.78+9.97 106.56+13.44 | 109.924+9.89 281.02+22.27 245.67+24.50
4 36.88+3.19 52.19+3.77 53.21+4.32 132.40+10.35 144.85+16.89
5 8.85+2.65 10.75+2.01 9.01+2.14 79.66+6.40 87.30+6.09
6 3.32+0.61 4.07+1.79 3.89+0.94 34.98+2.11 46.024+2.75
7 1.64+0.11 1.82+0.07 <LOD 8.77+1.01 20.99+1.25
8 <LOD <LOD <LOD 4.37+0.86 12.57+1.04
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 5.01+0.80
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Tablo 12. Florfenikol uygulanan tavuklarin ilag uygulamasi kesildikten sonra yumurta
beyazina gecen florfenikol amin miktar1 (ppb)

Gruplar (n=8)
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan 1 kez | Kas i¢i Deri alt1 Agizdan 3 giin | Agizdan 5 giin
1 73.87+6.66 82.91£9.70 86.73+7.99 105.67+14.78 115.16+10.81
2 238.41+£20.09 | 243.08+23.11 | 249.914+20.33 161.29+15.07 185.32+12.36
3 103.76£11.90 | 123.88+13.48 | 132.094+9.79 242.67+23.51 240.17+17.52
4 33.9844.52 42.1943.76 49.5144.00 121.33+11.19 139.90+11.73
5 9.71£1.55 12.87+1.02 13.41£1.90 65.40+5.82 89.74+7.34
6 1.44+0.32 3.29+0.86 4.38+0.99 29.02+2.24 44.81+6.49
7 <LOD 1.48+0.07 1.34+0.23 7.65+0.98 16.44+2.15
8 <LOD <LOD <LOD 3.01+0.46 9.83+0.96
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 4.33+0.62
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Tablo 13. Florfenikol uygulanan tavuklarin ila¢ uygulamasi kesildikten sonra yumurtasina
(homojenize yumurta) gegen florfenikol amin miktari (ppb)

Gruplar
Giin 1 2 3 4 5

Agizdan 1 kez | Kas igi Deri alt1 Agizdan 3 giin | Agizdan 5 giin
1 96.92+8.79 102.80+14.57 | 99.89+8.90 108.81+12.24 116.21+11.24
2 265.17+16.34 | 246.97+24.55 | 252.31+£25.16 169.37+13.65 190.75+10.60
3 110.014£9.76 86.79+8.08 124.21+17.87 270.08+20.46 244.36+25.71
4 57.91+6.78 47.89+4.71 51.10+£3.54 125.59+11.21 141.88+13.05
5 10.99+1.23 8.79+0.99 11.56+2.33 68.02+3.08 92.39+7.63
6 4.73+1.25 3.77+0.97 4.02+1.01 32.33£1.30 45.04+2.27
7 1.02+0.04 1.65+0.08 1.234£0.09 7.78+0.99 18.59+1.33
8 <LOD <LOD <LOD 4.05+0.43 10.65+0.84
9 <LOD <LOD <LOD <LOD 3.42+0.42
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD




Bu degerlere gore tek dozda ilag uygulanan gruplarda yumurtaya gecen florfenikol ve florfenikol
amin miktarinin verilen toplam florfenikol miktarina boliinmesiyle ilacin yumurtayla atilma
orant da belirlenmistir. Florfenikol agizdan, kas i¢i veya deri alt1 yolla verildiginde, yaklasik
%0.1 oraninda florfenikol ve %.0.08 oraninda florfenikol amin seklinde yumurtayla atilmis ve
bu miktarlarin yaklagik %57’si yumurta sarisinda belirlenmistir. Boylece hangi yoldan verilirse
verilsin yumurtaya gegme oraninin degismedigi goriilmiistiir.

Muhafaza Islemlerinin Kalintilara Etkileri

Oda (15 ile 20 °C arasinda) ve buzdolabi (+4 °C) isilarmin florfenikol ve florfenikol amin
kalintilarina yonelik etkileri 0., 4., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde arastirildi. Buna gore glinler arasi
her iki maddenin miktar olarak azalmasi anlamli bulundu (p<0.05). Oda 1sisinda muhafaza
edilen yumurtalarda florfenikol ve florfenikol aminin buzdolabinda muhafaza edilenlere gore
tim giinlerde daha diisiik miktarda kalinti icerdigi tespit edildi; ancak bu farklilik sadece
florfenikol i¢in 7., 14. ve 21. giinlerde anlamli bulundu (p<0.05) Farkli muhafaza kosullarinda
yumurtalardaki florfenikol ve florfenikol amin diizeyleri ppb diizeyinde Tablo 14’te
gosterilmistir.

Tablo 14. Yumurtay1 oda 1sisinda (15 ile 20 °C arasinda) ve buzdolabinda (+4 “C) saklamanin
florfenikol ve florfenikol amin kalintilarina etkisi (ppb).

Giin Florfenikol Florfenikol amin

(n=4) Oda 1s1s1 (15-20 °C) | Buzdolabi(+4 °C) Oda 1s151(15-20 °C) | Buzdolabi(+4 °C)
0 290.65+11.02° 290.65+11.02° 91.79+6.77° 91.79+6.77°

4 151.24+10.69" 167.43+8.18° 58.26+5.98° 58.61+5.85°

7 79.65+9.43% 105.1044.25% 28.95+5.03° 35.40+2.33°
14 68.23+8.74% 87.84+5.01% 20.5243.92¢ 24.37+1.20¢
21 29.43+4.91% 61.82+2.11% 10.42+1.54° 8.54+1.04°

28 18.57+3.48" 22.14+0.03" 6.7440.79" 7.06+1.21F

abcdef: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan degerler arasindaki fark énemlidir (p<0.05)
xy: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05)

Pisirme islemlerinin Kahntilara Etkileri

Farkli pisirme sekillerinde yumurtadaki florfenikol ve florfenikol amin kalinti miktar
degerlendirildi. Buna gore ¢ig ile haslama ( 1 ve 5 dk) ve tavada kizartilan yumurtalar arasinda
her iki madde bakimindan farklilik anlamli bulundu (p<0.05). Boylece gerek florfenikol ve
gerekse ana metaboliti olan florfenkol aminin 1stya olduk¢a duyarli olduklari ve 1s1
uygulamasiyla dekompoze olabilecekleri ortaya konuldu (Tablo 15).




Tablo 15. Cig, tavada kizartma ve haslamanin (1 ve 5 dk) florfenikol ve florfenikol amin
kalintilarina etkisi (ppb).

Kalint1 (n=8) Cig Kizartma Haslama (1 dk) Haslama (5 dk)
Florfenikol 265.45+13.67° 56.51+9.68" 35.67+4.57° 5.68+1.17
Florfenikol amin | 110.31£12.73* 19.77+4.71° 10.20+1.72¢ 4.57+0.92¢

abcd: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark onemlidir (p<0.05)

V. Sonuc ve Oneriler

Projede oOncelikle yumurtadan florfenikol ve onun ana metaboliti olan florfenikol aminin,
internal standart (kloramfenikol) varliginda fosfat buffer ¢ozeltisiyle (pH=7) ekstraksiyonu,
saflagtirilmast ve PDA dedektor ve C18 kolon kullanilarak HPLC teknigiyle analizi valide
edilmistir. Buna gore florfenikol, florfenikol amin ve internal standart olan kloramfenikoliin
alikonulma zamanlar yiiklii 6rneklerde sirasiyla 20.98; 13.37 ve 23.28 dakika, LOD ve LOQ
degerleri ppb olarak florfenikol i¢in sirasiyla 1.94 ve 6.45, florfenikol amin i¢in 0.48 ve 1.58
olarak bulunmustur. Ortalama geri kazanim degerleri florfenikol ve florfenikol amin igin
yumurta sarisi, yumurta beyazi ve homojenize yumurtada sirasiyla 86.57; 86.46; 88.52 ve
87.38; 89.95; 90.91 olarak tespit edildi. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik yoniinden
goreceli standart sapma (RSD) degerleri de kullanilan yontemin yumurtadan florfenikol ve
florfenikol aminin analizine uygun olacagi sonucuna varildi.

Florfenikol ve florfenikol aminin yumurtaya gegis konsantrasyonlarini belirlemek ic¢in yapilan
denemelerden 20 mg/kg dozda ilacin tavuklara agizdan, kas ici veya deri alt1 yolla uygulamasini
takiben birinci giin alinan yumurtalarda (yumurta sarisi, aki ve homojenize yumurtada) en yiiksek
florfenikol konsantrasyonu tespit edilmis daha sonra gittik¢e azalarak 7. glinden sonra belirlenme
limitinin altinda kalmistir. 3 ve 5 giin siireyle agizdan ilag uygulanan tavuklarin yumurtalarinda
ise sirastyle 8 ve 9 giin sonra kalintiya rastlanmamistir.  Florfenikol aminin en yliksek
konsantrasyonlari, tek dozda ilag uygulanan tavuklarin yumurtalarinda (yumurta sarisi, aki ve
homojenize yumurta) ikinci giin, 3 (Grup 4) veya 5 giin (Grup 5) agizdan ilag uygulanan
tavuklarda ise ilacin kesilmesini takiben 3. giin toplanan yumurtalarinda tespit edilmistir. Boylece
20 mg/kg dozda bir defada agizdan, kas i¢i veya deri alt1 yolla florfenikol uygulanan tavuklarin
yumurtalarindaki ila¢ kalintisinin tamamen arinma siiresi ilacin kesilmesini takiben 7 giin, 3 veya
5 giin siireyle uygulandiginda ise bu siirenin 8 giin oldugu tespit edildi.

Florfenikoliin yumurtlayan tavuklara agizdan veya parenteral yollarla uygulandiginda ilk giinden
itibaren elde edilen yumurtalara florfenikol ve florfenikol amin olarak gectiginin yani sira hangi
yoldan uygulanirsa uygulansin (agizdan, deri alt1 veya kas i¢i) uygulanan toplam dozun yaklagik
%0.1 oraninda florfenikol ve %.0.08 oraninda florfenikol amin olarak yumurtayla atilabilecegi ve
bu miktarlarin yaklagik %57 sinin yumurta sarisinda belirlendigi de ortaya konulmustur.

Ayrica degisik ortam 1silarinda yumurtalar1 muhafaza etmenin yumurtalarda bulunan kalintilara
yonelik etkileri arastirildiginda, gerek oda 1sisinda (15-20°C) ve gerekse buzdolabi (+4 °C)
1silarinda bekletilen yumurtalarda bulunan florfenikol ve florfenikol amin kalintilarinda anlamli
diizeylerde diisme goriilmesine ragmen 28. giine kadar hala kalint1 bulundugu goriilmiistiir. Ayn
sekilde yumurtaya uygulanan kizartma ve haglama (1 ve 5 dk) islemleriyle yumurtada bulunan
florfenikol ve florfenikol amin kalintilarinin miktarinda anlamh diizeylerde azalma goriilmesine
ragmen bu iglemlerin de kalintilar1 tamamen dekompoze edemedigi ortaya konulmustur.

Bilindigi gibi giiniimiizde hastaliklardan korunma ve sagaltimda ila¢ kullanimi kaginilmaz




olduguna gore Ozellikle kalinti kontrol programlarinin uygulanmadig: {ilkelerde tiiketici
konumundaki insanlar iirlinlerini tiiketirken daima ila¢ kalintili dirtinleri tiikettikleri kaygisiyla
psikolojik bir rahatsizlik ve giivensizlik igerisinde bulunurlar. Bu yoniiyle arastirma, ila¢ kalintili
iiriin bulunsa bile farkli degerlendirme kosullariyla tiiketildiginde s6z konusu ilag kalintisinin bir
zarar vermeyeceginin giivencesini vermekle oncelikle tiiketiciye; ekonomik giivence verme ve
halk saglig1 agisindan giivenilir iirlinler sunabilme rahatligi igerisinde olma bakimindan ilact
zorunlu olarak kullanan ve istem dis1 olarak bekletme siiresine uymadan yumurtalar: tiikketime
sunma durumunda kalan yetistiriciye ve ilaci satisa sunan firmaya hitap etmektedir. Bu ¢ercevede
degerlendirildiginde yumurta tavuklarinda kullanilma potansiyeli olan florfenikoliin yumurtalara
gectigi ve yumurtalarin degisik ortam 1silar1 ve siirelerde muhafaza edilmesi ve degisik pisirme
islemlerine maruz birakildiklarinda (kizartma, haglama) kalint1 diizeylerinde anlamli diizeylerde
diisme olsa bile etkinligini korudugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak florfenikoliin yumurtlayan
tavuklarda kullanilmamasi veya kullanilmak zorunda kalindiginda ilacin yumurtadan tamamen
arinma siiresine uyulmasi (agizdan 3 veya 5 giin kullanildiginda kalint1 arinma siiresi sirastyla en
az 7 veya 8 giin) ve bu siirede florfenikol kalintis1i iceren yumurtanin insan tiikketimine
sunulmamasi onerilebilir.
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VII. Ekler

a) Mali Bilango ve Aciklamalari

b) Makine ve Teghizatin Konumu ve lerideki Kullanimima Dair Agiklamalar

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim IlII'de yer almayan analiz ayrintilari)
d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapi Projeleri icin uygulanmaz)

e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapi Projeleri icin uygulanmaz)

NOT: Verilen kesin rapor bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, kesin rapor
Komisyon onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasmin yer aldigi CD ile birlikte
[sunulacaktir. Kesin raporda proje sonuclarin iceren, ISI’ min SCI veya SSCI veya
AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar arasi dizinlerce taranan hakemli
dergilerde yayinlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve Bulgular
boliimleri yerine kabul edilir.







