Sunus

Hayvancilik sektorii bakimindan biiyiik bir potansiyele sahip
olan iilkemizde bazi hayvan hastaliklarinin mevcudiyeti 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarla miicadelede
veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir teshis
yapilmast erken tedbir alinmasi agisindan son derece 6nemlidir.
Bu kapsamda veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinin alt
yapilar1 biitce imkanlar1 dogrultusunda siirekli iyilestirilmeye
caliglmaktadir. ~ Caligmalar ~ sonucunda,  Avrupa  Birligi
entegrasyonu icerisinde ulusal referans laboratuvar olusturulmus ve
Bakanligimiz Teshis ve Analiz Laboratuvarlarinin akreditasyonlar:
gerceklestirilmistir.

Son yillarda diinyada ve iilkemizde yeni hastaliklarin goriilmeye
baslamasi ve teknolojik gelismelere paralel olarak hastaliklarin
teshisinde yeni metotlar kullanilmaya baslanmistir. Gerek
tilkemizde kullanilan mevcut metotlarin gerekse uluslararasi kabul
gdrmiis yeni teshis metotlarinin tekrar gozden gecirilerek standart
operasyon prosediirlerin giincellenmesi amaciyla Bakanligimiz
yetkilileri, Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii
Uzmanlarmin koordineli olarak ¢alisacaklar: alt1 adet komisyon
olusturulmustur. Olusturulan komite tiyelerinin 6zverili calismalar:
sonucunda teshis metodu standart operasyon prosediirlerine son
hali verilmis ve tiim komisyonlarin ¢aligmalar1 bir araya getirilerek
“Teshiste Metot Birligi Kitab1” olusturulmustur. Tim Kamu ve
Ozel Veteriner Teshis ve Analiz Labaratuvarlar1 bu kitapta yer
alan bilimsel komitenin onayin1 almis teshis ve analiz metotlarin:
kullanacak ve bu suretle teshiste metot birligi saglanacaktir.

Gerek BakanlhigimizLaboratuvarlarindavegerekse Bakanligimizdan
ruhsatl Veteriner Teshis ve Analiz Laboratuvarlarda yayimlanmis
olan bu metotlar uygulanacak olup, analiz sonuglar1 ulusal referans
laboratuvarlar tarafindan dogrulandiktan sonra gegerli olacaktir.
Bilimsel komite iiyeleri belli zamanlarda bir araya gelip, gelismeleri
takip ederek biinyelerinde ¢aligmalarina devam edecek ve yeni
gelistirilen metotlarin mevcutkitabailavesiyle kitabin giincellenmesi
temin edilecektir. Yeni gelistirilen veya ilk defa kullanilacak bir
metodun Standart Operasyon Prosediirii olusturulup bilimsel
komitenin onayindan gegtikten sonra kullanilmaya baglanacaktir.
AB miiktesebatina uyumlagtirma ¢alismalarmin aktif olarak
yuritildigi bu giinlerde, Genel Midiirliigiimiiz, Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii Uzmanlarinin gayretli
calismalar1 sonucu hazirlanan Teshiste Metot Birligi kitabinin
tilkemize yararli olacagini umuyor ve bu konuda emegi gecenlere
tesekkiir ediyorum.

Dr. M. Mehdi EKER
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakan
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AGIR METALLERIN AAS
ILE ANALIZI METODU

1.

AMAC

Bu metot, hayvansal doku ve iiriinlerde, yem ve yem hammaddelerinde agir metallerin varligini ve

miktarini belirlemeyi amaglar.

2.
Bu

UYGULAMA ALANI

metot Atomik Absorbtion Spektrometre -AAS sistemlerinin kullanarak kursun, bakur,

kadmiyum, civa ve ¢inko gibi elementlerin analizini kapsamaktadir.

3.

TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1. Testoncesindelaboratuvar kogullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

12

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢aligiimals, Onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidur.

Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

Bulagma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun
kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya

pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul
Talimat1” esas alinmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/
Uluslar arasi prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili gtincel gelismeler takip edilmelidir.

Kullanilan AAS sistemi ve lambalar1 her analiz dncesi kontrol edilmelidir.

Kullanim sonrast AAS sistemi ve lambalar1 gerekli bakim ve temizlik yapilarak uygun sartlarda
saklanmalidir.

TESHISTE METOT BIRLIGI
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Agir metal/Metal: Agir metal terimi, arsenik, kadmiyum, krom, kursun gibi ¢ogunlukla giiclii

zararli etkisi olan ve organizma i¢in gerekli olmayan elementleri ifade eder. Cinko, demir gibi
bazi elementler ise viicut icin gereklidir. Ancak, bu elementlerin yiiksek dozlari da canlilarda
zehirlenmelere neden olur. Elementler yerytizii kabugunun dogal unsurlaridir. Cografik 6zelliklere
bagli olarak dogal su kaynaklar1 ve toprakta, dolayisiyla boyle yerlerde yetisen bitkilerde farkh
diizeylerde element bulunur. Ozellikle endiistriyel faaliyetler cevredeki metal/zararli metal yiikiinii
onemli o6l¢iide artirir. Agir metaller, insan ve hayvanlarda genellikle agiz (yem, gida, su vb) ya da

solunum yoluyla viicuda girerek gesitli zararl etkilere neden olur.
Spike: standart madde yiiklenmis marazi madde 6rnegi.

AAS: Atomik Absorbtion Spektrometre

Hidriir Sistem

Flame sistem

Grafit sistem

Mikrodalga firin

Kl firini

DIS: Deiyonize su

MRL:Maksimum rezidii limiti

MRPL:Minimum required performans level

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Agir metal zehirlenmesi veya kalintilarinin aragtirilmasi amaciyla, laboratuara gelen hayvansal
doku ( et, karaciger, bobrek, mide ve barsak igerigi ve {irtinlerin) ve siipheli numunelerin ( su,
yem v.s.) ekstraksiyon yontemi ile kiil firini veya mikrodalga firin kullanilarak organik dokulardan
uzaklastirlmas1 ve agir metal bakiyelerinin uygun ¢oziiziilerle ¢6ziinerek AAS sisteminde test

edilmesi iglemlerini kapsamaktadir.

Bu metot 4 basamakta uygulanir;

1. Stipheli numuneler yapilarina gore olasi agir metal kalintilarinin dokulardan ayristirilmas igin
Nitrik asit, HCI gibi giiclii asidik ¢ozeltilerle isleme tabii tutularak ¢oziinmesi saglanir.

2. Agir metaller kil firminda organik maddelerden ayristirilarak kalan bakiyeleri test edilmesi
icin uygun ¢oziiciilerle ¢oziiniir.

3. Olast agir metal diizeylerinin 6l¢limii igin dncelikle standart ¢ozeltilerle performans testi
yapilarak AAS’ ye verilmek tizere hazirlanir.

4. AAS sistemi ile analizin yapilmasi.

www.tarim.gov.tr 13
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar
1. 50 mllik balon joje

100 ml. balon joje

250 mllik balon joje

100 mLlik beherler

250 mllik beherler

250 ml. erlenmayer

100 ml. meziir

250 ml. meziir

50 cc.lik huni

10. 100cc.lik huni

L o N o Uk~ W N

11. Porselen kroze

12. Kroze tutucu masa

7.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Deiyonize su
Nitrik Asit (Analitik saflikta)
Hidrojen Peroksit (Analitik saflikta)
(NH,)H,PO, (M=115,03 g/moldan % 1’lik )
Mg (NO,),6H,0 (M=256,41 g/moldan % 1lik)
% 65 Nitrik asit (Analitik saflikta)
% 30 Hidrojen peroksit (Analitik saflikta)
% 2 Nitrik asit: 1 Clik bir balon joje igerisine 2 ml HNO, (% 65) konulur. Daha sonra balon joje

isaret ¢izgisine kadar saf su ile doldurulur.

9. Matrix modifier ¢ozeltisi: 100 uL. Mg(NO,), +1 mL NH, H_ PO, dan ve ultra saf su ile 10 mLye

tamamlanir,

10. Referans Maddeler

® N Uk »

[] Kadmiyum standardi ( Ana stok -1000ug/mL)
[] Sertifikali referans standart madde (kursun, bakir, ¢inko, kadmiyum ve civa)

14 TESHISTE METOT BIiRLIGI
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11. Standart Cozeltiler

I R [ [ I [ o |

Kadmiyum standardi-Ana stok (1000 pg/ml-1000 ppm)

Diliie kadmiyum standardi-Ara stok (1000 pg/ L-1000 ppb): Ana stok kadmiyum
standardindan 0.1 mL alinir ve 100 mLye ultra saf su ile tamamlanir.

Kadmiyum ¢aligma standardu (2 pg/L: 2 ppb): Ara stok kadmiyum standardindan
0.2 mL alinir ve 100 mLye ultra saf su ile tamamlanur.

Diger referans standart ¢ozeltiler de benzer sekilde hazirlanarak ¢alisma her bir icin ayr1 ayr

hazirlanir.

7.3. Numune Analizi

1.

Analiz i¢in gelen hayvansal dokularin sadece yenilebilinir kisimlar1 analizlerde kullanilir.
Alinan 6rnekler 6ncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan

sekilde (sabit tartim agirhgina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gerceklestirilir.

Daha sonra farkli numuneler i¢in uygun yakma programina gore 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital
terazide tartilir, sonra da mikrodalga firinin numune kaplarma (Vassell) konularak iizerine 6
mL nitrik asit (% 65 HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,0,) ilave edilir.

Asagida gosterilen dort basamakta 1s1, gli ve Siire (minute) programi uygulanir.

Adim Giig (watts) Siire (minute)

1 250 3

630 5

2
3 500 22
4 0 15

Bu program 12 teflon kap i¢in uygundur. Eger daha az 6rnekle calisilacaksa diger kaplara sadece
reagent konulmalidir.

Sistematik hatalara izin vermemek i¢in sertifikali bir referans materyal veya miktarini bildigimiz

standart ¢ozeltiyi 6rnek partiye dahil etmek gerekir.
Coziimleme islemi sonrast numuneler sogumaya birakilir.

USS ile numune kaplarinin temas yerleri yikanarak 15 ml'lik polietilen tiiplere aktarilir ve 15

ml tamamlanir.

www.tarim.gov.tr 15
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7.4. Cihaz Parametreleri

TESHISTE METOT BIRLIiGI

AAS Grafit Firin Islem parametreleri asagidaki Tabloda yer almaktadir.
"Hollow Catod Lamps" kadmiyum lambasi kullanilir. Cihaz asagidaki parametrelere gére ayarlanur.

Dalga ) . ) . Lamba | . Okuma
Slit .. | Isaret | Kalib. | Aspirasyon Olctim | Tekrar Gaz
Boyu Enerji o o o Akimi o Zamani
Aralik Tipi Tipi Stiresi (s) Tipi Okuma Akimi
(nm) (mA) (s)
AA- Peak Hava /
228.8 0.7 100 Linear 4 210 2 4
BG Area Argon

Hava subapi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) oluncaya kadar agilir.Argon tiipii agilir ve basinci
80-100 psi (6-7 kg/cm?)’ye ayarlanur.

Cihaz talimatnamesinde belirtilen sartlar girilir; referans standart ¢ozeltilerin her birinden
belli oranlarda 20 mLyi tamamlayacak sekilde 110 °C’ye 5 sde ¢ikarilip 15 s siireyle ¢oziiciiniin
kaynama noktasina kadar 1sitilmis ve ardindan 130 °C’ye 10 sde ¢ikarilip, 20 s siireyle ¢oziicii
buharmin homojen bir 1sitma-kurutma sistemiyle ortamdan uzaklastirilmasi saglanir.
Kiillestirme 1s1s1 550 °Cde ¢ikas siiresi (Ramp Time) 15 s tutma stiresi (Hold Time) 30 s olacak
sekilde, atomizasyon 1sis1 da 1450 °Cde ¢ikis siiresi (Ramp Time) 0 s tutus siiresi (Hold Time)
4 s'ye ayarlanir. 2450 °Cde temizleme islemi gerceklestirilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin absorbans zemini sifirlanir. Kér ve ¢alisma standard: (2 mg/L) ile
kiillestirme ve atomizasyon 1silar1 uygun absorbansda pik verinceye kadar deneme yapilir.

Isilar ayarlandiktan sonra, kalibrasyon egrisi cizdirilir. Giiven araligi 0.99500-1.00000 ile
kalibrasyon kat say1sinin % 99.5 arasinda olmast saglanir.

Daha sonra ara stok standart ile hazirlanan ¢aliyma standardi otomatik kalibrasyonda,
kurutma-kiillendirme-atomizasyon iglemleri yapilarak matriks diizenleyici ¢ozeltiden 5 ul
standartlara ilave edilir ve Kalibrasyon Egrisi ¢izdirilir. Sonra referans standart ¢ozeltilerin
giiven aralig1 0.99500-1.00000 arasinda en yiiksek absorbansi veren kalibrasyon egri degerleri
alinir. Kalibrasyon lineriteye uyumlu olmayan ¢ozelti okuyucusu (ignore) devre dist birakilir
veya ayni nolu ¢ozelti tekrar okutulur. Orneklere Matriks diizenleyici ¢ozeltiden otomatik
pipetle 5 ul 6rneklere ilave edilir ve yukaridaki sartlara uyum saglayarak kurutma, kiillendirme
ve atomizasyon islemine tabi tutulur. Coziimlenmis doku 6rnekleri 15 mlye tamamlanir.
Numunelerin her bir grup analiz sonuglarinin degerlendirilmesi icin AAS’ye sirastyla Calisma
standardi, USS, tanik numune, sertifikali referans materyal enjeksiyonundan sonra analizi
yapilan numuneler enjekte edilir. Numune spektroskopi ile standart spektroskopi ve spike/
referans materyal karsilastirthr ve kontrol edilir. Pozitif bulunan sonuglar ise AASde tekrar
okutularak teyit edilir.

Verilerin Kayit edilmesi

Sonuglar cihaza kaydedilirken asagidaki dosyalama sistemi kullanilir;

Datalar1 kaydetmek icin: C:\ Data \ Analiz yili \ Grup adi \ Matriks \ (Numuneler, Performans, ,
Standart, Raporlar) ;dosyalar1 agihr.

16
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Deneme ¢alismalar: icin: C:\Data \ Grup adi \ Analiz yili \ Deneme; Burada agilan deneme
dosyasina analize baslamadan 6nce analizde kullanilan herhangi bir ekipman, cihazin veya

¢Ozeltinin ¢aligip calismadiginin kontrolii yapilmak iizere yapilan analizler kaydedilir.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Bilgisayara bagl cihazin otomatik hesaplamasiyla monitore yansiyan 6n degerlerinden ¢ikti alinir
ve elde edilen veriler formiil kullanilarak hesaplanir.

Hesaplama: C=CX (V/W)

W= Alinan test 6rneginin tartim miktari (g)

V= Test 6rneginin tamamlanan hacmi (mL)

C= Olgiilen elementin son konsantrasyonu (pg/Kg)

C.= Test 6rnegindeki elementin son konsantrasyonu (ug/Kg) / (ug/L= ppb)

NOT: 1.AOAC 999.10 Metodunun Laboratuvar sartlar altinda valide edilerek GF-AAS ile
kadmiyum tayini yapilir.
2.Analizi yapilan ornek tiiriine gore sonuglar < 0,05-01 mg/L Tiirk Gida Kodeksi Tebligi 2008/26

referans degerin altinda ise negatif, yiiksek ise pozitif olarak degerlendirilir.

www.tarim.gov.tr 17
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9.REVIZYON
Bu analiz talimati ile ilgili yapilan giincellemeler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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HAYVANSAL DOKU ORNEKLERINDE
KADMIYUM ELEMENTININ AAS
ILE ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu, hayvansal doku 6rneklerinde kadmiyum diizeylerinin GF-AAS teknigi ile

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal doku 6rneklerinde kadmiyum elementinin kantitatif belirlenmesini

amaglar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gecirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik dzellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

S. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonras ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmast ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

www.tarim.gov.tr 19




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
o | TESHISTEMETOT BIRLIGI

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

GF-

AAS: Grafit-atomic absorption spectroscopy,

AAS : Atomic absorption spectroscopy

Cd

: Kadmiyum

EDL : Electrodeless Discharge Lamps

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Test metodu iki asamadan olusur;

1. Numunenin mikrodalga yakma yontemi ile yakilmas:

2. GF-AAS ile analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1.

1.

2
3
4.
5
6

7.2.

1.

2
3
4.
5
6

7.3.

L.
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Kullanilan Ekipmanlar
Santrifiij

. AAS

Otomatik pipet ve uglari
Tiip karstirici (Vortex)
Cam tiip ve tiip sporlar1 (portekii)

Standart laboratuar cam malzemesi (balon joje, beher, pipet)

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ultra saf su (18 M(Q))

Nitrik Asit (HNO,, Analitik saflikta)

Hidrojen Peroksit (H,O,, Analitik saflikta)

Kadmiyum standardi (1000pg/mL)

Amonyum Hidrojen Fosfat (NH,)H,PO,, M=115,03 g/moldan % 1lik)
Magnezyum Nitrat (Mg (NO,), 6H,0, M=256,41 g/moldan % 1'lik)

Numune Analizi

Laboratuara ulagtirllan numuneler analize alinincaya kadar derin dondurucuda (-15,-20°C)
muhafaza edilir.

Analiz i¢in gelen dokular kesilir, balikla ¢alisilirken sindirim organlari ile kaslarin bulasmasini
onlemek i¢in karm boslugu duvarina zarar vermemeye dikkat edilmelidir. Sadece kash kisim

analizlerde kullanilir.
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Sardalya, hamsi gibi bazi balik tiirlerinin kiigiikleri gibi kil¢iklar: ve derisi ile yenilen baliklarin
timi analizlerde kullanilr.

Alinan 6rnekler dncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan

sekilde (sabit tartim agirhigina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gerceklestirilir.

Daha sonra farkli numuneler i¢in uygun yakma programina gore 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital

terazide tartilir.

Mikrodalga firinin numune kaplarina (Vassell) konularak ve {izerine 6 mL nitrik asit (% 65
HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,O,) ilave edilir.

Asagida gosterilen {i¢ basamakta 1s1, gii¢ ve siire programi uygulanir.

Basamaklar Isi=(Tem. °C) Giig=(Power W)  Zaman= (Time min)
1. Basamak 130 % 80

2. Basamak 155 % 80

3. Basamak 170 % 80 12

* 10 numune igin bu program uygulanir, her eksik numune igin giig % 10 azaltilir (6).

CGoziimleme islemi sonrasi numuneler sogumaya birakilir ve 15 mllik polietilen tiiplere
aktarilir.

Sistematik hatalara izin vermemek icin sertifikali bir referans materyal veya miktarini bildigimiz
standart ¢ozeltiyi 6rnek partiye dahil etmek gerekir. Coziimleme islemi sonrast numuneler
sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere aktarilir, USS ile numune kaplarinin temas
yerleri yikanarak ve sonra AASde okutulur.

7.4. Cihaz Parametreleri

1. EDL kadmiyum lambasi kullanilir. Cihaz asagidaki parametrelere gore ayarlanir.

Dalga Slit .. | Isaret | Kalibrasyon | Aspirasyon Lamba Olgiim | Tekrar Okuma Gaz
Boyu Aralhig Enerji Tipi Tipi Stiresi (s) Al Tipi Okuma Zaman Akimi
(nm) (mA) (s)
AA- . Peak Hava /
2288 | 0.7 100 BG Linear 4 210 Area 2 4 Argon
2. Argon tiipii agilir ve basinci 80-100 psi (6-7 kg/cm?)’ye ayarlanir.
3. Hava supabi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) ayarlanir.
www.tarim.gov.tr 21
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10.

Cihaz talimatnamesinde belirtilen sartlar girilir; referans standart ¢ozeltilerin her birinden
belli oranlarda 20 mLyi tamamlayacak sekilde 110 °C’ye 5 sde ¢ikarilip 15 s siireyle ¢oziiciiniin
kaynama noktasina kadar 1sitilmis ve ardindan 130 °C’ye 10 sde ¢ikarilip, 20 s siireyle ¢oziicii

buharmin homojen bir 1sitma-kurutma sistemiyle ortamdan uzaklastirilmasi saglanir.

Kiillestirme 1s1s1 550 °Cde gikas siiresi (Ramp Time) 15 s tutma siiresi (Hold Time) 30 s olacak
sekilde, atomizasyon 1sis1 da 1450 °Cde ¢ikis siiresi (Ramp Time) 0 s tutus siiresi (Hold Time)

4 s'ye ayarlanir. 2450 °Cde temizleme islemi gerceklestirilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin absorbans zemini sifirlanir. Kor ve ¢alisma standardi 2 mg/L (2 ppm)

ile kiillestirme ve atomizasyon 1silar1 uygun absorbansda pik verinceye kadar deneme yapilir.

Isilar ayarlandiktan sonra, kalibrasyon egrisi cizdirilir. Giiven araligi 0.99500-1.00000 ile

kalibrasyon kat sayisinin % 99.5 arasinda olmasi saglanr.

Daha sonra ara stok standart ile hazirlanan ¢aligma standardi otomatik kalibrasyonda,
kurutma-kiillendirme-atomizasyon iglemleri yapilarak matriks diizenleyici ¢ozeltiden 5 ul
standartlara ilave edilir ve Lineer Curve ¢izdirilir. Sonra referans standart ¢ozeltilerin giiven
aralig1 0.99500-1.00000 arasinda en yiiksek absorbansi veren kalibrasyon egri degerleri alinur.
Kalibrasyon lineriteye uyumlu olmayan ¢ozelti okuyucusu (ignore) devre dis1 birakilir veya

ayn1 nolu ¢ozelti tekrar okutulur.

Orneklere Matriks diizenleyici ¢ozeltiden otomatik pipetle 5 pl érneklere ilave edilir ve
yukaridaki sartlara uyum saglayarak kurutma, kiillendirme ve atomizasyon islemine tabi
tutulur.

Coziimlenmis doku oOrnekleri 15 mlye tamamlanir. Numunelerin her bir grup analiz
sonuglarinin degerlendirilmesi icin AASye sirasiyla standart, USS, tanik numune, sertifikali
referans materyal enjeksiyonundan sonra analizi yapilan numuneler enjekte edilir. Numune
spektroskopi ile standart spektroskopi ve spike/referans materyal karsilastirilir ve kontrol edilir.
Pozitif bulunan sonuglar ise AASde tekrar okutularak teyit edilir.

7.5. Sonuglari Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

L.

22

Bilgisayara bagli cihazin otomatik hesaplamasiyla monitore yansiyan degerleri ¢ikt1 (printer)

olarak alinir.

Elde edilen veriler 6rnek seyreltme kat sayis1 ile ¢arpilarak hesaplanir. Cihazda Okunan Deger
(COD x Seyreltme katsayisi= Sonug)

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidur.
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HAYVANSAL DOKU ORNEKLERINDE
KURSUN ELEMENTININ AAS
ILE ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu, hayvansal doku orneklerinde kursun diizeylerinin GF-AAS teknigi ile

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal doku 6rneklerinde kursun elementinin kantitatif belirlenmesini

amaglar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1.
2.

24

Test 6ncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢aligiimals, Onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

Bulasma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

GF-AAS: Grafit-atomic absorption spectroscopy,
AAS  :atomic absorption spectroscopy

Pb : Kursun

HCL :Hollow Cathode Lamp

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Test metodu iki asamadan olusur;

1. Numunenin mikrodalga yakma yontemi ile yakilmasi
2. GF-AAS le analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipman

1. Santrifiij
AAS
Otomatik pipet ve uglar1

2

3

4. Tup karistiric1 (Vortex)

5. Cam tiip ve tiip sporlari (portekii)
6

Standart laboratuar cam malzemesi (balon joje, beher, pipet)

7.2. Kullanilan Kimyasallar
1. Ultra saf su (18 MQ))

2. Nitrik Asit (HNO,, Analitik saflikta)

3. Hidrojen Peroksit (H,O,, Analitik saflikta)

4. Kursun standard1 ( 1000pg/mL)

5. Amonyum Hidrojen Fosfat (NH,)H,PO,, M=115,03 g/moldan % 1'lik)
6. Magnezyum Nitrat (Mg (NO,), 6H,0, M=256,41 g/moldan % 1’lik)

7.3. Numune Analizi
1. Laboratuara ulastirilan numuneler analize alinincaya kadar derin dondurucuda (-15,-20°C)
muhafaza edilir.

2. Analiz i¢in gelen dokular kesilir, balikla ¢alisilirken sindirim organlari ile kaslarmn bulagmasin
onlemek i¢in karm boslugu duvarina zarar vermemeye dikkat edilmelidir. Sadece kash kisim

analizlerde kullanilir.
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3. Sardalya, hamsi gibi baz1 balik tiirlerinin kiigtikleri gibi kil¢iklar1 ve derisi ile yenilen baliklarin
timi analizlerde kullanihr.

4. Alnan 6rnekler dncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan

sekilde (sabit tartim agirhigina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gerceklestirilir.

5. Daha sonra farkl numuneler i¢in uygun yakma programina gére 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital

terazide tartilir.

6. Mikrodalga firimin numune kaplarina (Vassell) konularak ve iizerine 6 mL nitrik asit (% 65
HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,O,) ilave edilir.

7. Asagida gosterilen ii¢ basamakta 1s1, glig ve siire programi uygulanir.

Basamaklar Isi=(Tem. °C) Giig=(Power W)  Zaman= (Time min)
1. Basamak 130 % 80 8

2. Basamak 155 % 80 5

3. Basamak 170 % 80 12

* 10 numune igin bu program uygulanir, her eksik numune igin giig % 10 azaltilir (6).

8. Coziimleme islemi sonrast numuneler sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere
aktarilir.

9. Sistematik hatalara izin vermemek icin sertifikali bir referans materyal veya miktarini bildigimiz
standart ¢ozeltiyi 6rnek partiye dahil etmek gerekir. Coziimleme islemi sonrasi numuneler
sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere aktarilir, USS ile numune kaplarinin temas

yerleri yikanarak ve sonra AASde okutulur.

7.4. Cihaz Parametreleri:
1. “Hollow Cathode” kursun lambasi kullanilir. Cihaz asagidaki parametrelere gore ayarlanir.

BD:)ilga Slit Enerji | isaret Tipi Kalibrasyon | Aspirasyon Lam] ba Olgiim | Tekrar (Z)alkﬁll;ri Gaz

(m}rf:; Arahi g P Tipi Stiresi (s) (mA) Tipi Okuma ®) Ak
. Peak Hava/

2833 0.7 100 AA-BG Linear 4 10 Area 2 2 Argon

2. Argon tiipii agilir ve basinc 80-100 psi (6-7 kg/cm?)’ye ayarlanur.
3. Hava supabi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) ayarlanir.
4. Asetilen tiipti agilir ve basinci 14 psi (0.9 Bar) ayarlanir.
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Cihaz talimatnamesinde belirtilen sartlar girilir; referans standart ¢ozeltilerin her birinden belli
oranlarda 20 pLyi tamamlayacak sekilde 110 °Cye 5 s* de ¢ikarilip 15 s siireyle ¢oziiciiniin
kaynama noktasina kadar 1sitilmis ve ardindan 130 °C’ye 10 sde ¢ikarilip, 20 s siireyle ¢oziicii

buharmin homojen bir 1sitma-kurutma sistemiyle ortamdan uzaklastirilmasi saglanir.

Kiillestirme 1s1s1 550 °Cde gikas siiresi (Ramp Time) 15 s tutma siiresi (Hold Time) 30 s olacak
sekilde, atomizasyon 1sis1 da 1450 °Cde ¢ikis siiresi (Ramp Time) 0 s tutus siiresi (Hold Time)

4 s'ye ayarlanir. 2450 °Cde temizleme islemi gerceklestirilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin absorbans zemini sifirlanir. Kor ve ¢alisma standard: (10 ug/L) ile

kiillestirme ve atomizasyon 1silar1 uygun absorbansda pik verinceye kadar deneme yapilir.

Isilar ayarlandiktan sonra, kalibrasyon egrisi cizdirilir. Giiven araligi 0.99500-1.00000 ile

kalibrasyon kat sayisinin % 99.5 arasinda olmasi saglanr.

Daha sonra ara stok standart ile hazirlanan g¢aligma standardi otomatik kalibrasyonda,
kurutma-kiillendirme-atomizasyon islemleri yapilarak matriks diizenleyici ¢ozeltiden 5 ul
standartlara ilave edilir ve Lineer Curve cizdirilir. Sonra referans standart ¢ozeltilerin giiven
aralig1 0.99500-1.00000 arasinda en yiiksek absorbansi veren kalibrasyon egri degerleri alinur.
Kalibrasyon lineriteye uyumlu olmayan ¢ozelti okuyucusu (ignore) devre dis1 birakilir veya

ayn1 nolu ¢ozelti tekrar okutulur.

Orneklere Matriks diizenleyici ¢ozeltiden otomatik pipetle 5 pL orneklere ilave edilir ve
yukaridaki sartlara uyum saglayarak kurutma, kiillendirme ve atomizasyon islemine tabi
tutulur.

Coziimlenmis doku oOrnekleri 15 mLye tamamlanir. Numunelerin her bir grup analiz
sonuglarinin degerlendirilmesi icin AAS’ ye sirasiyla standart, USS, tanik numune, sertifikali
referans materyal enjeksiyonundan sonra analizi yapilan numuneler enjekte edilir. Numune
spektroskopi ile standart spektroskopi ve spike/referans materyal karsilastirilir ve kontrol edilir.
Pozitif bulunan sonuglar ise AAS’ de tekrar okutularak teyit edilir.

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1.

Bilgisayara bagli cihazin otomatik hesaplamasiyla monitore yansiyan degerleri ¢ikt1 (printer)

olarak alinir.

Elde edilen veriler 6rnek seyreltme kat sayisi ile garpilarak hesaplanir. Cihazda Okunan Deger
(COD x Seyreltme katsayisi= Sonug)

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidur.
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KAN SERUMUNDA VE DOKULARDA
BAKIR ELEMENTININ AAS iLE
ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda bakir diizeylerinin F-AAS teknigi ile

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda bakir diizeylerinin kantitatif belirlenmesini

amaglar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alistimals, Onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

F-AAS: Flame-atomic absorption spectroscopy;,

AAS : Atomic absorption spectroscopy
Cu
HCL : Hollow Cathode Lamp

: Bakar

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

F-AAS, prosediiriinde spesimenlerin yiiksek sicaklikta 1sitilip iyonik bakirin (Cu), atomik bakir
buharma dontistiiriilmesiyle karakteristik dalga boyu olan 324.8 nm bakur tarafindan absorblanan
151k miktarmin kantitatif olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipman
1.

2
3
4.
5
6

Santrifij

F-AAS

Otomatik pipet ve uglar1

Tiip karstirici (Vortex)

Cam tiip ve tiip sporlari (portekii)

Standart laboratuar cam malzemesi (balon joje, beher, pipet)

7.2. Kullanilan Kimyasallar
1.

2
3.
4

Ultra saf su (18 M(Q))

Nitrik Asit (HNO,, Analitik saflikta)
Hidrojen Peroksit (H,O,, Analitik saflikta)
Bakar standardi ( 1000pg/mL)

7.3. Numune Analizi
1.

30

Laboratuara ulagtirilan numuneler analize alinincaya kadar derin dondurucuda (-15,-20°C)

muhafaza edilir.

Analiz i¢in gelen dokular kesilir, balikla ¢alisilirken sindirim organlari ile kaslarin bulasmasini

onlemek icin karin boslugu duvarina zarar vermemeye dikkat edilmelidir. Sadece kasl kisim
analizlerde kullanihr.

Sardalya, hamsi gibi bazi balik tiirlerinin kiigiikleri gibi kil¢iklar1 ve derisi ile yenilen baliklarin
timi analizlerde kullanilir.
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4. Alnan 6rnekler 6ncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan
sekilde (sabit tartim agirhigina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gergeklestirilir.

5. Daha sonra farkli numuneler i¢in uygun yakma programina gore 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital
terazide tartilir.

6. Mikrodalga firinin numune kaplarina (Vassell) konularak ve tizerine 6 mL nitrik asit (% 65
HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,O,) ilave edilir.

7. Asagida gosterilen ii¢ basamakta 1s1, giic ve siire programi uygulanir.

Basamaklar Isi=(Tem. °C) Giig=(Power W)  Zaman= (Time min)

1. Basamak 130 % 80

2. Basamak 155 % 80

3. Basamak 170 % 80 12

* 10 numune i¢in bu program uygulanir, her eksik numune igin gii¢ % 10 azaltilir (6).

Coziimleme islemi sonrast numuneler sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere
aktarilir.

Serum bakirinin saptanmasi i¢in serum esit miktarda ultra saf su ile sulandirilir (1/4 oraninda

sulandirma)

7.4. Cihaz Parametreleri:

1.

AR o

“Hollow Cathode” bakir lambasi kullanilir. Lamba 151k yoluna ve selektorii 2’ye, lamba akim
giicii 30 mAe, lamba 151k yolunu (Slit Width) 0.7’ye, enerjiyi (Evergy) 100e, aspirasyon siiresi
4 saniyeye, dalga boyunu (Wavelength) 324.8 nm'ye, isaret tipi (Type) AAya, okuma siiresini
(Read Time) 5e, ol¢tim siiresini (Time average)ye, alev tipi (Flame Type) : Hava/Asetilene
ayarlanir.

Hava supabi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) ayarlanur.
Asetilen tiipti agilir ve basinci 14 psi (0.9 Bar) ayarlanir.
Argon tiipii agilir ve basmci 50-100 psi (5.0 kg/cm?) ayarlanir.

Cihaz talimatnamesinde belirlendigi gibi sartlar cihaza kaydedilir. Alev yakilarak alevin kesiksiz
kendine 6zgii yanis1 kontrol edilir. Analizlere baglamadan 6nce 5-10 dakika isitilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin 0 kontrolii yapilir (cihaz absorbans zemini sifirlanir).

Hazirlanan galisma standartlari sira ile verilerek kalibrasyon egrisi ¢izdirilir ve gliven arahiginin
0.99500-1.00000 ile kalibrasyon kat sayis1 (C.V.) % 99.5 arasinda olmasi saglanur.
Sulandirilmis serum 6rnekleri (1/4 oraninda) cihaza verilerek okutulur. Diger 6rneklerde
okunan deger standart deger iizerinde olursa seyreltmenin arttirilmasi gerekebilir.

Okunan 5-10 ornekten sonra kor ve standartlarla cihazin kontrolii yapilir ve daha sonra
orneklerin okunmasina devam edilir.
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1.

Bilgisayara bagli cihazin otomatik hesaplamasiyla monitore yansiyan degerleri ¢ikt1 (printer)

olarak alinir.

Elde edilen veriler 6rnek seyreltme kat sayisi ile garpilarak hesaplanir. Cihazda Okunan Deger
(COD x Seyreltme katsayisi= Sonug)

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

Makino, T. and Takahara, (1981). Direct Determination of Plasma Copper and Zinc in Infants
by Atomic absorptionm with Discrete Nebuluzation. Clin. Chem. 27, 1445

Taga, Y., Aslan, D., Giiner, G., Kutay, EZ. (1998). Tibb1 laboratvuvarlarda standardizasyon ve
Kalite Yonetimi el kitabi. Mart matbacilik hizmetleri A.S. ANKARA.

Anon., (2000). Perkin-Elmer, Analytical methods for atomic absorption Spectropfometry.
Laboratuar el kitabi.

Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi.: 2011/28157 ve Agir Metal (Cd, Pb) Seviyesinin
Resmi Kontrolii i¢in Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi
2011/31.

Rose M, Knaggs M, Owen L, Baxter M (2001). Journal of Analytical F-AAS/ GF-AAS 16 (9);
p1101-1106.

Anon (2004). MWS-2. Temassiz Sicaklik Ol¢iimiine Sahip Mikrodalga Parcalama Sistemi.
V.3.0 Kullanma Talimat1. Berghof Products + Instruments GmbH

TS EN 13804 (Mart 2004). Gidalar-Eser Elementlerin Tayini-Performans Olgiitleri, Genel

Hususlar ve Numune Hazirlama.
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KAN SERUMUNDA VE DOKULARDA
CINKO ELEMENTININ AAS ILE
ANALIZI METODU

1. AMAC
Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda ¢inko diizeylerinin F-AAS teknigi ile

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda ¢inko diizeylerinin kantitatif belirlenmesini

amagclar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin calismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda ¢alisiimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

R .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

F-AAS: Flame-atomic absorption spectroscopy;,

AAS : Atomic absorption spectroscopy
Zn
HCL : Hollow Cathode Lamp

: Cinko

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

E-AAS, prosediiriinde spesimenlerin ytiksek sicaklikta isitilip iyonik ¢inkonun (Zn), atomik ¢inko

buharina donistiiriilmesiyle karakteristik dalga boyu olan 213.9 nm ¢inko tarafindan absorblanan

151k miktarinin kantitatif olarak 6l¢tilmesi esasina dayanir

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipman
1.

2
3
4
5.
6
7

1.

2
3.
4

Santrifij

F-AAS

Otomatik pipet ve uglari

Tiip karstirici (Vortex)

Cam tiip ve tiip sporlari (portekii)

Standart laboratuar cam malzemesi (balon joje, beher, pipet)

.2. Kullanilan Kimyasallar

Ultra saf su (18 M(Q))

Nitrik Asit (HNO,, Analitik saflikta)
Hidrojen Peroksit (H,O,, Analitik saflikta)
Cinko standard: ( 1000pg/mL)

7.3. Numune Analizi
1.

34

Laboratuara ulagtirilan numuneler analize alinincaya kadar derin dondurucuda (-15,-20°C)

muhafaza edilir.

Analiz i¢in gelen dokular kesilir, balikla ¢alisilirken sindirim organlari ile kaslarin bulasmasini

onlemek icin karin boslugu duvarina zarar vermemeye dikkat edilmelidir. Sadece kasl kisim
analizlerde kullanilr.

Sardalya, hamsi gibi bazi balik tiirlerinin kiigiikleri gibi kil¢iklar1 ve derisi ile yenilen baliklarin
timi analizlerde kullanilir.
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4. Alnan 6rnekler 6ncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan
sekilde (sabit tartim agirhigina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gergeklestirilir.

5. Daha sonra farkli numuneler i¢in uygun yakma programina gore 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital
terazide tartilir.

6. Mikrodalga firinin numune kaplarina (Vassell) konularak ve tizerine 6 mL nitrik asit (% 65
HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,O,) ilave edilir.

7. Asagida gosterilen ii¢ basamakta 1s1, giic ve siire programi uygulanir.

Basamaklar Isi=(Tem. °C) Giig=(Power W) Zaman= (Time min)

1. Basamak 130 % 80

2. Basamak 155 % 80

3. Basamak 170 % 80 12

* 10 numune i¢in bu program uygulanir, her eksik numune igin gii¢ % 10 azaltilir (3).

Coziimleme islemi sonrast numuneler sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere
aktarilir.

Serum ¢inkosunun saptanmasi i¢in serum esit miktarda ultra saf su ile sulandirilir (1/4

oraninda sulandirma)

7.4. Cihaz Parametreleri:

1.

AN

“Hollow Cathode” ¢inko lambas1 kullanilir. Lamba 151k yoluna ve selektorii 3e, lamba akim
giicii 20 mAe, lamba 151k yolunu (Slit Width) 0.7°ye, enerjiyi (Evergy) 100e, aspirasyon siiresi
4 saniyeye, dalga boyunu (Wavelength) 324.8 nmye, isaret tipi (Type) AAya, okuma siiresini
(Read Time) 5e, ol¢tim siiresini (Time average)ye, alev tipi (Flame Type) : Hava/Asetilene

ayarlanir.

Hava supabi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) ayarlanur.
Asetilen tiipii agilir ve basinci 14 psi (0.9 Bar) ayarlanir.
Argon tiipli agilir ve basmnci 50-100 psi (5.0 kg/cm?) ayarlanir.

Cihaz talimatnamesinde belirlendigi gibi sartlar cihaza kaydedilir. Alev yakilarak alevin kesiksiz
kendine 6zgii yanisi kontrol edilir. Analizlere baglamadan 6nce 5-10 dakika isitilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin 0 kontrolii yapilir (cihaz absorbans zemini sifirlanir).

Hazirlanan galisma standartlari sira ile verilerek kalibrasyon egrisi ¢izdirilir ve gliven arahginin
0.99500-1.00000 ile kalibrasyon kat sayis1 (C.V.) % 99.5 arasinda olmasi saglanir.
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Sulandirilmis serum ornekleri (1/4 oraninda) cihaza verilerek okutulur. Diger 6rneklerde

okunan deger standart deger iizerinde olursa seyreltmenin arttirilmasi gerekebilir.

Okunan 5-10 ornekten sonra kor ve standartlarla cihazin kontrolii yapilir ve daha sonra

orneklerin okunmasina devam edilir.

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1.

Bilgisayara bagli cihazin otomatik hesaplamastyla monitore yansiyan degerleri ¢ikt1 (printer)

olarak alinir.

Elde edilen veriler 6rnek seyreltme kat saysi ile garpilarak hesaplanir. Cihazda Okunan Deger
(COD x Seyreltme katsayisi= Sonug)

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidur.

ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

Makino, T. and Takahara, (1981). Direct Determination of Plasma Copper and Zinc in Infants
by Atomic absorptionm with Discrete Nebuluzation. Clin. Chem. 27, 1445.

Taga, Y., Aslan, D., Giiner, G., Kutay, EZ. (1998). Tibb1 laboratvuvarlarda standardizasyon ve
Kalite Yonetimi el kitabi. Mart matbacilik hizmetleri A.S. ANKARA.

Anon., (2000). Perkin-Elmer, Analytical methods for atomic absorption Spectropfometry.
Laboratuar el kitabu.
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KAN SERUMUNDA VE DOKULARDA
DEMIR ELEMENTININ AAS ILE
ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda demir diizeylerinin F-AAS teknigi ile

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, kan serumlarinda ve dokularda demir diizeylerinin kantitatif belirlenmesini

amaglar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimals, Onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

F-AAS: Flame-atomic absorption spectroscopy;,
AAS : atomic absorption spectroscopy

Fe :Demir

HCL : Hollow Cathode Lamp

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
F-AAS, prosediiriinde spesimenlerin yiiksek sicaklikta isitilip iyonik Demirin (Fe), atomik demir

buharma dénistiiriilmesiyle karakteristik dalga boyu olan 248,3 nm demir tarafindan absorblanan

151k miktarmin kantitatif olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir
7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman
Santrifiij
E-AAS
Otomatik pipet ve uglar

1
2
3
4. Tip karistiric1 (Vortex)
5. Cam tiip ve tiip sporlari (portekit)
6. Standart laboratuar cam malzemesi (balon joje, beher, pipet)
7.2. Kullanilan Kimyasallar
Ultra saf su (18 M(Q))
Nitrik Asit (HNO3, Analitik saflikta)
Hidrojen Peroksit (H202, Analitik saflikta)

Demir standard: ( 1000ug/mL)

Ll

7.3. Numune Analizi

1. Laboratuara ulagtirilan numuneler analize alinincaya kadar derin dondurucuda (-15,-20°C)
muhafaza edilir.

2. Analiz i¢in gelen dokular kesilir, balikla ¢alisilirken sindirim organlari ile kaslarin bulagmasini

onlemek i¢in karm boslugu duvarina zarar vermemeye dikkat edilmelidir. Sadece kash kisim
analizlerde kullanilir.

3. Sardalya, hamsi gibi baz1 balik tiirlerinin kiigtikleri gibi kilciklar1 ve derisi ile yenilen baliklarin
timi analizlerde kullanilr.
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4. Alnan 6rnekler 6ncelikle etiivde 110-130 °Cde kuru madde bazinda %99,9 oranini tanimlayan
sekilde (sabit tartim agirhigina gelene kadar) suyu ugurulur ve kurutma islemi gergeklestirilir.

5. Daha sonra farkli numuneler i¢in uygun yakma programina gore 0.5 g'lik doku 6rnekleri dijital
terazide tartilir.

6. Mikrodalga firinin numune kaplarina (Vassell) konularak ve tizerine 6 mL nitrik asit (% 65
HNO,) + 3 mL Hidrojen Peroksit (% 30 H,O,) ilave edilir.

7. Asagida gosterilen ii¢ basamakta 1s1, giic ve siire programi uygulanir.

Basamaklar Isi=(Tem. °C) Giig=(Power W)  Zaman= (Time min)

1. Basamak 130 % 80

2. Basamak 155 % 80

3. Basamak 170 % 80 12

* 10 numune i¢in bu program uygulanir, her eksik numune igin gii¢ % 10 azaltilir (6).

Coziimleme islemi sonrast numuneler sogumaya birakilir ve 15 ml'lik polietilen tiiplere
aktarilir.

Serum demirinin saptanmas i¢in serum esit miktarda ultra saf su ile sulandirilir (1/4 oraninda

sulandirma)

7.4. Cihaz Parametreleri:

1.

AN

“Hollow Cathode” bakir lambas1 kullanilir. Lamba 151k yoluna ve selektorii 2’ye, lamba akim
giicii 30 mAe, lamba 151k yolunu (Slit Width) 0.7°ye, enerjiyi (Evergy) 100e, aspirasyon siiresi
4 saniyeye, dalga boyunu (Wavelength) 248,3 nmye, isaret tipi (Type) AAya, okuma siiresini
(Read Time) 6’ya, 6lgiim stiresini (Time average)’ye, alev tipi (Flame Type) : Hava/Asetilene

ayarlanir.

Hava supabi basing 40-100 psi (2.8-7.0 kg/cm?) ayarlanur.
Asetilen tiipii agilir ve basinci 14 psi (0.9 Bar) ayarlanir.
Argon tiipii agilir ve basmnci 50-100 psi (5.0 kg/cm?) ayarlanir.

Cihaz talimatnamesinde belirlendigi gibi sartlar cihaza kaydedilir. Alev yakilarak alevin kesiksiz
kendine 6zgii yanis1 kontrol edilir. Analizlere baglamadan 6nce 5-10 dakika isitilir.

Kor ¢ozelti ile cihazin 0 kontrolii yapilir (cihaz absorbans zemini sifirlanir).

Hazirlanan galisma standartlari sira ile verilerek kalibrasyon egrisi ¢izdirilir ve gliven arahginin
0.99500-1.00000 ile kalibrasyon kat sayis1 (C.V.) % 99.5 arasinda olmasi saglanir.
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Sulandirilmis serum ornekleri (1/4 oraninda) cihaza verilerek okutulur. Diger 6rneklerde

okunan deger standart deger iizerinde olursa seyreltmenin arttirilmasi gerekebilir.

Okunan 5-10 ornekten sonra kor ve standartlarla cihazin kontrolii yapilir ve daha sonra

orneklerin okunmasina devam edilir.

7.5. Analiz Sonuglarin Degerlendirilmesi

L.

Bilgisayara bagli cihazin otomatik hesaplamasiyla monitore yansiyan degerleri ¢ikt1 (printer)

olarak alinir.

Elde edilen veriler 6rnek seyreltme kat sayis1 ile ¢arpilarak hesaplanir. Cihazda Okunan Deger
(COD x Seyreltme katsayisi= Sonug)

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidur.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1.

Taga, Y., Aslan, D., Giiner, G., Kutay, EZ. (1998). Tibb1 laboratvuvarlarda standardizasyon ve
Kalite Yonetimi el kitabi. Mart matbacilik hizmetleri A.S. ANKARA.

Anon., (2000). Perkin-Elmer, Analytical methods for atomic absorption Spectropfometry.
Laboratuar el kitabi.

Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi.: 2011/28157 ve Agir Metal (Cd, Pb) Seviyesinin
Resmi Kontrolii i¢in Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi
2011/31.

Rose M, Knaggs M, Owen L, Baxter M (2001). Journal of Analytical F-AAS/ GF-AAS 16 (9);
p1101-1106.

Anon (2004). MWS-2. Temassiz Sicaklik Ol¢iimiine Sahip Mikrodalga Parcalama Sistemi.
V.3.0 Kullanma Talimat1. Berghof Products + Instruments GmbH

TS EN 13804 (Mart 2004). Gidalar-Eser Elementlerin Tayini-Performans Olgiitleri, Genel

Hususlar ve Numune Hazirlama.
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ZEHIRLEME SUPHELI METARYALLERDE
KARBAMAT GRUBU INSEKTISIDLERIN INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI ILE KALITATIF
ANALIZ METODU

1. AMAC

Zehirlenme stiphesi ile muayenesi istenen i¢ organ (karaciger,bobrek), mide-barsak icerigi, yem,
su ve zehirlenmeye neden oldugu diisiiniilen siipheli maddelerde karbamat grubu insektisitlerin,

tarama testi olan ITK (Ince Tabaka Kromatografi) ile kalitatif olarak tayin edilmesi amaclamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, zehirlenme siiphesi ile gelen materyallerde karbamat grubu insektisidlerin kalitatif tespiti

i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik dzellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
eker ocak altinda galisiimal, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/ TANIMLAR
ITK: Ince Tabaka Kromatografi
Na,SO,: Sodyum Siilfat

NaCl: Tuz

DBQC: 2,6 Dibromkinonklorimid
NaOH: Sodyum hidroksit

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot zehirlenme siiphesi ile gelen numunenin ekstrakte edilip, elde edilen ekstrakta karbamat
grubu insektisitlerin varligmnin ITK ydntemiyle kromojenik ayiraglar kullanilarak kalitatif olarak

tanimlanmasidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. Homojenizator

Hassas terazi

Erlenmayer

Shaker

Cam ayirma hunisi (250-500 m[’lik)
Stizgeg kagidi

Armudi balon (250 mlI'lik)

Meziir (100 mI'lik)

Y »®» N o v ok~ W N

Huni (15 cm ¢apinda)

10. ITK plakalart

11. Developman tanki

12. Statif

13. Tiip ve sporu

14. Ultrasonik banyo

15. Benmari/ Rotari evaparator

16. Otomatik pipet (20-200 pL)
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

© 0 N o U A W NP

e e =
w N R, O

Susuz Na SO,

Asetonitril

%2 lik NaCl

Petrol eteri

Kloroform

n-Hexan

Aseton

Siklohekzan

2,6 dibromkinonklorimid

. 2-fenoksietanol

. % 30’luk Hidrojen peroksit
. NaOH

. Karbaril Standart Cozeltisi
14.

Silikajel 60 F,, kaplanmug hazir aliiminyum ITK plakalar:.

Developman Cozeltisi: 70 ml n-hexan+30 ml aseton karigimi amber renkli siselerde hazirlanr.
NaOH Cozeltisi: 1.5 N NaOH (100 ml 1.5 N NaOH i¢in; 6 g NaOH tartilip 100 ml metanolde
¢Ozdiiriilir.)

DQBC Ayrracr: Siklohekzanda % 0.5’lik 2,6 dibromokinonklorimid hazirlanarak kullanilir.

7.3. Numune Analizi

1.
2.

Yem 12.5 g, i¢ organ vs. 25 g tartilarak homojenizatorde pargalanir.

Homojenize olan numune erlenmayere alinir, iizerine 75 ml asetonitril ilave edilerek yaklagik
30 dakika shakerda calkalanir.

Siizgeg kagidindan siiziiliir, siiziintiiniin hepsi bir ayirma hunisine alinir ve tizerine 125 ml %2’lik
NaClilave edilerek galkalanir, 50 ml petrol eteri ilave edilerek tekrar ¢alkalanir. Faz olusmast igin
bir siire bekletilir. Alttaki faz erlenmayerde toplanir, ayirma hunisinde kalan kisim susuz Na,SO,
konmus stizge¢ kagidindan gegirilerek bir armudi balon igine siiziiliir.

Ayrilan alt faz tekrar bir ayirma hunisine alinir tizerine 50 ml kloroform ilave edilerek calkalanr,
faz olusmasi icin bir siire beklenir ve alttaki faz susuz Na,SO, konmus siizge¢ kagidindan
gecirilerek ayni armudi balon icinde fazlar birlestirilir. Evaporatérde vakum pompast ve 1s1

yardimziyla balon icerigi kuruyuncaya kadar buharlastirilir.

Kurutulmus olan ekstrakt 2 ml kloroform ilave edilerek ultrasonik banyosunda ¢ozdiiriilerek
tiipe alinir ve ITK plakasina uygulanur.
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6. Karbaril standart ¢ozeltisi numune uygulama noktasindan 1-2 cm mesafede uygulanur.

7. Developman tankina developman solventinden (70 ml n-hexan+30 ml aseton) 5-10 ml
dokiilerek tankin kapag: kapatilip bir siire beklendikten sonra numune ve standart uygulanmis
ITK plakas: developman tankina daldirilarak solventin plaka {izerinde ilerlemesi beklenir.
Ilerlemesi tamamlanan (plakanin % kadar) plaka developman tankindan cikartilip oda 1sisinda

kurutulur.

7.4. Sonuglari Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Oda 1sisinda kurutulmus ITK plakasina NaOH ayiraci piiskiirtiiliir ve oda 1sisinda kurutulduktan
sonra DQBC ayiraci ile sprey tarzinda boyanir. Sar1 zemin iizerinde gozlenen mavi lekeler karbamat
grubu insektisit yéniinden siipheli pozitif olarak degerlendirilir. Sar1 zemin {izerinde mavi lekelerin

olusmamasi negatif olarak degerlendirilir.

8. KAYNAKLAR/ILGILI DOKUMANLAR/EKLER

1. Mills PA. (1959): Detection and semiquantitative estimation of chlorinated organic pesticide
residues in food by paper chromatography. ].A.O.A.C. 42:734-740.

2. Giiley M., Karakaya AE. Tiirkiyede kullamilan Karbamat Insektisitlerin, Analitik Toksikoloji
Yoniinden Incelenmesi. Fac. Pharm. Sayfa:102-125. Ankara, 1976.

3. Ceylan, S. (1980): Organik fosforlu, karbamat ve organik klorlu pestisitlerin ince tabaka
kromatografisinde kromojenik ayiraglarla sistematik analizi. A.U. Vet. Fak. Derg. 27: 440-466.

9.REVIiZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

4L, TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

ZEHIRLEME SUPHELI METARYALLERDE
ORGANIK FOSFORLU INSEKTISITLERIN INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI ILE KALITATIF
ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu, zehirlenme siiphesi ile muayenesi istenen i¢ organ (karaciger,bobrek), mide-
barsak icerigi, yem, su ve zehirlenmeye neden oldugu diisiiniilen siipheli maddelerde organik
fosforlu insektisitlerin, tarama testi olan ITK (Ince Tabaka Kromatografi) ile kalitatif olarak tayin

edilmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, zehirlenme siiphesi ile gelen materyallerde organik fosforlu insektisidlerin kalitatif tespiti

i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda galistimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidur.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/ TANIMLAR
Na,SO,: Sodyum Siilfat

ITK: Ince Tabaka Kromatografi
NaCl: Tuz

BFB: Brom Fenol Blue

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot zehirlenme siiphesi ile gelen numunenin ekstrakte edilip, elde edilen ekstrakta organik
fosforlu insektisitlerin varhginin ITK yontemiyle kromojenik ayraglar kullamilarak kalitatif olarak

tanimlanmasidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. Homojenizator

Hassas terazi

Erlenmayer

Shaker

Cam ayirma hunisi (250-500 m[’lik)
Stizgeg kagidi

Armudi balon (250 mI’lik)

Meziir (100 mI'lik)

¥ ® N ok » D

Huni (15 cm ¢apinda)

10. ITK plakalari

11. Developman tanki

12. Statif

13. Tiip ve sporu

14. Etav

15. Benmari/ Rotari evaparator
16. Otomatik pipet (20-200 pL)
17. Ultrasonik banyo
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

v ® N ok WD

Susuz Na2SO4
Asetonitril

%2 lik NaCl
Petrol eteri
Kloroform
n-Hexan
Aseton

Brom fenol blue

Azinfos metil Standart Cozeltisi

10.Silikajel 60 F, ., kaplanmug hazir aliiminyum ITK plakalar:

Developman Solventi: 70 ml n-hexan+30 ml aseton karisimi amber renkli siselerde hazirlanir.

Kromojenik Ayira¢ (BFB): 0.05 g BFB 10 ml asetonda ¢éziiliir. 100 ml % I'lik AgNO, ¢ozeltisi ile
karstirilir. Amber renkli siselerde 151k gérmeyecek sekilde muhafaza edilir.

7.3. Numune Analizi

L.
2.

Yem 12.5 g, ig organ vs. 25 g tartilarak homojenizatorde pargalanr.

Homojenize olan numune erlenmayere alinir, tizerine 75 ml asetonitril ilave edilerek yaklasik 30
dakika shakerda ¢alkalanir.

Siizgeg kagidindan siiziiliir, siiziintiiniin hepsi bir ayirma hunisine alinir ve tizerine 125 ml
%2’lik NaCl ilave edilerek galkalanir, 50 ml petrol eteri ilave edilerek tekrar calkalanir. Faz
olugmast icin bir stire bekletilir. Alttaki faz erlenmayerde toplanir, ayirma hunisinde kalan kisim
susuz Na2504 konmus siizge¢ kagidindan gegirilerek bir armudi balon i¢ine siiziiliir.

Ayrilan alt faz tekrar bir ayirma hunisine alinir iizerine 50 ml kloroform ilave edilerek ¢alkalanr,
faz olusmast icin bir siire beklenir ve alttaki faz susuz Na2SO4 konmus siizge¢ kagidindan
gecirilerek ayni armudi balon iginde fazlar birlestirilir. Evaporatérde vakum pompasi ve 1s1
yardimiyla balon igerigi kuruyuncaya kadar buharlagtirihr.

Kurutulmus olan ekstrakt 2 ml kloroform ilave edilerek ultrasonik banyosunda ¢ozdiiriilerek
tiipe alinir ve ITK plakasina uygulanir.

Azinfos metil standart ¢ozeltisi numune uygulama noktasindan 1-2 cm mesafede 20 pl uygulanur.

Developman tankina developman solventinden (70 ml n-hexan+30 ml aseton) 5-10 ml
dokiilerek tankin kapag: kapatilip bir siire beklendikten sonra numune ve standart uygulanmis
ITK plakas: developman tankina daldirilarak solventin plaka iizerinde ilerlemesi beklenir.
[lerlemesi tamamlanan (plakanin % kadar) plaka developman tankindan cikartilip oda 1sisinda
kurutulur.
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7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Oda sisinda kurutulmus ITK plakasina BFB ayiract ile sprey tarzinda boyanir. Boyanan ITK plakast
55 °Cde 15 dakika etiivde bekletilir. Bekletme sonucunda elde edilen mavi zemin iizerinde sar1
lekeler organik fosforlu insektisitler yoniinden siipheli pozitif olarak degerlendirilir. Mavi zemin

tizerinde sar1 lekelerin olusmamasi negatif olarak degerlendirilir.

8. KAYNAKLAR/ILGILI DOKUMANLAR/EKLER

1. Mills PA. (1959): Detection and semiquantitative estimation of chlorinated organic pesticide
residues in food by paper chromatography. J.A.O.A.C. 42:734-740.

2. Ceylan, S. (1980): Organik fosforlu, karbamat ve organik klorlu pestisitlerin ince tabaka
kromatografisinde kromojenik ayiraclarla sistematik analizi. A.U. Vet. Fak. Derg. 27: 440-466.

3. Vural N. Organik fosforlu insektisitlerin ITK ile kalitatif (nitel) analizleri. Toksikoloji Laboratuvar
Kitabi, Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Yayin No: 84. Sayfa: 186-188. 2000, ANKARA
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ZEHIRLEME SUPHELI METARYALLERDE
ORGANIK KLORLU INSEKTISITLERIN INCE
TABAKA KROMATOGRAFISI ILE KALITATIF
ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu zehirlenme siiphesi ile muayenesi istenen i¢ organ (karaciger,bobrek), mide-
barsak icerigi, yem, su ve zehirlenmeye neden oldugu diisiiniilen siipheli maddelerde organik
klorlu insektisitlerin, tarama testi olan ITK (Ince Tabaka Kromatografi) ile kalitatif olarak tayin

edilmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, zehirlenme siiphesi ile gelen materyallerde organik klorlu insektisidlerin kalitatif tespiti

i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.
2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alistimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amacryla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR / TANIMLAR
ITK: Ince Tabaka Kromatografi
Na,SO,: Sodyum Siilfat

NaCl: Tuz

AgNO,: Giimiig Nitrat

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot zehirlenme siiphesi ile gelen numunenin ekstrakte edilip, elde edilen ekstrakta organik
klorlu insektisitlerin varliginin ITK ydntemiyle kromojenik ayiraglar kullamilarak kalitatif olarak

tanimlanmasidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar
1. Homojenizator
Hassas terazi
. Erlenmayer
. Shaker
. Cam ayirma hunisi (250-500 ml'lik)

2.

3

4

5

6. Siizgeg kagid
7. Armudi balon (250 mlI'lik)
8. Mezir (100 mI'lik)

9. Huni (15 cm ¢apinda)
10.ITK plakalar
11.Developman tanki

12. Statif

13. Tiip ve sporu

14. Ultrasonik banyo

15. Benmari/ Rotari evaparator

16. Otomatik pipet (20-200 pL)
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Sarf Malzemeler

Susuz Na2§O4

Asetonitril

%2 lik NaCl

Petrol eteri

Kloroform

n-heotan

Aseton

AgNO3

10. Endosiilfan Standart Cozeltisi

Y ® N o Uk wDd

11. Silikajel 60 F254 kaplanmus hazir aliiminyum ITK plakalart
12. 2-fenoksietanol

13. % 30’luk Hidrojen peroksit

Developman Solventi: 91 ml n-heptan+ 9 ml aseton karigimi amber renkli siselerde hazirlanur.
Kromojenik Ayirag (AgNO,-Fenoksietanol): 0.1 g AgNO, 1 ml distile suda ¢ozdiiriiliir, tizerine
20 ml 2-fenoksietanol ilave edilerek karistirilir. Karigim asetonla 200 ml'ye tamamlanirken birkag
damla % 30 hidrojen peroksit katilarak ayrag hazirlanir. Amber renkli siselerde 151k gérmeyecek
sekilde muhafaza edilir.

7.3. Numune Analizi
1. Yem 12.5 g, i¢ organ vs. 25 g tartilarak homojenizatorde pargalanir.

2. Homojenize olan numune erlenmayere alinir, iizerine 75 ml asetonitril ilave edilerek yaklasik 30
dakika shakerda calkalanr.

3. Stizgeg kagidindan siiziiliir, stiziintiiniin hepsi bir ayirma hunisine alinir ve tizerine 125 ml %2’lik
NaCl ilave edilerek ¢alkalanir, 50 ml petrol eteri ilave edilerek tekrar ¢alkalanir. Faz olugmasi
icin bir stire bekletilir. Alttaki faz erlenmayerde toplanir, ayirma hunisinde kalan kisim susuz

Na2S04 konmus siizgeg kagidindan gecirilerek bir armudi balon i¢ine siiziiliir.

4. Ayrilan alt faz tekrar bir ayirma hunisine alinir tizerine 50 ml kloroform ilave edilerek ¢alkalanur,
faz olusmast icin bir siire beklenir ve alttaki faz susuz Na2SO4 konmus siizge¢ kagidindan
gecirilerek ayni armudi balon icinde fazlar birlestirilir. Evaporatérde vakum pompast ve 1s1

yardimziyla balon icerigi kuruyuncaya kadar buharlastirilir.
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5. Kurutulmus olan ekstrakt 2 ml kloroform ilave edilerek ultrasonik banyosunda ¢ozdiiriilerek
tiipe alinir ve ITK plakasina uygulanur.

6. Endosiilfan standart ¢ozeltisi numune uygulama noktasindan 1-2 cm mesafede 20 pl uygulanur.

7. Developman tankina developman solventinden (91 ml n-heptan+ 9 ml aseton) 5-10 ml dokiilerek
tankin kapa@i kapatilip bir siire beklendikten sonra numune ve standart uygulanmig ITK

plakasi developman tankina daldirilarak solventin plaka iizerinde ilerlemesi beklenir. {lerlemesi

tamamlanan (plakanin % kadar) plaka developman tankindan ¢ikartilip oda 1sisinda kurutulur.

7.4. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Oda 1sisinda kurutulmus ITK plakasina etiivde 75 °Cide 15 dakika kurutulduktan sonra giimiis
nitrat fenoksietanol ayiracindan sprey tarzinda puskiirtiiliir ve 254 nm UV 151k altinda en diisiik
organik klorlu insektisit diizeyi belirene dek 1sinlama yapilir. Beyaz zemin tizerinde gri renkte
lekeler organik klorlu insektisitler yoniinden siipheli pozitif olarak degerlendirilir. Beyaz zemin

tizerinde gri renkte lekelerin olusmamasi negatif olarak degerlendirilir.

8. KAYNAKLAR/ILGILI DOKUMANLAR/EKLER

1. Mills PA. (1959): Detection and semiquantitative estimation of chlorinated organic pesticide
residues in food by paper chromatography. J.A.O.A.C. 42: 734-740.

2. Ceylan, S. (1980): Organik fosforlu, karbamat ve organik klorlu pestisitlerin ince tabaka
kromatografisinde kromojenik ayiraglarla sistematik analizi. A.U. Vet. Fak. Derg. 27: 440-466.
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BAL VE PETEKLERDE PESTISITLERIN
LC-MS/MS ILE ANALIiZ METODU

1. AMAC
Bu analiz metodu bal ve petek orneklerinde pestisitlerin LC-MS/MS sistemi ile kantitatif

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, bal ve petek 6rneklerinde 68 adet pestisitin (Tablo 3) belirlenmesini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4.GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda ¢alisilmaly, onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun
kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya
pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimatr” esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC/MSMS: Likit Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

AA: Amino asit

S1 Amino asit standart karisimi ( Tablo 3)

R1 Pestisit dahili (internal) standart IS-1 ve IS-2 karigimi
IS-1, Thiamine pyrophosphate - TPP

IS-2 Etoprophos

R2 ekstraksiyon ¢ozeltisi (Methanol)

R3 ekstraksiyon ¢ozeltisi

Mobil faz A:Methanol (%10)

Mobil Faz B: Su (%90) + Asetik asit ( %0.1)

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Test metodu iki asamadan olusur;
1. Numunenin ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve zenginlestirilmesi.

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. PP Santrifijj tiipii 15 mLlik

PP Santrifijj tiipti 50 mLlik
Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 puL
Ayarlanabilir pipet 500-5000 puL

Y 0o N S Uk w0
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Hassas terazi

Multireaks vorteks

Sogutmali santrifiij

Pestisit HPLC Kolonu 75 x 4,6 mm 5 p

ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MSMS
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler;

1.

Standartkarisimi (S1) ve i¢ standart karisimlarinin (IS-I+IS-2) R1 hazirlanmasi: Kullanima
hazir olarak gelen pestisit standart ¢ozeltileri ve mobil fazlar etiketlerinde belirtildigi sekilde

hazirlanir.

Not: S1- Standart karisimi ve R1- I¢ standart karisimlari derin dondurucuda (-20 °C) saklanmalidir.

2.

Pestisit analiz kiti icinde yer alan ayiraglar ( R2, R3): Bal 6rneklerinde pestisit kalintilar:
analizi icin ( R2 ve R3 2-8 °C saklanmalidir. Mobil Faz A ve B oda sicakliginda saklanmalidir.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi: 4 adet 5 g. Bal numunesi 50 mLlik santrifiij tiiptine
alimr.  Uzerine Tablo 1 de belirtildigi oranlarda uygun standart konsantrasyonundan ilave
edilir Hazirlanan bu standarth numunelere normal analitik numune hazirhgindaki gibi

basamaklar uygulanir.

Tablo1. Standart konsantrasyonlar1 ve uygulama miktarlari.

Bal ve petek numunesindeki

Konsantrasyon

5 ug/kg 10ug/kg 15 ug/kg | 20 pg/kg

Eklenecek Standart Hacmi 50 ul 100 pl 150 pl 200 pl

7. 3. Numune Analizi

1.

N O .

5 g. bal numunesi tartilarak 50 mLlik santrifij tiiptine alinir

Uzerine 5 ml seyreltme ¢ozeltisi ( Ethyl asetat % 10 + su % 90 + asetik asit % 0.1) ilave edilerek
serbet haline gelene (10 dak) kadar vortekslenir.

Uzerine 100 pl R1 eklenerek 60 sn. vortexlenir.

R2 ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika vortekslenir.

5000 RPM"de 10 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, iist fazdan 6 mL cam tiipe alinarak, N2 altinda 40 °C ‘de kuruluga kadar

ucurulur.
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7. 400l R3 (LC-MS) ile ¢oziilerek 1 dk vortekslenir,
8. Sonra 5 dk ultrasonik banyoda bekletilir
9. Sonrasinda tiip i¢indeki ekstrakt viale alinarak LC-MS/MS sistemine 10 uL enjeksiyon yapilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
Bal 6rneklerinde pestisit analizi i¢cin LC -MS/MS parametreleri : Tablo 2 de yer almaktadur.

Tablo 2. LC-MS/MS Parametreleri

Kol Zivak / pestisit kolonu 10 x 2,0 um
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Time Mobil faz g/IObl(l(yﬁ;Z Flow
(dakika) | A (%) | (mL/dak)
006130 30 013
Gradient program Vi i 100 018
8 0 100 0.15
8.06 50 50 0.5
23 50 50 0.5
23.06 50 50 0.15
25 50 50 0.15
Kolon sicaklig: 35°C
Akis hizt 0.15 ml/min
Dwell Time 0,01
Quadl Quad 3 2
Dedector 1600 V
Needle Voltage 5000 V
Spray Chamber Temprature 50°C
Drying Gas Temparature 300°C

Pestisit LC-MS/MS iyonlar1 ve parcalanma enerjileri: Pestisid standart karisimi (S1) olarak
kullanilmakta olan 68 adet pestisid bilesiklerinin ve I¢ (Internal) standartlar IS1 ve IS2 bilesiklerinin
LC-MS/MS iyonlari ve pargalanma enerjileri Tablo 3de yer almaktadir.

56 TESHISTE METOT BIRLIGI




Tablo 3. Pestisit bilesiklerinin isimleri iyonlar1 ve pargalanma tiriinleri

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ < )\
TESHISTE METOT BIRLIGI | <o

‘‘‘‘‘

Sira No. | PESTISIT Q1 Q3 CVv CE R.T
1 2.4D 219 160,5 -50 10 11.49
2 Acetamiprid 223 126 40 34 5.83
3 Alachlor 238 162 50 15 13.03
4 Amitraz 294 197 30 18 12.52
5 Atrazine 216 174 50 25 11.11
6 Azoxystrobin 404 372 80 25 11.81
7 Buprimate 317 108 50 43 12.88
8 Buprofezine 306.6 116 50 25 14.93
9 Carbaryl 145 127 50 20 10.13
10 Carbendazim 192 160 50 32 3.13
11 Carbofuran 222 165 50 12 9.60
12 Chlofentezine 303 138 30 10 13.98
13 Chlorfluazuron 538 518 -40 15 16.23
14 Chlorpyriphos 350 198 60 15 15.56
15 Cyproconazole 292.5 70 50 35 12.55
16 Cyprodinil 226 93 50 25 13.15
17 Dichlofluanid 333 123 40 20 12.92
18 Dichlorvos 221 109 50 15 9.46
19 Dimethoate 230 199 30 10 6.14
20 Dimethomorph 388 301 50 20 12.18
21 Epoxiconazole 330 121 50 48 12.92
22 Ethion 385 199 40 6 15.32
23 Ethofumasate 287 161 36 31 13.36
24 Famoxadone 331 238.4 40 10 13.44
25 Fenarimol 331 268 50 30 12.81
26 Fenazaquin 307 161 40 20 17.35
27 Fenoxycarb 302 88 30 15 13.06
28 Fenpropathrin 350 125 40 10 15.94
29 Fenthion 279 169 50 15 13.60
30 Flodioxonyil 247 180 -30 38 12.28
31 Furathiocarb 384 195 50 13 14.84
32 Hexythiazox 353 228 50 20 15.45
33 Imidachloprid 256 209 50 15 4.86
34 Toxynil 370 127 -50 20 11.73
35 Lufenuron 508.8 325 -40 14 15.28
36 Malathion 331.4 127 50 15 12.44
37 Metalaxyl 280 219,6 50 10 11.12
38 Metolachlor 284 252 50 18 13.11
39 Metribuzine 215 187 70 16 9.72
40 Monolinuron 216 126 30 35 10.55
41 Oxadixyl 279.6 219 50 15 11.12
42 Oxamyl 237 72 80 18 3.34
43 Oxyfluorfen 362 316 50 15 14.76
44 Pendimethalin 282 212 10 10 15.88
45 Phasolone 368 182 50 26 13.88
46 Phenthoate 321 247 20 10 13.35
47 Phosmet 318 160 50 12 11.85
48 Primicarb 239 72 40 40 7.33
49 Primiphos methyl 306 164 50 18 13.99
50 Profenofos 375 305 50 20 14.63
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51 Propargite 368 175 40 13 15.80
52 Propiconazole 342 159 50 20 13.57
53 Propyzamide 256 190 50 15 12.49
54 Pyrazophos 374 222 80 15 14.11
55 Pyridaben 365 309 40 18 16.98
56 Pyriproxyfen 322 96 60 48 15.18
57 Simazine 202 104 50 25 9.82

58 Tebuconazole 308 70 50 35 13.36
59 Terbutryn 242 186 50 32 12.24
60 Thiamethoxam 292 211 50 15 3.89

61 Tolyfluanide 364 238 20 10 13.40
62 Triadimenole 296 227 11 15 12.51
63 Trichlorfon 257 109 50 18 4.86

64 Trifloxystrobin 409.7 186 40 40 14.20
65 Triflumizole 346 73 50 24 14.37
66 DMPF 163 107 50 15 10.46
67 DMF 150 122 50 15 8.80

68 DMA 122 107 50 13 2.91

69 IS1(TPP) 243 131 40 32 12.89
70 IS2 ( Etoprophos ) 327 152 50 46¢ 13,58

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi
Degerlendirme,
1. Pestisit analizlerinde kromatografik piklerin alan hesaplamalarina gore degerlendirilir.

2. Numuneye ait piklerle standarda ait pikler ve bunlarin saflik, dilusyon, tartim ve enjeksiyon

voliimleri gibi spesifik dzellikleri hesaplamada faktor olarak kullanilir.

3. Hassasanalitik cihazlarin kendi konfirmasyon metotlari sayesinde tiim veriler girilerek otomatik

hesaplama yontemleri de kullanilabilir.

4. Validasyon ve olgiim belirsizligi SANCO dokiimani baz alinarak, Eurachem ve NMLK
literatiirleri kullanarak yapilir.

5. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidir.
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BAL VE PETEKLERDE PESTISIT KALINTILARININ
GC-MS ILE ANALIZI METODU

1.

AMAC

Bu analiz metodu bal 6rneklerinde pestisit kalintilarinin GC-MS sistemi ile analiz edilmesini

amaglar

2.

UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, bal ve petek drneklerinde 44 adet pestisitin (Tablo 3) belirlenmesini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

S

5.

. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

Test dncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozdengegirilmelidir.
Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisilmaly, onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve

analizin gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.
Bulasma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin

degilse bulagsmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin Ozelligi dikkate alinarak uygun
kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya
pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimatr” esas alinmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atitk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.

KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-MS: Gaz Kromatografi - Kiitle Spektrometresi

CI: Kimyasal iyonizasyon

PP: Polipropilen
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S1: Pestisit miks standart karigimi ( Tablo 2)

R1 :Pestisit dahili (internal) standart IS-1 ve IS-2 karisimi
IS-1:Internal standart

R2 : Ekstraksiyon ¢ozeltisi ( Ethyl acetate)

R3 :Ekstraksiyon ¢ozeltisi (LC i¢in Acetonitrille; GC igin Methanol))
MEA: Mobil faz A:

MEB: Mobil Faz B:

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Tki agamada gerceklestirilir;
1.Numunenin ekstraksiyonu, prufikasyonu ve zenginlestirilmesi.

2.GC-MS ile analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1.Kullanilan Ekipmanlar

1. Standart 2 (S2) GC-MS

Reaktif D (RD) Seyreltim ¢ozeltisi
Reaktif 1 (R1)

Reaktif 2 (R2)

Reaktif 3 (R3-GC-MYS)

15 mL santrifiyj tiipii

Vial (1,5 mL)

Vial kapagi (1,5 mL)

L 0 N N Uk »W D

20-200 pL pipet ucu

—
o

. 100-1000 pL pipet ucu

[a—y
p—

. 20-200 uL. otomatik pipet
. 100-1000 puL pipet ucu

— =
w N

. 20-200 uL otomatik pipet

H
S

. Ugurma Tiipt

—
1921

. 1000-5000 pL pipet ucu

—
)

. 1000-5000 pL. otomatik pipet

—
N

. Santrifij

—
o]

. Vorteks
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19.
20.
21.

Column: Zebron™ ZB-5MS, GC Cap. Column 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Ea
Thermo Single quadrapol -MS
Kromatografik program: Xcalibur (Version 2010)

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.

Standart karisimi(S1) ve i¢ standart karisimi (IS-I + IS-2) R1: Kullanima hazir olarak gelen

pestisit standart ¢ozeltileri ve mobil fazlar etiketlerinde belirtildigi sekilde hazirlanir.

Not: S1- Standart karisimi ve R1- I¢ standart karisimlari derin dondurucuda (-20 °C) saklanmalidir.

Diger reaktifler oda sicakliginda saklanmalidur.

Pestisit analiz kiti icinde yer alan ayiraglar (R1, R2, R3) : Bal 6rneklerinde pestisit kalintilar:
analizi icin ( R1: - 20 °C de saklanmali, R2 ve R3 2-8 °C saklanmalidir).Mobil Faz A: Balda
Pestisit icin icin. (Oda sicakhiginda saklanmalidir).Mobil Faz B: Balda Pestisit i¢in (Oda
sicakliginda saklanmalidir).

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmas: Kalibrasyon egrisi hazirlamakigin 4 adet 5g. Balnumunesi
50 mLlik santrifijj tiipiine alinir. Uzerine asagidaki tabloya uygun Standart konsantrasyonundan
ilave edilir. Hazirlanan bu matris std. numunelerine normal analitik numune hazirhgindaki

basamaklar uygulanir.

Tablo1. Standart konsantrasyonlar1 ve uygulama miktarlar1.

Bal ve petek numunesindeki

Konsantrasyon

5 ug/kg 10ug/kg 15 pg/kg | 20 pg/kg

Eklenecek Standart Hacmi 50 pl 100 pl 150 pl 200 pl

7.3. Numune Analizi

® N T R
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2 gr bal 6rnegi 15 ml'lik santrifijj tiipiine alinir.

Uzerine 2 ml seyreltim ¢ozeltisi (RD) eklenerek bal serbeti haline gelene kadar vortekslenir.
100 pl R1 ilave edilir. 10 sn vorteksle karistirilir.

6 ml R2 ilave edilir. 2 dk vortekslenir.

4000 rpmde 5 dk santrifiij edilir.

5 ml st faz alinarak 15 ml ugurma tiipiine aktarilir. Azot gaz1 altinda kuruluga kadar ugurulur.
750 pl R3 ilave edilerek 10 sn vortekslenir. Ultrasonik banyoda 1 dk bekletilir.

(Cozme isleminden sonra viale alinarak GC-MS sistemine enjeksiyon yapilir




7.4. Cihaz Parametreleri

Bal 6rneklerinde pestisit analizi i¢cin GC-MS parametreleri Tablo 2 de yer almaktadur.

Tablo 2: GC-MS Parametreleri

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
TESHISTE METOT BIiRLiGI

Ionization Mode ESI +

API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 250°C
Drying gas pressure 30 psi
Scan Time 1,767 sec
SIM Width 2.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 600V
Capillary Method
Detector +1600 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 50°C

Mass peak width in amu Q1=2.0 Q3=2.0

Column

Zebron™ ZB-5MS, GC Cap. Column 30 m x 0.25 mm

x 0.25 pm, Ea

Oven Profile

40 °C for 1 min to 100 °C @ 15 °C/min to 225 °C @ 5

°C/min to 320 °C @ 15 °C/min for 8 min

Carrier Gas:

Constant Flow Helium, 0.5 mL/min

Injection:

On-Column :1 0.5 uL @ 43°C

Detection:

Mass Selective (335°C)

Pestisit GC-MS iyonlar1 ve parcalanma enerjileri

Pestisid standart karigimi (S1) olarak kullanilmakta olan 44 adet pestisid bilesiklerinin ve I¢
(Internal) standartlar IS1 bilesiklerinin GC-MS iyonlar1 ve Retention time’lar1 tablo 3. de yer

almaktadir.

www.tarim.gov.tr

63



‘ //—Q. T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI

TESHISTE METOT BiRLIGI

Tablo 3. Pestisit bilesiklerinin isimleri iyonlar1 ve parcalanma tirtinleri

Sira No. Pestisit Iyon R.Time
1 Trifluralin 264 7.44
2 Chlorpropham 213 7.46
3 Lindan 219 8.15
4 Chlorothalonil 266-264-268 8.29
5 a.BHC 219-181 8.41
6 B.BHC 219-183 8,41
7 Formothion 257 8.52
8 Vinclozolin 285 8.7
9 Parathion methyl 263 8.76
10 Heptachlor 100-237-271 8.9
11 Fenitrothion 277 9
12 Aldrin 263-293 9.29
13 Procymidone 283 9.68
14 Captan 79.149 9.73
15 Folpet 260 9.8
16 Chlordan 373 9.89
17 Endosulfan A 195-339 10.04
18 Prothiophos 162 10.08
19 4.4 DDE 318-246 10.16

20 Kresoxim methyl 116 10.17
21 Dieldrin 263-277 10.3
22 Iprodione 244 10.51
23 Endrin 263 10.52
24 4.4 DDD 235 10.58
25 Endosulfan-B 195-339 10.61
26 24 DDT 235 10.62
27 4.4 DDT 235 10.95
28 Endosulfan sulfat 272-229 10.96
29 IS 326 11.08
30 Bifenthrin 181 11.31
31 Bromopropilate 341 11.4
32 Methoxychlor 227 11.44
33 Tetradifon 159 11.68
34 Lamda Cyhalothrin 181 11.81
35 Permethrnl 183 12.36
36 Permethrn2 183 12.44
37 B-Cyfluthrin 1 163 12.82
38 B-Cyfluthrin 2 163 12.84
39 Alpha- cyperpermethrin 181 12.97
40 Beta -Cypermethrin 181 13.04
41 Esfanvalarate 167 13.79
42 Tau-fluvalinatel 250 13.86
43 Tau-fluvalinate2 250 13.91
44 fenvalarete 167 14
45 Deltamethrin 181-253 14.59
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Degerlendirme,

[a—

. Pestisit analizlerinde kromatografik piklerin alan hesaplamalarina gore degerlendirilir.

Numuneye ait piklerle standarda ait pikler ve bunlarin saflik, dilusyon, tartim ve enjeksiyon
voliimleri gibi spesifik ozellikleri hesaplamada faktor olarak kullanilir.

. Hassas analitik cihazlarin kendi konfirmasyon metotlar1 sayesinde tiim veriler girilerek otomatik

hesaplama yontemleri de kullanilabilir.

Validasyon ve ol¢iim belirsizligi SANCO dokiimani baz alinarak, Eurachem ve NMLK
literatiirleri kullanarak yapilir.

. Analiz kalitesinin kontrolii igin her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmahdir.

ILGILI DOKUMANLAR/KAYNAKLAR ve EKLER

. Anon (2002). Official Journal of the European Communities 2002/657/EC Council Directive

96/23/EC concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results,
12 August 2002 implementing.

Kaya, S.(1995). Veteriner Klinik Toksikoloji, Medisan Yayinevi, 1995

Anon.(2011)Quality control procedureas for pesticide residues analysis, Sanco Document
10232/2011

BEATRIZ ALBERO atall (2004) Analysis of Pesticides in Honey by Solid-Phase Extraction and
Gas Chromatography-Mass Spectrometry. J. Agric. Food Chem. 52, 5828-5835,

Ferrer,1(2005) Multi-residue pesticideanalysisin fruitsand vegetables byliquid chromatography-
time-of-flight mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1082 (2005) 81-90
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2003

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

www.tarim.gov.tr 65




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
o | TESHISTEMETOT BIRLIGI

HAYVANSAL DOKU VE YEMLERDE
PESTISITLERIN LC-MS/MS iLE

ANALIZI METODU

1.

AMAC

Bu analiz metodu hayvansal doku ve yemlerde pestisitlerin LC-MS/MS sistemi ile analiz edilmesini

amaglar

2.

UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal doku ve yemlerde 68 adet pestisitin (Tablo 3) belirlenmesini kapsar.

3.

TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

66

GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢aligmaya uygunlugu ve giivenligi gozdengecirilmelidir.

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidur.

Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

Bulasma olasihigina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif olanl

arin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1” esas
alinmahdir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

TESHISTE METOT BIRLIGI
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC/MSMS: Likit Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

AA: Amino asit

S1 Amino asit standart karisimi ( Tablo 3)

R1 Pestisit dahili (internal) standart IS-1 ve IS-2 karigimi
IS-1, Thiamine pyrophosphate - TPP

IS-2 Etoprophos

R2 ekstraksiyon ¢ozeltisi (Methanol)

R3 ekstraksiyon ¢ozeltisi

Mobil faz A:Methanol (%10)

Mobil Faz B: Su (%90) + Asetik asit ( %0.1)

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
iki asamada gerceklestirilir;
1. Dokunun analize hazirlanmasi

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. PP Santrifij tiipii 15 mLlik

2. PP Santrifijj tiipii 50 mLlik
Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 uLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 uL
Ayarlanabilir pipet 500-5000 puL

v ®© N ok W

10. Hassas terazi
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11. Multireaks vorteks

12. Sogutmali santrifiij

13. Pestisit HPLC Kolonu 75x4,6 mm 5 p
14. ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MSMS

15. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasallar

1.

Standart karisimi(S1) ve i¢ standart karisimlari (IS-I +IS-2) R1: Kullanima hazir olarak gelen
pestisit standart ¢ozeltileri ve mobil fazlar etiketlerinde belirtildigi sekilde hazirlanir.

Not: S1- Standart karigimi ve R1- I¢ standart karigimlari derin dondurucuda (-20 °C)
saklanmalidir.

Pestisit analiz kiti i¢inde yer alan ayiraglar (R2, R3) : Doku veya yem orneklerinde pestisit
kalintilar1 analizi i¢in (R2 ve R3 2-8 °C saklanmalidir).Mobil Faz A: Dokuda Pestisit i¢in
i¢in. (Oda sicakliginda saklanmalidir).Mobil Faz B: Dokuda Pestisit i¢in (Oda sicakliginda
saklanmalidir).

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmas: Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in 4 adet 5 g. doku
numunesi 50 mClik santrifiij tipiine alinir. Uzerine asagidaki tabloya uygun Standart
konsantrasyonundan ilave edilir. Hazirlanan bu matris std. numunelerine normal analitik

numune hazirligindaki basamaklar uygulanir.

Tablo1. Standart konsantrasyonlar1 ve uygulama miktarlari.

Bal ve petek numunesindeki

Konsantrasyon

5 ug/kg 10ug/kg | 15pg/kg | 20 pg/kg

Eklenecek Standart Hacmi 50 pl 100 pl 150 pl 200 ul

7.3. Numune Analizi

1. 2 gr doku veya yem 6rnegi 5 mI'lik santrifiyj tiiptine alinir.

2. Uzerine 2 ml seyreltim ¢ozeltisi (RD) eklenerek bal serbeti haline gelene kadar vortekslenir.
3.100 pl R1 ilave edilir. 10 sn vorteksle karistirilir.

4. 6 ml R2 ilave edilir. 2 dk vortekslenir.

5. 4000 rpmde 5 dk santrifiij edilir.

6. 5 ml iist faz alinarak 15 ml ugurma tiiptine aktarilir. Azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulur.
7. 750 pl R3 ilave edilerek 10 sn vortekslenir. Ultrasonik banyoda 1 dk bekletilir.

8.

68 TESHISTE METOT BIRLIGI

(ozme isleminden sonra viale aliarak LC-MS/MS sistemine enjeksiyon yapilir




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ < g
TESHISTE METOT BIRLIGI | <o

7.4. Cihaz Parametreleri

Doku 6rneklerinde pestisit analizi igin LC -MS/MS parametreleri Tablo 2de yer almaktadur.

Tablo 2. LC-MS/MS Parametreleri

Kol Zivak / pestisit kolonu 10 x 2,0 pm

Enjeksiyon hacmi 10 uL
Time Mobil faz l];/[Obl(l(yfa)lZ Flow
(dakika) |[A (%) | (mL/dak)
006130 30 013

Gradient program Vi i 00 012
18 0 00 0.15
18.06 50 50 0.5
23 50 50 0.5
23.06 50 50 0.15
25 50 50 0.15

Kolon sicaklig 35°C

Akis hiz1 0.15 ml/min

Dwell Time 0,01

Quadl Quad 3 2

Dedector 1600 V

Needle Voltage 5000 V

Spray Chamber Temprature 50°C

Drying Gas Temparature 300°C

Pestisit LC-MS/MS iyonlar1 ve parcalanma enerjileri: Pestisid standart karisimi (S1) olarak
kullanilmakta olan 68 adet pestisid bilesiklerinin ve I¢ (Internal) standartlar IS1 ve IS2 bilesiklerinin
LC-MS/MS iyonlari ve pargalanma enerjileri Tablo 3de yer almaktadr.

Tablo 3. Pestisit bilesiklerinin isimleri iyonlar1 ve par¢alanma tirtinleri

Sira No. PESTISIT Q1 Q3 Cv CE R.T
1 24D 219 160,5 -50 10 11.49
2 Acetamiprid 223 126 40 34 5.83
3 Alachlor 238 162 50 15 13.03
4 Amitraz 294 197 30 18 12.52
5 Atrazine 216 174 50 25 11.11
6 Azoxystrobin 404 372 80 25 11.81
7 Buprimate 317 108 50 43 12.88
8 Buprofezine 306.6 116 50 25 14.93
9 Carbaryl 145 127 50 20 10.13
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10 Carbendazim 192 160 50 32 3.13

11 Carbofuran 222 165 50 12 9.60

12 Chlofentezine 303 138 30 10 13.98
13 Chlorfluazuron 538 518 -40 15 16.23
14 Chlorpyriphos 350 198 60 15 15.56
15 Cyproconazole 2925 70 50 35 12.55
16 Cyprodinil 226 93 50 25 13.15
17 Dichlofluanid 333 123 40 20 12.92
18 Dichlorvos 221 109 50 15 9.46

19 Dimethoate 230 199 30 10 6.14

20 Dimethomorph 388 301 50 20 12.18
21 Epoxiconazole 330 121 50 48 12.92
22 Ethion 385 199 40 6 15.32
23 Ethofumasate 287 161 36 31 13.36
24 Famoxadone 331 238.4 40 10 13.44
25 Fenarimol 331 268 50 30 12.81
26 Fenazaquin 307 161 40 20 17.35
27 Fenoxycarb 302 88 30 15 13.06
28 Fenpropathrin 350 125 40 10 15.94
29 Fenthion 279 169 50 15 13.60
30 Flodioxonyil 247 180 -30 38 12.28
31 Furathiocarb 384 195 50 13 14.84
32 Hexythiazox 353 228 50 20 15.45
33 Imidachloprid 256 209 50 15 4.86

34 Ioxynil 370 127 -50 20 11.73
35 Lufenuron 508.8 325 -40 14 15.28
36 Malathion 3314 127 50 15 12.44
37 Metalaxyl 280 219,6 50 10 11.12
38 Metolachlor 284 252 50 18 13.11
39 Metribuzine 215 187 70 16 9.72

40 Monolinuron 216 126 30 35 10.55
41 Oxadixyl 279.6 219 50 15 11.12
42 Oxamyl 237 72 80 18 3.34

43 Oxyfluorfen 362 316 50 15 14.76
44 Pendimethalin 282 212 10 10 15.88
45 Phasolone 368 182 50 26 13.88
46 Phenthoate 321 247 20 10 13.35
47 Phosmet 318 160 50 12 11.85
48 Primicarb 239 72 40 40 7.33
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49 Primiphos methyl 306 164 50 18 13.99
50 Profenofos 375 305 50 20 14.63
51 Propargite 368 175 40 13 15.80
52 Propiconazole 342 159 50 20 13.57
53 Propyzamide 256 190 50 15 12.49
54 Pyrazophos 374 222 80 15 14.11
55 Pyridaben 365 309 40 18 16.98
56 Pyriproxyfen 322 96 60 48 15.18
57 Simazine 202 104 50 25 9.82
58 Tebuconazole 308 70 50 35 13.36
59 Terbutryn 242 186 50 32 12.24
60 Thiamethoxam 292 211 50 15 3.89
61 Tolyfluanide 364 238 20 10 13.40
62 Triadimenole 296 227 11 15 12.51
63 Trichlorfon 257 109 50 18 4.86
64 Trifloxystrobin 409.7 186 40 40 14.20
65 Triflumizole 346 73 50 24 14.37
66 DMPF 163 107 50 15 10.46
67 DMF 150 122 50 15 8.80
68 DMA 122 107 50 13 291
69 IS1(TPP) 243 131 40 32 12.89
70 IS2 ( Etoprophos ) 327 152 50 46¢ 13,58

7.5. Sonuglari Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi
Degerlendirme,

1. Pestisit analizlerinde kromatografik piklerin alan hesaplamalarina gore degerlendirilir.

2. Numuneye ait piklerle standarda ait pikler ve bunlarin saflik, dilusyon, tartim ve enjeksiyon

voliimleri gibi spesifik ozellikleri hesaplamada faktor olarak kullanilir.

3. Hassas analitik cihazlarin kendi konfirmasyon metotlari sayesinde tiim veriler girilerek otomatik

hesaplama yontemleri de kullanilabilir.

4. Validasyon ve olgiim belirsizligi SANCO dokiiman:i baz alinarak, Eurachem ve NMLK
literatiirleri kullanarak yapilir.

5. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidir.

www.tarim.gov.tr
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HAYVANSAL DOKU VE YEMLERDE PESTISIT
KALINTILARININ GC-MS ILE

ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu hayvansal doku, yem ve yem hammaddelerinde pestisitlerin GC-MS sistemi ile

analiz edilmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI
Bu analiz metodu, hayvansal doku, yem ve yem hammaddelerinde 44 adet pestisitin (Tablo 3)

kantitatif belirlenmesini kapsar

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4.GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda ¢alisilmaly, onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 onlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonras: ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar arasi prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili gtincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-MS: Gaz Kromatografi — Kiitle Spektrometresi

CI: Kimyasal iyonizasyon

PP: Polipropilen

S1: Pestisit miks standart karigimi ( Tablo 2)

R1 :Pestisit dahili (internal) standart IS-1 ve IS-2 karisim1
IS-1:Internal standart

R2 : Ekstraksiyon ¢ozeltisi ( Ethyl acetate)

R3 :Ekstraksiyon ¢ozeltisi (LC igin Acetonitrille; GC i¢in Methanol))
MEA: Mobil faz A:

MEB: Mobil Faz B:

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Tki agamada gerceklestirilir;
1.Numunenin ekstraksiyonu, prufikasyonu ve zenginlestirilmesi.

2.GC-MS ile analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1.Kullanilan Ekipmanlar

1. Standart 2 (S2) GC-MS

Reaktif D (RD) Seyreltim ¢ozeltisi
Reaktif 1 (R1)

Reaktif 2 (R2)

Reaktif 3 (R3-GC-MYS)

15 mL santrifiyj tiipii

Vial (1,5 mL)

Vial kapagi (1,5 mL)

© ® N NN ok »wDN

20-200 pL pipet ucu

[a—
=

. 100-1000 pL pipet ucu

[u—y
[—

. 20-200 puL. otomatik pipet

[a—
N

. 100-1000 pL. pipet ucu

[
W

. 20-200 puL. otomatik pipet
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14. Ugurma Tiipti

15. 1000-5000 pL pipet ucu

16. 1000-5000 uL otomatik pipet

17. Santrifiij

18. Vorteks

19. Column: Zebron™ ZB-5MS, GC Cap. Column 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Ea
20. Thermo Single quadrapol -MS

21. Kromatografik program: Xcalibur (Version 2010)

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.Standart karisimi(S1) ve i¢ standart karisimlari (IS-I + IS-2) R1: Kullanima hazir olarak gelen
pestisit standart ¢ozeltileri ve mobil fazlar etiketlerinde belirtildigi sekilde hazirlanir.

Not: S1- Standart karisimi ve R1- I¢ standart karisimlari derin dondurucuda (-20 °C) saklanmalidir.
Diger reaktifler oda sicakliginda saklanmalidur.

2. Pestisit analiz kiti icinde yer alan ayiraglar (R2, R3) : Bal 6rneklerinde pestisit kalintilar1 analizi
icin (R2 ve R3 2-8 °C saklanmalidir).Mobil Faz A: Dokuda Pestisit i¢in icin. (Oda sicakhiginda
saklanmalidir).Mobil Faz B: Dokuda Pestisit i¢cin (Oda sicakliginda saklanmalidir).

3. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi: Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in 4 adet 5 g. Doku
numunesi 50 mLClik santrifiij tipiine alimr. Uzerine agagidaki tabloya uygun Standart
konsantrasyonundan ilave edilir. Hazirlanan bu matris std. numunelerine normal analitik

numune hazirligidaki basamaklar uygulanir.

Tablo1. Standart konsantrasyonlari ve uygulama miktarlari.

Doku numunesindeki Konsantrasyon 5 ug/kg 10ug/kg | 15pg/kg | 20 pg/kg

Eklenecek Standart Hacmi 50 ul 100 pl 150 pl 200 wl

7.3. Numune Analizi

1. 2 gr doku 6rnegi 15 ml'lik santrifiij tiipiine alinir.

2. Uzerine 2 ml seyreltim ¢ozeltisi (RD) eklenerek bal serbeti haline gelene kadar vortekslenir.
3.100 pl R1 ilave edilir. 10 sn vorteksle karistirilir.

4. 6 ml R2 ilave edilir. 2 dk vortekslenir.

5. 4000 rpmde 5 dk santrifiij edilir.
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6. 5 ml Gist faz alinarak 15 ml ugurma tiipiine aktarilir. Azot gazi altinda kuruluga kadar ugurulur.
7. 750 pl R3 ilave edilerek 10 sn vortekslenir. Ultrasonik banyoda 1 dk bekletilir.

8. Cozme isleminden sonra viale alinarak GC-MS sistemine enjeksiyon yapilir

7.4. Cihaz Parametreleri

Doku 6rneklerinde pestisit analizi igin GC-MS parametreleri Tablo 2’ de yer almaktadir.

Tablo 2: GC-MS Parametreleri

Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 250°C
Drying gas pressure 30 psi
Scan Time 1,767 sec
SIM Width 2.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 600V
Capillary Method
Detector + 1600V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 50°C
Mass peak width in amu Q1=2.0 Q3=2.0
Zebron™ ZB-5MS, GC Cap. Column 30 m x 0.25 mm
Column
x 0,25 um, Ea
40 °C for 1 min to 100 °C @ 15 °C/min to 225°C @ 5
Oven Profile
°C/min to 320 °C @ 15 °C/min for 8 min
Carrier Gas: Constant Flow Helium, 0.5 mL/min
Injection: On-Column :1 0.5 pL @ 43°C
Detection: Mass Selective (335°C)

Pestisit GC-MS iyonlar1 ve par¢alanma enerjileri

Pestisid standart karigimi (S1) olarak kullanilmakta olan 44 adet pestisid bilesiklerinin ve I¢
(Internal) standartlar IS1 bilesiklerinin GC-MS iyonlar1 ve Retention time’lar1 Tablo 3’ de yer
almaktadir.
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Tablo 3. Pestisit bilesiklerinin isimleri MS iyonlari ve parcalanma tirtinleri

Sira No. Pestisit Iyon R.Time
1 Trifluralin 264 7.44
2 Chlorpropham 213 7.46
3 Lindan 219 8.15
4 Chlorothalonil 266-264-268 8.29
5 o.BHC 219-181 8.41
6 3.BHC 219-183 8,41
7 Formothion 257 8.52
8 Vinclozolin 285 8.7
9 Parathion methyl 263 8.76

10 Heptachlor 100-237-271 8.9
11 Fenitrothion 277 9
12 Aldrin 263-293 9.29
13 Procymidone 283 9.68
14 Captan 79.149 9.73
15 Folpet 260 9.8
16 Chlordan 373 9.89
17 Endosulfan A 195-339 10.04
18 Prothiophos 162 10.08
19 4.4 DDE 318-246 10.16
20 Kresoxim methyl 116 10.17
21 Dieldrin 263-277 10.3
22 prodione 244 10.51
23 Endrin 263 10.52
24 4.4 DDD 235 10.58
25 Endosulfan-B 195-339 10.61
26 2.4 DDT 235 10.62
27 4.4 DDT 235 10.95
28 Endosulfan sulfat 272-229 10.96
29 IS 326 11.08
30 Bifenthrin 181 11.31
31 Bromopropilate 341 114
32 Methoxychlor 227 11.44
33 Tetradifon 159 11.68
34 Lamda Cyhalothrin 181 11.81
35 Permethrnl 183 12.36
36 Permethrn2 183 12.44
37 B-Cyfluthrin 1 163 12.82
38 B-Cyfluthrin 2 163 12.84
39 Alpha- cyperpermethrin 181 12.97
40 Beta -Cypermethrin 181 13.04
41 Esfanvalarate 167 13.79
42 Tau-fluvalinatel 250 13.86
43 Tau-fluvalinate2 250 13.91
44 fenvalarete 167 14
45 Deltamethrin 181-253 14.59

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Degerlendirme,

1. Pestisit analizlerinde kromatografik piklerin alan hesaplamalarmna gore degerlendirilir.

2. Numuneye ait piklerle standarda ait pikler ve bunlarin saflik, dilusyon, tartim ve enjeksiyon
voliimleri gibi spesifik ozellikleri hesaplamada faktor olarak kullanilir.
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3. Hassas analitik cihazlarin kendi konfirmasyon metotlari sayesinde tiim veriler girilerek otomatik

hesaplama yontemleri de kullanilabilir.

4. Validasyon ve olgiim belirsizligi SANCO dokiiman:i baz alinarak, Eurachem ve NMLK
literatiirleri kullanarak yapilir.

5. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in her bir analite yonelik kalite kontrol grafigi hazirlanmalidir.
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HAYVANSAL DOKU, YEM VE YEM
HAMMADDELERINDE AFLATOKSIN VE
OKRATOKSININ LC-MS/MS iLE

ANALIZI METODU

1.

AMAC

Bu analiz metodu hayvansal dokularda, yem ve yem hammaddelerinde aflatoksin ( B1,B2,G1,G2)
ve okratoksinin ( Okr-A) LC-MS/MS sistemi ile kantitatif belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, zehirlenme siipheli olaylarda aflatoksinlerin ( B1,B2,G1,G2) ve Okratoksinin
(Okr-A) LC-MSMS sistemi ile kantitatif analizlerini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1.
2.

Test 6ncesinde laboratuvar kogullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda galigilmal, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

. Bulagma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimhik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin

degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda

saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Okr-A: Okratoksin A

B1: Aflatoksin B1

B2: Aflatoksin B2

G1: Aflatoksin G1

G2: Aflatoksin G2

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MSMS: Likit Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

MW: molekiil agirlig

DIS: Deiyonize su

MRL: Maksimum Kalmnt1 Limiti

MRPL: Minimum gerekli performans Limiti

Aflatoksin: Hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yagh tohumlu tahillar basta olmak iizere
tiretimi, hasat edilmesi, depolanmasi ve karma yem tiretimi agamalarinda uygun olmayan sartlara
(yem, sicaklik, 151k v.s.) maruz kaldiginda biitiinliigti bozularak kiiflenme ve sonrasinda da toksin
tiremeye baglar. Aspergillus tiirii mantarlarin sentezledigi bu aflatoksinler insan ve hayvanlar
icin toksiktir. Hayvan vyetistiriciliginde basta kanathlar olmak tizere duyarl: olan tiirlerde ciddi
ekonomik kayiplara ve 6liimlere neden olabilmektedir. Bu yemlerle beslenen hayvanlardan elde

edilen triinlerde bulunan aflatoksin (B1,B2,G1,G2) kalintilar titketici durumunda olan insanlarda
kansere neden olabilmektedir.

Okratoksin A: Aflatoksinlere benzer sekilde hayvanlarin beslenmesinde kullanilan yagh tohumlu
tahillar basta olmak iizere tiretimi, hasat edilmesi, depolanmasi ve karma yem tiretimi asamalarinda
uygun olmayan sartlara (yem, sicaklik, isik v.s.) maruz kaldiginda biitiinligii bozularak kiiflenme
ve sonrasinda da toksin tiremeye baslar. Aspergillus ve Penicillium tiirli mantarlar tarafindan
tiretilen bir okratoksin tiiriidiir. Okr- Anin deney hayvanlarinda nefrotoksik etkisi kanitlanmis ve

bobrek i¢in giiglii bir karsinojen oldugu belirlenmistir
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Test metodu iki asamadan olusur;
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1. Numunenin ekstraksiyonu, saflastiriimasi ve zenginlestirilmesi.

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1.

¥ N o Uk » D

e Y e
g b~ W NN = O

PP Santrifiij tiipti 15 mLlik

PP Santrifiyj tiipti 50 mLlik
Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL
Ayarlanabilir pipet 500-5000 puL

. Hassas terazi

. Multireaks vorteks
. Sogutmali santrifij
. Aflatoksin LC--MSMS Kolonu 50 x 2,3 mm 3 p

. ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MSMS

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Aflatoksin standart karisimlari;

. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

Tablo 1. Aflatoksin standart karisimlarimin icerik, kiitle degerleri ve konsantrasyonlar.

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
Aflatoksin B1 (AFBI1) 312 1000
Aflatoksin B2 (AFB2) 314 1000
Aflatoksin G1 (AFG1) 328 1000
Aflatoksin G2 (AFG2) 330 1000
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2. Okratoksin standart karisumlari;

Tablo 2. Okratoksin standart karisimlarimin igerik, kiitle degerleri ve konsantrasyonlar:.

Analit

Okratoksin A (Okr)

MW
403

3. Mikotoksin Analizi Kit Icerigi
Tablo 3. Mikotoksin (Aflatoksin-Okratoksin) Analizi Kit Igerigi

Konsantrasyon pg/L (ppb)
1000

standart karigimi (50 MRL)

Malzeme kodu Tanim Adet Agiklama
) . 10 ml lik standart sisesi
ZV-1031-02ST-50 SIS Spie Sl 1 icerisinde 5 ml olarak

verilir

1 L lik sise icerisinde 1 L

ZV-1031-02R1-50 R1 reaktifi 1 -

olarak verilir.
ZV-1031-02R2-50 | R2 reaktifi p | lomlliksise icerisinde 10

ml olarak verilir.
ZV-1031-02R3-50 | R3 reaktifi p | L Lliksise icerisinde 1 L

olarak verilir.
ZV-1031-02R4-50 | R4 reaktifi 1 | 180mlliksise igerisinde

150 ml olarak verilir.

1 litrelik sise icerisinde
ZV-1031-02MA-50 | Mobil faz A 1 verilir
ZV-1031-02MB-50 | Mobil faz B p | Llitreliksise igerisinde

verilir
ZN-9007-0050 Santrifiij tipt 50 ml lik 8 25 adetlik paketlerde
ZV-9008-0100 15 ml'lik cam tiip 2 100 adetlik paketlerde
ZV-9019-0100 Enjektor 2 mI'lik 2 | 100 adet/ paketlik
ZV-9018-0100 0.45 mikron filtre 2 100 adet/ paketlik

. Miisteri tarafindan siparis
Aflatoksin grubu LC- T o

ZV-1031-50 C MSMS kolonu 1 edilmelidir. Kit igerisinde

ver almaz
ZV-9005-0200 Pipet ucu(5000Xul) 2 100 adet/paket
ZV-9003-0200 Pipet ucu (200Xul) 1 200 adet/paket
ZV-9005-0200 Pipet ucu(1000Xul) 1 250 adet/paket
ZV-9001-0200 Vial & Vial cap 2 100 adet/paket
ZV-1031-KK-T Tiirkge kullanim klavuzu 1
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7.3. Numune Analizi

1
2
3
4.
5
6

5 g ogiitiilmils yem numunesi 50 mLlik santrifiij tiiptine tartilir.
5ml R1 ve 100 pl R2 eklenir. 30 sn vorteks karistiricida karistirilir.
10 ml R3 ilave edilir.

2 dk vorteks karistiricida karigtirilir.

. 4000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 8 ml alinip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot
akimi altinda ugurulur.0,75 ml R4 ilave edilerek ¢oziiliir.

Numune enjektore takilan 0.45 mm filtreden siiziilerek HPLC flakonuna alinir ve LC-MS/MS
sistemine 20 uL enjeksiyon yapilr.

ilave standart hazirlanmasi

NS R LD

5 g ogiitiilmils yem numunesi 50 mLlik santrifijj tiiptine tartilir.
100 pl standart karisimi eklenir.

5ml R1 ve 100 pl R2 eklenir. 30 sn vorteks karistiricida karistirilir.
10 ml R3 ilave edilir.

2 dk vorteks karistiricida karigtirilir.

4000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 8 ml alinip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot
akimi altinda ugurulur.

0,75 ml R4 ilave edilerek ¢oziiliir. Numune enjektore takilan 0.45 mm filtreden siiziilerek HPLC
flakonuna alinir ve LC-MS/MS sistemine 20 uL enjeksiyon yapilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
LC-MS/MS Parametreleri Tablo 4, 5 ve 6da verilmistir.

Tablo 4. Gradient pompa akis programu:

Zaman % A % B Flow
00:00 100 0 0.20
01:30 100 0 0.20
09:00 0 100 0.20
09:01 100 0 0.20
13:00 100 0 0.20
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Tablo 5. LC-MSMS Analitik Sartlar

Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 50 psi
Drying gas temperature 350 °C
Drying gas pressure 35 psi
Scan Time 0.5 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 600V
Capillary 30V
Detector + 1800 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 60 °C
Mass peak width in amu 1.0

Quad 1 1.0
Quad 3 1.0

Aflatoksin - Okratoksin bilesiklerinin isimleri iyonlar1 ve parcalanma iiriinleri

Tablo 6. Aflatoksinlerin ve Okratoksinin iyonlar1 ve parcalanma tirinleri

Analit MW Capillary M(Sml\;[zl;“ N(Ii—/l;’[)S PaEl;f::;Islim
Aflatoksin B1 (AFBI1) 312 30 313 285 -22
Aflatoksin B2 (AFB2) 314 30 315 287 -25
Aflatoksin G1 (AFGI1) 328 30 329 243 -25
Aflatoksin G2 (AFG2) 330 30 331 245 -30
Okratoksin A (OKR) 404 30 404 239 -22

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Elde edilen LC-MSMS kromatogramlar1 {izerinden cihazda var olan program ile kalibrasyonu
incelenerek numuneye ait sonuglarin degerlendirilmesi yapilir. Aflatoksin analizlerinde HPLC
veya LC-MSMS tarama ve veya dogrulama yapilarak miktar tayini verilebilir. Pozitif stipheli ¢ikan
sonuglar ile negatif sonug alinanlar arasinda 20 numuneyi temsilen rastgele bir 6rnekleme yapilarak

analiz edilir ve sonuglar1 dogrulanmalidir. Aflatoksinler hayvansal doku ve iiriinlerde, yem ve yem
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hammaddelerinde B1, B2,G1ve G2 metabolitleriyle bulunur. ( siit igin Af.M1)

Analiz numunesinden elde edilen kromatogramdaki ilgili piklerin alanlar1 hesaplanur, ilave standart
numunesi enjeksiyonundan elde edilen kromatogramdaki pik alanlar1 hesaplanir.
Asagidaki formiil kullanilarak miktarlandirilir, veya analitik sistemdeki otomatik hesaplama

programi da kullanilarak hesaplanabilir. Kabul edilebilir deger veya hesaplanabilir diizeylerdeki
bulgular raporlandirilir.

. A
Tlgili Aflatoksin miktar (ppb) = A—T x 20
A= Numune kromatogramindaki ilgili aflatoksin pik alani

A, = Ilave standart kromatogramndaki ilgili aflatoksin pik alan

Not. Validasyon ve Olgiim Belirsizligi hesaplamalari EURACHEM, NMLK kriterlerine gére
yapihr.
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SUT ve SUT URUNLERINDE AFLATOKSIN MI’IN
LC-MS/MS ILE ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu siit ve sut riinlerinde aflatoksin ( M1)’in LC-MS/MS sistemi ile kantitatif

belirlenmesini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI
Bu analiz metodu, zehirlenme siipheli olaylarda aflatoksin (M1)’in LC-MSMS sistemi ile kantitatif

analizlerini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvarkosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda ¢alisiimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

3. Testleilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasihigma karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

M1: Aflatoksin M1

M2: Aflatoksin M2

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MSMS: Likit Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektrometresi
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ESI: Elektro sprey iyonizasyon
ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

MW: molekiil agirlig

DIS: Deiyonize su

MRL: Maksimum Kalmt1 Limiti

MRPL: Minimum gerekli performans Limiti

Aflatoksin: Hayvanlarin beslenmesinde kullamilan yagl tohumlu tahillar basta olmak {izere
tiretimi, hasat edilmesi, depolanmasi ve karma yem iiretimi agamalarinda uygun olmayan sartlara
(yem, sicaklik, 151k v.s.) maruz kaldiginda biitiinliigii bozularak kiiflenme ve sonrasinda da toksin
tiremeye baglar. Aspergillus tiirti mantarlarin sentezledigi bu aflatoksinler hayvan yetistiriciliginde
basta kanatlilar olmak iizere duyarh olan tiirlerde ciddi ekonomik kayiplara, verim diistikliigii
ve neticesinde 6liimlere neden olabilmektedir. Bu yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen
tirtinlerde aflatoksin kalintilarinin (M1 ve M2) varlig tiiketici durumunda olan insanlar i¢in ise

kansere neden olabilmektedir. Insan ve hayvanlarda zehirlenmelere yol acarlar

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Test metodu iki asamadan olusur;
1. Numunenin ekstraksiyonu, saflastiriimasi ve zenginlestirilmesi.

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmast.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. PP Santrifijj tiipti 15 mLlik

PP Santrifiyj tiipti 50 mLlik
Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL
Ayarlanabilir pipet 500-5000 puL

¥ © N ok D

10. Hassas terazi
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11. Multireaks vorteks
12. Sogutmali santrifiij
13. Aflatoksin LC--MSMS Kolonu 50x 2,3 mm 3 p
14. ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MSMS
15. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)
7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Aflatoksin standart karisimlar::
Tablo 1. Aflatoksin standart karigimlarinin igerik, kiitle degerleri ve konsantrasyonlar:.
Analit MW Konsantrasyon pg/L (ppb)
Aflatoksin M1 (AFM1) 329 1000
Aflatoksin M2 (AFM2) 331 1000

2. Mikotoksin Analizi Kit Igerigi
Tablo 2. Mikotoksin (Aflatoksin M1, Aflatoksin M2) Analizi Kit Icerigi

Malzeme kodu Tanim Adet Agiklama
Aflatoksin M1, Aflatoksin 10 ml lik standart sisesi
ZV-1031-02ST-50 | M2 standart karigimi (50 1 . i "
icerisinde 5 ml olarak verilir
MRL)
ZV-1031-02R1-50 | R reaktifi p | L Lliksise icerisinde 1 L
olarak verilir.
ZV-1031-02R2-50 | R2 reaktifi p | Ml likegie igentimets 1]
olarak verilir.
ZV-1031-02R3-50 | R3 reaktifi p || Lllldtoemtines i
olarak verilir.
ZV-1031-02R4-50 | R4 reaktifi p | 180 mlliksise icerisinde 150
ml olarak verilir.
ZV-1031-02MA-50 | Mobil faz A 1 1 litrelik sise icerisinde verilir
ZV-1031-02MB-50 | Mobil faz B 1 1 litrelik sise icerisinde verilir
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7.3.

1
2
3
4.
5
6

N

Numunenin Analizi

5 mL. Siit numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine tartilir.

5ml R1 ve 100 pl R2 eklenir. 30 sn vorteks karistiricida karistirilir.
10 ml R3 ilave edilir.

2 dk vorteks karistiricida karistirilir.

. 4000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Santriflij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 8 ml alinip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot
akimi altinda ugurulur.0,75 ml R4 ilave edilerek ¢oziiliir.

Numune enjektore takilan 0.45 mm filtreden siiziilerek viallere alinir.

LC-MS/MS sistemine 10 pL enjeksiyon yapilir.

ilave standart hazirlanmasi

N ok wN

74.
LC-

5 mL siit numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine tartilir.

100 pl standart karisimi eklenir.

5 ml R1 ve 100 ul R2 eklenir. 30 sn vorteks karistiricida karigtirilir.
10 ml R3 ilave edilir.

2 dk vorteks karistiricida karigtirilir.

4000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 8 ml alinip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot
akimi altinda ugurulur.

0,75 ml R4 ilave edilerek ¢oziiliir. Numune enjektore takilan 0.45 mm filtreden siiziilerek HPLC
flakonuna alinir ve LC-MS/MS sistemine 10 pL enjeksiyon yapilir.

Cihaz Parametreleri

MS/MSle ilgili parametreler Tablo 3, 4 ve 5’te verilmistir.

1. LC-MS/MS Mobil Faz akis sartlar1

Tablo 3. Gradient pompa akis programu:

Zaman % A % B Flow
00:00 100 0 0.20
01:30 100 0 0.20
09:00 0 100 0.20
09:01 100 0 0.20
13:00 100 0 0.20
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2. Analitik Sartlar
Tablo 4. LC-MSMS Analitik Sartlar

Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 50 psi
Drying gas temperature 350°C
Drying gas pressure 35 psi
Scan Time 0.5 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 600V
Capillary 30V
Detector + 1800 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 60 °C
Mass peak width in amu 1.0

Quad 1 1.0
Quad 3 1.0

Aflatoksin M1, Aflatoksin M2 bilesiklerinin isimleri iyonlar1 ve par¢alanma iiriinleri

Tablo 5. Aflatoksin M1 ve M2 nin iyonlari ve par¢alanma tiriinleri

. . MS MH+ | MS-MS | Parcalama
e AL Capillary (m/z) (m/z) Enerjisi
Aflatoksin M1 (AFM1) 329 40 330 285 22
Aflatoksin M2 (AFM2) 331 30 332 285 -22

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Elde edilen LC-MSMS kromatogramlari tizerinden cihazda var olan program ile kalibrasyonu
incelenerek numuneye ait sonuglarin degerlendirilmesi yapilir. Aflatoksin analizlerinde HPLC
veya LC-MSMS tarama ve veya dogrulama yapilarak miktar tayini verilebilir. Pozitif siipheli
¢tkan sonuglar ile negatif sonug almanlar arasinda 20 numuneyi temsilen rastgele bir 6rnekleme

yapilarak analiz edilir ve sonuglar1 dogrulanmalidir. Aflatoksinler, siit ve siit tiriinlerinde M1 ve

www.tarim.gov.tr 21




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

M2 metabolitleriyle bulunur. Analiz numunesinden elde edilen kromatogramdaki ilgili piklerin
alanlar1 hesaplanir, ilave standart numunesi enjeksiyonundan elde edilen kromatogramdaki pik

alanlar1 hesaplanir.

Asagidaki formiil kullanilarak miktarlandirilir, veya analitik sistemdeki otomatik hesaplama
programi da kullanilarak hesaplanabilir. Kabul edilebilir deger veya hesaplanabilir diizeylerdeki
bulgular raporlandirilir.

Igili Aflatoksin miktar1 (ppb) = % x 20
A= Numune kromatogramindaki ilgili aflatoksin pik alani
A, = Ilave standart kromatogramindaki ilgili aflatoksin pik alam

Not. Validasyon ve Olgiim Belirsizligi Hesaplamalari EURACHEM, NMLK kriterlerine gére
yapilir.
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BALDA AMINOASITLERIN LC-MSMS
ILE ANALIZI METODU

1.

AMAC

Bu analiz metodu bal 6rneklerinde aminoasitlerin LC-MS/MS sistemi ile kantitatif analiz edilmesini

amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu balda 19 aminoasit bilesiginin ( Tablo 1) varligini ve miktarinin belirlenmesini

kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ ONLEMLER

1.
2.

94 TESHISTE METOT BIiRLIGI

Test 6ncesinde laboratuvar kogullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda calisilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

Bulagma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alimmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC/MSMS: Likit Kromatografi — Kiitle / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

S1 :aminoasit miks standart karisimi ( Tablo 2)
R1: aminoasit dahili (internal) standart

R2 :ekstraksiyon ¢ozeltisi ( Ethyl acetate)

R3 :ekstraksiyon ¢ozeltisi 3

R4 :ekstraksiyon ¢ozeltisi 4

R5: ekstraksiyon ¢ozeltisi 5

MEA.:Mobil faz A

MEB: Mobil Faz B

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Test metodu iki asamadan olusur;
1. Numunenin ekstraksiyonu, saflastiriimasi ve zenginlestirilmesi.

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmast.

7 TEST METODUNUN TANIMI
7.1.Kullanilan Ekipmanlar

1. PP Santrifij tiipii 15 mLlik

2. PP Santrifijj tiipti 50 mLlik

3. Enjektor 5 mLlik

4. Filtre 0.45 pm

5. Ependrof tiipii

6. Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 pLlik)
7. Ayarlanabilir pipet 20-200 pL

8. Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL
9. Ayarlanabilir pipet 500-5000 pL
10. Hassas terazi

11. Multireaks vorteks
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12. Sogutmali santrifiij

13. ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MSMS

14. ZIVAK-AA column 10 x 2.0pm

15. ZV-1002-KK-T : Amino Asit kiti

16. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Standart karisimi (S1) ve i¢ standart karisimlar IS (R1):

Aminoasit standart karigimi (S1) ve i¢ standart (IS) :

Bal ve bal petegi orneklerinde aranacak olan 19 aminoasit ( S1 karisimi) ve i¢ standart -R1 (IS)
bilesiklerine ait isimleri.

Tablo 1. S-1 karisimi, 19 aminoasit

Amino Asit Konsantrasyon (ppb)

Alanin 26,75
Arginin 24,75
Asparagin 28,5
Aspartik Asit 31,25
Glutamin 26
Glutamik Asit 29,5
Glisin 27,25
Izol6sin 26,75
Losin 29,5
Lizin 34
Metyonin 29,5
Ornitin 36
Fenilalanin 25,25
Prolin 25,25
Serin 23,5
Treonin 28,25
Triptofan 22
Tirozin 25,5
Valin 29,5

2. R1, R2, R3, Bal 6rneklerinde aminoasit analizi i¢cin ( R1: - 20 °C de saklanmali, R2 ve R3 2-8
°C saklanmalidur).

3. Mobil Faz A: Balda aminoasit i¢in (Oda sicakliginda saklanmalidir).
4. Mobil Faz B: Balda aminoasit i¢in (Oda sicakliginda saklanmalidir).
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7.3. Numune Analizi
1. 1 gbal numunesi tartilarak tizerine 2 ml saf su eklenerek karistirilir.

2. Homojenize edilmis numuneden 100 pl (veya Kalibrator Level I ve IT) cam 6rnek hazirlama
tiplerine konur.

3. Uzerine 5 ml seyreltme ¢ozeltisi ( Ethyl asetat %10+su%90-+asetik asit%0.1) ilave edilerek
serbet haline gelene (10 dak) kadar vortekslenir.

4. Uzerine 100 pl R1 eklenerek 60 sn. vortexlenir.
200 pl R2 eklenerek 60 sn. vortexlenir

6. 200 ul R3 eklenerek 60 sn. vortexlenir. 2 dakika beklenir tiip tekrar 10 sn. vortexlenir. 1 dakika
daha beklenir.

7. 200 pl R4 eklenerek 60 sn. vortexlenir ve 1 dakika daha beklenir.
8. 6000 RPM"de 3 dakika santrifiij edilir.

9. Santrifiij sonunda, tist fazdan 200 ul cam tiipe alinarak, N2 altinda 40 °C ‘de kuruluga kadar
ucurulur.

10. 500ul R5 ile ¢oziilerek 1 dk vortekslenir,
11. Sonrasinda tiip igindeki ekstrakt viale alinarak LC-MS/MS sistemine 10 pL enjeksiyon yapilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
Bal 6rneklerinde aminoasit analizi igin LC MSMS parametreleri Tablo 2 ve 3’te yer almaktadur.

Tablo 2: LC-MSMS Parametreleri

Kol Zivak / AA column 10 x 2,0 pm

Enjeksiyon hacmi 10 puL
Time Mobil faz g/IObl(l(yﬁ;Z frlli)lt\;

. 0 (Y

e 038

Gradient program 17 0 =) 055
12.01 0 100 0.25
14 0 100 0.25
14.01 50 50 0.25
18 50 50 0.25

Kolon sicakligi 35°C

Akis hizi 0.25 ml/min

Dwell Time 0,01

Quadl Quad 3 2

Dedector 1300 V

Needle Voltage 5000 V

Spray Chamber Temprature 50°C

Drying Gas Temparature 350°C
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Aminoasit LC-MS/MS iyonlar1 ve pargalanma enerjileri

Aminoasit standart karisimi (S1) olarak kullanilmakta olan 19 adet amino asitin LC-MS/MS

iyonlar1 ve parcalanma enerjileri Tablo 2.de yer almaktadir.

Tablo 3. Amino asit std. Listesi ve parcalanma enerjileri.

Sira no Aminoasit MW MH+ " Moms | cE | RT
(m/z)
1 Alanin 89 218 130 10V 6.05
2 Arginin 174 303 156 15V 3.36
3 Asparagin 132 243 115 10V 4.46
4 Aspartik Asit 133 304 216 15V 9.06
5 Glutamin 146 275 172 15V 3.92
6 Glutamik Asit 147 318 172 15V 9.67
7 Glisin 75 204 76 8V 4.96
8 Izol6sin 131 260 130 10V 11.85
9 Losin 131 260 172 10V 11.35
10 Lizin 182 361 170 15V 9.05
11 Metyonin 149 278 142 15V 8.28
12 Ornitin 168 347 156 15V 7.80
13 Fenilalanin 165 294 164 15V 11.52
14 Prolin 115 244 156 15V 8.43
15 Serin 105 234 104 15V 4.38
16 Treonin 119 248 74 15V 5.04
17 Triptofan 204 333 245 15V 10.19
18 Tirozin 181 396 222 15V 14.36
19 Valin 117 246 158 15V 9.49

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Elde edilen kromatografik piklere gore degerlendirme yapilir. Aminoasit analizlerinde
kromatografik piklerin alan hesaplamalarina gére degerlendirilir. Numuneye ait piklerle standarda
ait pikler ve bunlarin saflik, dilusyon, tartim ve enjeksiyon voliimleri gibi spesifik 6zellikleri
hesaplamada faktor olarak kullamilir. Hassas analitik cihazlarin kendi konfirmasyon metotlar1
sayesinde tiim veriler girilerek otomatik hesaplama yontemleri de kullanilabilir. Bu sekilde LC-
MSMS de goriintiilenebilen aminoasitlerin 6nemli bir kismu teshis edilebilir.
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Bal o6rneklerinde aminoasit analizi metodu validasyon raporunda 19 adet aminoasite ait analitik

parametreler de yer almaktadir.

Not. Validasyon ve dl¢iim belirsizligi Eurachem ve ISO Guidee gore yapilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR/KAYNAKLAR ve EKLER

1- EURACHEM/CITAC Guide Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement Second
Edition April 2000

2- ISO Guide to Expression of Uncertainty in Measurement ( ISO 1993)

3- Bogdanov, S.(2009) Honey Composition, Book of Honey, Chapter 5 , Bee Product Science,
August 2009

4- Simek, P. and Husek, P
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ZEHIRLEME SUPHELI METARYALLERDE
PESTISITLERIN GC- MS TEKNIGIYLE TARAMA
ANALIZ METODU

1. AMAC

Zehirlenme siiphesi ile laboratuara gonderilen hayvanlara ait i¢ organ, yem, su ve zehirlenmeye
neden oldugu diisiiniilen siipheli maddelerde pestisidlerin Gaz kromatografi-Kiitle Spektrometresi
(GC-MS) yontemi ile tarama analizleri yapilmas1 amaglamaktadir.

2.UYGULAMA ALANI

Bu metot, zehirlenme siiphesi ile gelen materyallerde organik klorlu, organik fosforlu, karbamat,

rat zehirleri ve fungusitlerin GC-MS sisteminde kalitatif tespiti i¢in uygulanir.

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

1. Kimyasallar hazirlanirken agizla ¢ekilmemeli ve pipet6r kullanilmalidir.
2. Eldiven ve gozliikle ¢aligma yapilmalidir.

3. Atiklar, kimyasal atik sisesine atilmahdir.

4. Ceker ocak i¢cinde ¢aligtlmalidir.
5

Sivi ve kati laboratuvar atiklar biyolojik tehlike olarak 6nem arz ettigi i¢in, ihrak firnimda imha

edilmelidir.

5. KISALTMALAR / TANIMLAR
NaCl: Sodyum Kloriir
GC-MS: Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi

Pestisit: insan ve hayvan viicudu ile bitkiler iizerinde veya cevresinde yasayan, besin kaynaklarinin
tiretim, depolanma ve tiiketimi sirasinda besin degerini diisiiren ya da zarara ugratan bocek,
kemirici, yabani ot, mantar gibi canli formlarinin yikici etkilerini azaltmak i¢in kullanilan kimyasal

maddelerdir.
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Test metodu, laboratuvara gonderilen numunenin oziitlenerek, elde edilen 6ziitte pestisitlerin
varliginin GC-MS cihazinda kiitle dedektorde kalitatif olarak tanimlanmasidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal
Zehirlenme olayn ile ilgili hayvan organ ve dokulari ile mide-bagirsak icerigi, yem 6rnegi, su, siipheli
kat1 veya siv1 gida maddesi, enjektor igerigi, toz vb. materyal olarak kullanilir.
1.1.1. Kullanilan Ekipman

Parcalayici

Hassas Terazi

Erlenmayer

Karistirici

Siizgeg kagidi

Cam ayirma hunisi, 250 ml.

Huni

Meziir, 250 ml.

Enjektor

PTEFE Filtre

Vial

Balon joje, 1000 ml.

Armudi balon, 250 ml.

Evaporator

Mikropipet,1 ml.

Pipet ucu, 1 ml.

Ultrasonik su banyosu

GC-MS ve ekipmanlar1

7.2. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanmasi

7.2.1. Kullanilan Kimyasallar
Analitik saflikta;

Asetonitril
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Sodyum kloriir (NaCl)
n-hekzan

Kloroform

Susuz sodyum siilfat
Metanol

Aseton

- Pestisit standartlary; Organik fosforlu (azinfos-etil, azinfos-metil, carbofenthion, klorprifos-metil,

diklorfos, etrimfos, fenklorfos, fenitrotiyon, fonofos, heptanofos, isofenfos, metakrifos, mevinfos,

pentoat, forat, fosmet, primifos-metil, sulfotep, tetraklorvinfos, metamidofos, dimetoat), organik

Klorlu (endosiilfan), karbamat (metomil, karbaril), fungusid (metalaxyl, etoksiquin), herbisid

(atrazin, molinate, simazine), akarisid (mecarbam, methidathion), rat zehiri (kumarin).

7.2.2. Kimyasallarin Hazirlanmasi

% 2 Sodyum Kloriir: Hassas terazide 20 gr. NaCl tartilir, 1 litrelik balon jojeye aktarilir. Uzerine

bir miktar distile su ilave edilir. Karistirilarak sodyum kloriir eritilir. Cozelti distile su ilel litreye

tamamlanir,

7.3. Numunenin Ekstraksiyonunun Yapilmasi ve Analiz Sonucunun Degerlendirilmesi

7.3.1. Numunenin Ekstraksiyonunun Yapilmasi

O
O
O
[
O
O
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Doku-organ 6rnekleri 6nce pargalayicida pargalanir.

Erlanmayer igine 25 gr. numune tartilir. Su numunesi direk olarak 200 ml. alinir.

Uzerine 75 ml. asetonitril ilave edilir. Karistirici ile karigtirilir.

2-24 saat arasinda bekletilir.

Stizgeg kagidi ve huni kullanilarak bir erlenmayer i¢ine numune siiziiliir.

Stiziintlintin tizerine 125 ml. % 2 lik tuzlu su ilave edilir. Su numunesine sadece 4 gr. NaCl ilave
edilir.

Uzerine 50 ml n-hekzan ilave edilir, ayirma hunisine alinarak karistirilir. Faz ayrimina kadar

beklenir.

Fazlar ayrilinca alt faz ayr1 bir erlenmayere alinir. Ust faz, icine bir miktar sodyum siilfat konulan

stizge¢ kagidindan gecirilerek armudi balon i¢ine siiziiliir.

Alt faz tizerine 50 ml. kloroform ilave edilir. Ayirma hunisine aktarilir, karistirilir, faz ayrimina
kadar beklenir.

Faz ayrimindan sonra alt faz ayni armudi balon igine siiziilerek fazlar birlestirilir.

Evaporatorde vakum pompasi ve 1s1 yardimiyla balon igerigi kuruluga kadar buharlastirilir.
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[J Kurumus olan 6ziit 2 ml. metanol ilave edilerek ultrasonik banyosunda ¢6zdiirtiliir.

[ Oziit PTFE filtreden gegirilerek GC-MS vialine alinir ve cihaza enjekte edilir.

7.3.2. Analiz sonucunun degerlendirilmesi

Cihazin analizi bitirmesinden sonra hafizasindaki kiitiiphanelere tarama yaptirihr. Numunede
% 70 ve iizerinde benzerlik tespit edilen pestisit bilesiklerine ait pikler dikkate alimr. Ilgili
bilesik laboratuarimizda daha onceden tespit edilen bilesiklerden ise standartla karsilagtirilarak
sonug “tespit edildi” ya da “tespit edilebilir diizeyde bulunamadr” olarak raporlanir. ilgili bilesik
laboratuarimizda daha 6nceden tespit edilen bilesiklerden degilse ilgili bilesik standard: degisik
konsantrasyonlarda cihaza enjekte edilerek bilesigin alikonulma zamani ve tespit limiti belirlenir.
Numunede tespit edilen bilesigin alikonulma zamany, saf standardin alikonulma zamani uyumlu

ise, sonug “tespit edildi’, uyumsuz ise “tespit edilebilir diizeyde bulunamads” olarak raporlanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1. Mills, PA.(1959) Detection and semiquantitative estimation of chlorinated organic pesticide
residues in food by paper chromatography. J. Assoc. Offic. Anal. Chem., 42: 734-740.

2. Pelosi, P, Stefanelli, P., Attard Barbini, D., Generalli, T., Amendola, G., Girolimetti, S.,
Vanni, F., Di Muccio, A. (2002) Methods for organochlorine, organophosphorus, pyrethroid and
carbamate pesticide residues in foods of animal origin. The Italian National Reference Laboratory
(Pesticide Residues Section of the ISS-Istituto Superiore di Sanita (National Institute of Health)-

Roma.
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HAYVANSAL DOKULAR,YEM VE SUDA BAZI
ELEMENTLERIN ICP-MS ILE ANALIZI METODU

1. AMAC

Zehirlenme siiphesi ile laboratuara gonderilen hayvanlara ait i¢ organ, yem, su ve zehirlenmeye
neden oldugu diistiniilen siipheli maddelerde metallerin Inductively Coupled Plasma-Kiitle Spekt-
rometresi (ICP-MS) yontemi ile kantitatif tespitini amaglamaktadir.

2. UYGULAM A ALANI

Bu metot, zehirlenme siiphesi ile gelen materyallerde arsenik (As), kadmiyum (Cd), civa (Hg),
kursun (Pb), bakir (Cu), aliminyum (Al), ¢inko (Zn), nikel (Ni), selenyum (Se), demir (Fe), krom
(Cr), kalsiyum (Ca) magnezyum (Mg), mangan (Mn), talyum (T1) ,cobalt (Co) metallerinin ICP-
MS sisteminde kantitatif tespiti igin uygulanur.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR:

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Kimyasallar hazirlanirken agizla ¢cekilmemeli ve pipet6r kullanilmalidir.

Eldiven, laboratuar 6nliigii ve gozliikle calisma yapilmalidir.

Atiklar, kimyasal atik sisesine atilmalidir.

Ceker ocak i¢inde ¢alisiimalidir.

Basingh kaplarin kapaklar ist kapak sabit tutularak alt hazneden ¢evrilerek kapatilmalidir.

[ [ I |

Basingh kaplar belirli bir stire bekletildikten sonra iist kapak sabit tutularak alt hazneden ¢evri-
lerek ceker ocak icerisinde acilmalidir.

[J Swvive katilaboratuar atiklar1 biyolojik tehlike olarak 6nem arz ettigi i¢in, ihrak firminda imha

edilmelidir.

5. KISALTMALAR / TANIMLAR
ICP-MS: Inductively Coupled Plasma-Kiitle Spektrometresi
Metal - Element: Hayvanlarda akut, subakut ve kronik zehirlenme ile 6nemli

ol¢tide gevre ve besin kirlenmesine yol acabilen arsenik (As), kadmiyum (Cd), civa (Hg), kursun
(Pb), bakir (Cu), aliminyum (Al), ¢inko (Zn), nikel (Ni), selenyum (Se), demir (Fe), krom (Cr),
kalsiyum (Ca) magnezyum (Mg), mangan (Mn), talyum (T1) ,cobalt (Co) vb. metallerdir.
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Test metodu, laboratuvara génderilen numunenin mikrodalga yakma sisteminde yiiksek basing ve
sicaklikta organik kisimlarinin yakilarak, elde edilen inorganik 6ziitte metallerin ICP-MS cihazin-
da kiitle dedektorde kantitatif olarak tanimlanmasidir.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Zehirlenme olayi ile ilgili hayvan organ ve dokular: ile mide-bagirsak icerigi, yem 6rnegi, su, siip-
heli kat1 veya sivi gida maddesi, enjektor igerigi, toz vb. materyal olarak kullanilir.
7.1.1.Kullanilan Ekipman

1. Parcalayicl

Hassas Terazi

Polipropilen tiip; 15 ml, 50 ml

Mikropipet;1 ml, 5 ml, 100 pl, 10 pl.

Pipet ucu; 1 ml, 5 ml, 250 pl.

Mikrodalga yakma tinitesi ve basingli kaplar1 (Berghof speedwave MWS-3 ve DAP 60)
ICP-MS ve ekipmanlari

8. Balon joje; 100 ml,1000 ml

N o kN

7.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmasi

7.1.2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler (Analitik saflikta);

1. Hidroklorik asit (HCI) %30

2. Nitrik asit( NHO, ) %65

3. Seyreltme ¢ozeltisi (%2 NHO +% 0.5 HCL)

4. Dahili standart stok ¢ozeltisi (ISTD): Radyum (Rh), germanyum ( Ge), lutesyum (Lu), Skan-
dinyum (Sc)

5. Coklu element kalibrasyon ¢ozeltisi (AccuTrace MES-21-1): Arsenik (As), kadmiyum (Cd),
civa (Hg), kursun (Pb), bakir (Cu), aliminyum (Al), ¢inko (Zn), nikel (Ni), selenyum (Se), de-
mir (Fe), krom (Cr), kalsiyum (Ca) magnezyum (Mg), mangan (Mn), talyum (T1) ,cobalt (Co).

6. Hg kalibrasyon ¢ozeltisi (AccuTrace MES-21-HG-1)

7.1.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Seyreltme ¢ozeltisi (%2 NHO, +% 0.5 HCL) : Hacmi 1 litre olan balon jojeye bir miktar saf su ko-
nularak tizerine 22 ml NHO,, 11.4 ml HCl ilave edilir, hacmi saf su ile 1 litreye tamamlanir.

Dahili Standart: Hacmi 100 ml olan balon jojeye dahili standart stok ¢6zeltisinden 1 ml alinarak

saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.
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Kalibrasyon ¢ozeltisi Hazirlanmasi: Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in ¢oklu element kalibrasyon
gozeltisi (AccuTrace MES-21-1)'nden 1 ml ve civa kalibrasyon ¢ozeltisi (AccuTrace MES-21-HG-
1)’nden 0.1ml alinarak seyreltme ¢ozeltisi ile hacmi 10 ml'ye tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 0, 5, 10, 50,
100 ve 200 pg/kg yogunlukta ¢ozeltiler hazirlanir.

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi
7.2.1. Numune Analize Hazirlanmasi

1. Analiz edilecek 6rnekten numunenin cinsine gore 200-500 mg tartilarak mikrodalga yakma
sistemine ait olan DAP-60 kap sistemine konulur.

Uzerine 6 ml nitrik asit (%65 suprapur) ve 2 ml HCl (%30) ilave edilir.

Kapag1 kapatilan kap mikrodalga yakma tinitesine yerlestirilir.

Organik kisimlari basing ve sicaklik etkisiyle yakilarak sivi hale getirilir.

Yakma islemi bittikten sonra numuneler tiiplere alinir.

Seyreltme gozeltisi (%2 NHO, + % 0.5 HCL) ile hacmi 50 ml'ye tamamlanur.

ICP- MS cihazina kalibrasyon egrisi olusturmak tizere farkli yogunluklarda hazirlanan standart

N ok

¢ozeltileri ardindan numuneler verilir.

Tablo 1. Mikrodalga yakma iinitesi programi

Asama 1 2 3 4
T (sicaklik, °C) 155 200 50 50
P (basing, psi) 30 30 0 0
Ta (gecis zamani, dk) 2 10 1 1
Zaman (dk) 15 30 15 1

Tablo 2. ICP-MS cihaz kosullar

Radyo frekans giicii 1550 W
RF matching 21V
Ornek derinligi 8 mm
Tastyic1 gaz 0.85 L/min
Dilusyon gaz1 0.13 L/min
S/C sicakligy 2°C
Nebulizer tipi MicroMist

7.2.2. Analiz Sonucunun degerlendirilmesi

Cihaz once kalibrasyon egrisi hazirlamak {izere hazirlanan farkli element yogunluklar igeren
kalibrasyon ¢ozeltilerindeki (0, 5, 10, 50, 100, 200 ppb ve civa i¢in 0, 0.5, 1, 5, 10 ve 20 ppb) iyonlar:
sayar ve software’ e gonderir. Software belirtilen yogunluk i¢in sayilan iyon sayisina gore kalibrasyon
egrisi cizer. Numunede sayilan iyon sayisi kalibrasyon egrisi ile karsilagtirarak numunedeki miktari
mg/kg cinsinden verir.

7.3. Validasyon ve ol¢ctim belirsizligi hesaplamalari Eurachem ve NMKL Literatiirleri kullanarak
yapilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1. Environmental Protection Agency, EPA 3052 (December 1996). MicrowaveAssisted Acid
Digestion of Siliceous and Organically Bassed Matrices

2. Tirka Standartlar1 Enstitiisi, TS EN 13804 (Mart 2004). Gidalar-Eser Elementlerin Tayini-
Performans Olgiitleri, Genel Hususlar ve Numune Hazirlama.
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BALDA NITROFURAN ILAC KALINTILARININ
LC-MS/MS ILE ANALIZI METODU

1

AMAC

Balda nitrofuran grubu ila¢ kalintilarmim LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmast.

2

UYGULAMA ALANI

Bu metot, balda toplam nitrofuran metaboliti kalintilarnin LC-MS/MS sistemi ile analizini

kapsamaktadir.

Furazolidone metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-oxazolidinone,

Furaltadone metaboliti: (AMOZ) 5-methyl-morpholino-3-amino-2-oxazolidinone,

Nitrofurazone metaboliti: (SEM) semicarbazide,

Nitrofurantion metaboliti: (AHD) 1-aminohydantoin,

3

TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

5

GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden geker ocak altinda ¢aligiimal,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

Bulasma olasiligina kars1 tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

Her analizden 6nce cihaza 6 ng/mLlik standart enjeksiyonu yapilip sonug 6nceki analizlerle

kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilir.
Tiirevlendirme islemi 16 saatten az olmamalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
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LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

2-NP-AOZ, 2-NP-AMOZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SCA: Tiirevlendirilmis nitrofuran metabolitleri
MRPL: (Minimum Requirement Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCa: Karar limiti

CCp: Tespit limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP: Polipropilen

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 4 agsamay1 icermektedir;

1. Asidik ortamda seberst ve dokuya bagli nitrofuran kalintilarmin 2-nitrobenzaldehit ile

tiirevlendirilmesi,
2. Bazilavesi ile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmasi,
3. Swi-sv1 ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimast,

4. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipmanlar

PP Santrifijj tiipti 50 mLlik

2. Cam tiip 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL
Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL

[

© % 9 S A W N = N

Hassas terazi

10 Calkalamali etiiv
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11 Multireaks vorteks

12 Sogutmali santrifijj

13 Numune yogunlastirict

14 ZIVAK Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
15 Kromatografik program: Tandem Gold Workstation

7.2. Kullanilan Kimyasallar
[] S1:Balda nitrofuran analizi i¢in ES (-20 °Cde saklanmalidir).

[] SNitrofuran standart karisimi ierigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ 201,2 20
AOZ 102,1 20
AHD 151,5 20
SEM 111,5 20

[0 R1:Balda nitrofuran analizi i¢in IS (-20 °Cde saklanmalidir)
[0 RI ig standart ve konsantrasyonu (Anaiz kiti bilgileri ekte yer almaktadir).

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ-D5 206,2 40

AOZ-D> 106,1 40

SEM-13C15N2 114,5 100

R2: Balda nitrofuran analizi i¢in -%1 Asetik asit (Oda sicakliginda saklanmalidur).

R3: Balda nitrofuran analizi i¢in -DMSO (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R4: Balda nitrofuran analizii¢in -50 mmol Amonyum Format (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R5: Balda nitrofuran analizi i¢in -Etil Asetat (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R6: Balda nitrofuran analizi i¢in -Hekzan (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R7: Balda nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).

Mobil Faz A:Nitrofuran analizi i¢in -%20 Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).

[ [ [ ) |

Mobil Faz B: Nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
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7.3. Numunenin Analizi

s [ [y [ |

2.0 g bal numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine alinir.
100 puL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir, calkalamal etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika

karistirilir.

300 pL R3 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.

50 rpm hiza ve 37 °C’ye ayarl ¢alkalamal etiivde 16 saat bekletilir.

Tiirevlendirmeden sonra 6rnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi icin beklenir.

700 pL R4 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika karistirilir.
Uzerine 5 mLR5 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmide oda sicakliginda 2 dakika karistirlir.
3 mL Ré6 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 2 dakika karigtirilir.

4000 gde 15°C’ ye ayarli santriftijde 10 dk santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, tistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 mL (2x3 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe aktarilir
ve azot akimu altinda 42 °C sicaklikta ve 5,0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1 mL R6 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika
karistirilir. 750 uL R7 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirilir. 2500 gde
15°C’ ye ayarl santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir, 5 dakika ortam sicakliginda bekletilir.

Enjektor yardimiyla alt fazdan dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm filtreden
gegirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 75 pL enjeksiyon yapilir.

3 adet 2.0 g blank bal numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine alinur.
Uzerine agagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

Dokudaki Konsantrasyon

0,5 ug/kg 1 pg/kg 1,5 ug/kg
(0,5MRPL) (IMRPL) (1,5MRPL)

Eklenecek Standart Hacmi 50 puL 100 uL 150 uL
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7.4. LC-MS/MS iLE DOGRULAMA ANALIiZi

HPLC parametreleri
Gradient pompa programu:
Zaman % A % B Flow
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20

Kolon: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4.

Akias hizi: 0.20 mL/dak
Enjeksiyon hacmi: 50uL

Otomatik drnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karigimu (h/h)

MS/MS parametreleri:
Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 400 °C
Drying gas pressure 40si
Scan Time 0.725 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector +1700 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0
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MS-MS tarama parametreleri

Analit MS M MS-MS Capillary Pargalfllrr.la Dwell Time
(m/z) (m/z) Enerjisi
166,00 30 7 0,118
2-NP-SEM 209,00 134,00 30 9 0,118
192,00 30 11 0,118
134,00 30 9 0,059
2-NP-AHD 249,00 104,00 30 11 0,059
178,00 30 9 0,059
134,00 30 9 0,059
2-NP-AOZ 236,00
104,00 30 12 0,059
291,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ 335,00 262,00 30 7 0,059
128,00 30 6 0,059
2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,059
2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 7 0,059

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi Ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu
stipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir. Aksi halde sonug
negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamamustir” seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik
bulunursa dogrulama metodu (MS-MS tarama parametreleri asagidaki tabloda verilmistir)
ile cihaza enjeksiyon yapilir. Standartlardaki iyonlarin orani ile numunedeki iyonlarin orani
karsilagtirilarak analiz sonucu degerlendirilir. Pozitif sonuglar icin hesaplama agagidaki sekilde

yapilir

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.
Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.
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Y = ax+b

AES/AIS

N W b~ U1 O NN

\

0o \ \

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitrofuran pikinin alan1

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alaniNumune
analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin alanina

oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.
Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a
2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. ZIVAK ZV-1015-0200-45 LC-MS/MS Analiz Seti Bal Matrisinde Nitrofuran Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimati (ZV-1015-0200-45-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIK KAS DOKUSUNDA TETRASIKLIN GRUBU
ANTIBIYOTIK KALINTILARININ CHARM II
YONTEMI ILE KALITATIF ANALIZI

1.AMAC

Bu test metodu, hayvansal gida maddelerinde smirli diizeyde bulunmasma izin verilen
antibiyotiklerden tetrasiklin tiirevi 4 etkin maddenin (oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin,
doksisiklin) balik kas dokusunda Charm II yontemi ile kalitatif tespitini amac¢lamaktadir.

2.UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden balik kas dokusunda tetrasiklin tiirevi (oksitetrasiklin,
tetrasiklin, klortetrasiklin , doksisiklin) ilaglara ait kalintilarin kalitatif tespiti icin uygulanir.

Balik kas doku i¢in tespit limitleri :

Balik Kas Dokusunda | Balik Kas Dokusunda Maksimum
Tetrasiklin Bilesikleri . o
Tespit Limiti (ug/kg) Kalint1 Limiti (ug/kg)
Oksitetrasiklin 100 100
Tetrasiklin 20 100
Klortetrasiklin 100 100
Doksisiklin 100 Bulunmamali

3.TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR ve ONLEMLER

1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulagma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif

veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimat1” esas alinmalidir.
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5. Kimyasallar hazirlanirken agizla cekilmemeli ve pipetor kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.

Charm- II testinin [3H] icerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar dustiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman
asagidaki onlemleri aliniz.

5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢gmeyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik
kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da [**C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik
gukurlarma konulmali ya da bol su ile yikanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz
sonrasl ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar arasi
prosediirler dikkate alinmals, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. TANIMLAR /KISALTMALAR

Analizor: Charm II 7600 analizorii. Cihaz 6rneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug vererek

yorumlar.

Baglayici: Beyaz tablet. Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani igeren

ana molekiil yapisidir.
Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.

Kontrol Noktasr: Negatif ve stipheli pozitif sonuglarmn arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmas: 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas: olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.

MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli
antimikrobiyal ilaglar iceren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 4000 ppb klortetrasiklin
standard: iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif
kontrol yapmak i¢in kullanilir.

Negatif Kontrol Standart: Antimikrobiyal ilag igermeyen saf doku tozu. 10 ml saf su ile ¢oziiliir ve
kullanmadan 6nce 15 dakika 2-4 °Cde tutulur.

118 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Negatif Kontrol Ortalamasi: 3 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir. Balik i¢in kontrol
noktasi belirlenmesi esnasinda kullanilir.

Optifluor :Radyoaktiviteyi agiga ¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik o6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga cikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapag: kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.

Performans izleme: Her caligma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidir.

Pozitif Kontrol Ortalamasi: 6 adet yiiklii numunenin CPM sonuglarinin ortalamasidir. Kontrol
noktasi belirlenmesinde kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Tastyicr) : Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile
isaretlenmis olan klortetrasiklin standardi ierir.

Tipik Sayim Sayfas:: kit icin pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo igeren
kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Balik kas dokusunda tetrasiklin tiirevi antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte
edilip Charm-II cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizh bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1.Kullanilan Ekipman
1. Parcalayicl
Hassas Terazi
Dereceli pipet: 2 ml, 5 ml ve 25 ml.
Santrifiij tiipii: Polipropilen 50 ml.
Balon joje: 50 ml,100 ml ve 1000 ml
Cam huni: 5cm ve 10 cm @.
Otomatik pipet: 1ml ve 5ml
Hassas terazi: CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette)
Vorteks: Velp Scientetic, 0.0176
. Sogutmali santrifiij: Rotina 35 R (Hettich)
. Charm-II inkiibator
. Charm 7600 okuyucu

X 0 N ok

—
W N = O

. Otomatik pipet ucu: Iml ve 5 ml
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1.Tetrasiklin Standartlari; Oksitetrasiklin , Tetrasiklin , Klortetrasiklin , Doksisiklin
2. Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

3. MRL Multi-Antimikrobiyal Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coztindiiriilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

4. MSU Buffers
2-6 °Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. MSU Extraction Buffer 1 litre saf suda ¢oziiliir ve iyice

karistirilir. M2 Buffer ise 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir. Coziilerek hazirlanmis olan tamponlar
2-6 °Cde 2 ay saklanabilir.
5. Optifluor

Radyoaktiviteyi agiga ¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis antibiyotik
ornegindeki [’H] molekiillerinden elde edilecek 1simalarini agiga ¢ikartarak radyoaktivitenin
olciilmesini saglar. Kapagi agildiktan sonra 6 ay dmrii vardir. Kapag: kapali sekilde oda sicakliginda

2 sene saklanabilir.
6. Beyaz Tablet
Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani iceren ana molekiil yapisidir.

7. Renkli Tablet
Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile isaretlenmis olan

tetrasiklin standardu icerir.
7.3. Numune Analizi

Kontrol Noktasinin Olusturulmasi

1. 6 adet tetrasiklin tiirevi antibiyotiklerden ari oldugu bilinen balik kas dokusunda 100 ppb
Klortetrasiklin icerecek sekilde yiikleme yapilir.(Kontrol Noktasini olusturmada kullanilan
balik numunelerinin CPM degeri negatif kontrol ortalamasinin + % 25 araliginda olmasi
gerekir.)

2. Hazirlanan 6 adet yiiklii numune analiz edilir.

3. Ortalama CPM degeri bulunur.

4. Ortalamaya %20 eklenerek kontrol noktas: tespit edilir.
Numunelerin Hazirlanmasi

1. Numuneler derin dondurucuda saklanmali ve 15 giin iginde analiz edilmelidir. Dondurulmus
ornekler bu sekilde 2 ay saklanabilir.
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Donmus numuneler ¢oziildiikten sonra isleme tabi tutulur.

(Coztinmiis olan numuneler mikser yardimiyla pargalanir ve homojen edilir.

Test, 4-35°Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayni anda test
edilebilir.

Par¢alanmig numuneden 50 ml santrifiij tiipiine 10 gr tartilir. Uzerine 30 ml MSU buffer konur
ve 10 dakika karistiricida karistirilir.

45 dakika 80+2°Cde sicak su banyosuna konur. Daha sonra buradan alinip buz banyosunda
bekletilerek sogutulur. 4000 RPMde ve 0-1°Cde 10 dakika santrifiij edilir.

Santriftijden alinarak hemen iist siv1 fazdan 10 ml alinip M2 buffer ile pH=7.5% ayarlanir.

Numune Analizi Yapilmasi

1.
2.
3.

O *® N W

10.
11.

12.

13.

Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.
0.3 £0.1 ml (300 pl £ 100 pl) saf su eklenir.

Tabletin parcalanmas icin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice parcalanmast icin gerekiyorsa ek
stire taninabilir).

Test tiipiiniin icine 4.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek icin yeni u¢
kullanilir).

Turuncu tablet test tiipiine ilave eklenir.

Test tiipilinii mikserde 15 saniye alt {ist ederek karistirilr.
35 + 1°Cde 5 dakika inkubasyona birakilir.

3300 rpmde 5 dakika santrifiij eklenir.

Hemen distteki ekstrakt dokilir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki
gokeltinin de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir
kagit havlu ile silinir.

Yag tabakasi swap yardimiyla uzaklastirihir. Cokeltinin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

300 pl + 100 pl saf su eklenir. Tabletin parcalanmasi icin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
par¢alanmast i¢in gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 + 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karigtirlir.

Analizoriin i¢inde 60 saniye saydirilir. [*H] kanalindaki CPM degerini okuyunur. Pozitif ya da
negatif belirlemeye gore kontrol noktasi ile karsilagtirlir.

7.4. Sonuglari Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1.

AR o

Negatif kontrol, negatif kontrol ortalamasinin + 20 % araliginda olmahdir.

Pozitif kontrol, kontrol noktasindan diisiik olmalidir.

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiyiikse drnek “negatiftir”

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “stipheli pozitiftir”.

Negatif olarak degerlendirilen 6érneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek
‘stipheli pozitif” olarak degerlendirildi ise 6rnegin konfirmasyon analizine alinmasi gerekir.
Ulusal Kalinti {zleme Genelgesine gore belirli sayida negatif érnegi temsilen bir drnek
konfirmasyon analizine alinir.

Siipheli Pozitif Ornegin Analizi:

L.

Bir adet negatif kontrol, bir adet pozitif kontrol ve stipheli pozitif numune tekrar analiz edilir
(negatif kontrol, 2 ml Tissue Performance Negative Concentrate ve 6 ml MSU Extraction Buffer
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karistirilirak ; pozitif kontrol ise 300 ml MSU Multi — Antimicrobial Concentrated Standart ve
6 ml MSU Extraction Buffer karistirlirak hazirlanir).

2. Eger bu kosullar saglanamamussa test tekrar edilir. Eger hala saglanamamussa ilgili teknik servis
ile kontak kurulur.

3. Eger bu kosullar saglanmigsa ve diliie edilen 6rneklerin tekrar edilen test sonuglar1 kontrol
noktasindan diigiik ya da kontrol noktasina esitse drnekler “pozitiftir”.

4. Her gahsmadan 6nce bir adet negatif ve bir adet de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir.
Bu, kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gidda Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

Bornova VKELaboratuvar Giivenligi Prosediirii

Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii
IT Tetracycline Test for Maximum Residue Limits (MRL) Competitive Assay
Charm II Test for Tetracycline Drugs in Tissue 07/06

AN A S

Charm Control Point Setup worksheets

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIK DOKUSUNDA NITROIMIDAZOL iLAC
KALINTILARININ LC-MS/MS ILE ANALIZI
METODU

1. AMAC
Balik dokusunda Nitroimidazol grubu ilag kalintilarmin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin

yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, balik dokusunda toplam Nitroimidazolerin ve metabolitlerinin kalintilarinin LC-MS/

MS sistemi ile analizini kapsamaktadur.
. Metronidazol (MNZ), 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol
. Ronidazol (RNZ), 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol
. Dimetridazol (DMZ), 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

1
2
3
4. Ipronidazol (IPZ), 2-izopropil-1-metil-5-nitroimidazol
5. Metronidazol Hidroksit (MNZ-OH),

6. Ipronidazol Hidroksit (IPZ-OH),

7. 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazol (HMMNI),

Nitroimidazoller ve hidroksi metabolitleri, kimyasal yap1 olarak Lewis-Base ozelligine sahip
bilesiklere kapali olan bilesiklerdir. Bu bilesikler ve metabolitleri karsinojenik ve mutajenik
etkilidirler. Ronidazol, Metronidazol ve Dimetridazol, yasakli ilaglar (Annex IV of Concuil
Regulation (EEC) No.2377/90) kapsamindadir (1).

Nitroimidazoller, ozellikle kanatli sektoriinde koksidiyozis ve histomoniazisin tedavisi ve
kontroliinde kullanilan antibiyotiklerdir. Ayrica sigirlarin trikomoniazis ve domuzlarin hemorajik

enteritlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. (1)

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.
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4., GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢alistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 6 ng/ml'lik standart enjeksiyon yapilip sonug onceki analizlerle

kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin hazirlanmasi

ve kullamilmas, Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gerceklestirilmelidir.
5. Tirevlendirme igslemi 16 saatten az olmamalidur.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC : Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS : Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI  :Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES:  Eksternal standart

DMZ-d3, HMMNI-d3, IPZ-d3, MNZ-"C *N,, IPZOH-d3, MNZOH-d2, RNZ-d3: nitroimidazol

metabolitleri

MNZ : Metronidazol, 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol
RNZ :Ronidazol, 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol

DMZ :Dimetridazol, 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

IPZ  :Ipronidazol, 2-Izopropil-1-metil-5-nitroimidazol
MNZ-OH:Metronidazol Hidroksit,

IPZ-OH : Ipronidazol Hidroksit,

HMMNI: 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazol,

MRPL : (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD :Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ : Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCa :Karar limiti

CCP :Saptama yetenegi
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CV  :Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP :Polipropilen

6.
Bu
L.
2.
3.

e

© % 9 S U A W N = NN

e S G = S
AW N = O

TEST METODUNUN KISA TANIMI
metot 3 agamay1 igermektedir.
Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve uzaklastirilmast,
Sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmast,
LC-MS/MS ile analizin yapilmast.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipman

Santrifij tiipii 50 mLlik,

Cam tiip 15 mLlik,

Enjektor 2 mLlik,

Filtre 0.45 p,

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik),

Ayarlanabilir pipet 20-200 uL (Medispec, Seri N0:06102637),
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL (Medispec, Seri No:08114606),
Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL (Medispec, Seri No:08121266),
Hassas terazi (GB 10288),

Multireaks vorteks (253030604010507000009),

Sogutmali santrifiij (GB 9969 ve GB 10439 )

Numune yogunlastirici (GB 10378)

Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasallar

1.

S1: Balikta nitroimidazol analizi i¢in ES . (-20 °Cde saklanmalidir).

S1 Nitroimidazol standart karisimi icerigi ve konsantrasyonlar:

TESHISTE METOT BIRLIGI

Analit MW

Konsantrasyon ug/L (ppb)

DMZ 141 400

HMMNI 157 400

IPZ 169 400

MNZ 171 400
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IPZOH 185 400
MNZOH 187 400
RNZ 200 400

2. R1: Balikda nitroimidazol analizi icin IS . (-20 °Cde saklanmalidir).

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
DMZ-d3 144 400

HMMNI-d3 160 1200

PZ-d3 172 400

MNZ-TC, ™N, 175 400

TPZOH-d3 188 200

MNZOH-d2 189 400

RNZ-d3 203 400

R2: Balik da nitroimidazol analizi i¢in Etil Asetat . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

R3: Balik da nitroimidazol analizi i¢in Hegzan . (Oda sicakliginda saklanmahdir.)

R4: Balik da nitroimidazol analizi igin Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
Mobil Faz A: Nitroimidazol analizi i¢in %50 Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
Mobil Faz B: Nitroimidazol analizi i¢in Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

7.3. Numunenin Analizi

Kas Dokusunun Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon

4.0 g balik numunesi 50 mLlik santrifijj tiipiine alinir.

100 pL R1 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.
10 mL R2 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 3 dakika karistirilir.
4000 gde 5 dakika santrifiij edilir.

O 0o &8O &89 @3

Santriflij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 7 mL (2x3,5 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe
aktarilir ve azot akim1 altinda 37 °C sicaklikta ve 10.0 psi basingta kurutulur.

[J Kurutma isleminden sonra tiipe 1,5 mL R3 (2x750 uL) ilave edilir ve multireaks vorteksin 10.
hizinda 1 dakika karistirilir.

[0 Uzerine 1 mL R4 ilave edilir ve multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirilir.

[] Altta kalan fazdan enjektor yardimiyla dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm
filtreden gegirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 50 pL enjeksiyon yapilir.
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Matris Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon
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[J 3adet4.0 gblank doku numunesi 50 mLlik santrifijj tiipiine alinir.

[0 Uzerine asagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

0,5 ug/L 1 ug/L 1,5 ug/L
Dokudaki Konsantrasyon "s "s "s
(0,5MRPL) (IMRPL) (1,5MRPL)
Eklenecek Standart Hacmi 25puL 50 pL 75 uL
7.4.LC-MS-MS ile Analiz
[] HPLC parametreleri
Gradient pompa programi:
Zaman % A % B Flow
00:00 80 20 0.20
01:50 50 50 0.20
06:00 30 70 0.20
06:01 80 20 0.20
12:00 80 20 0.20
Kolon: Nitroimidazol grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4.
Akas hizt: 0.20 mL/dak
Enjeksiyon hacmi: 50 pL
Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karigimi (h/h)
[ MS/MS parametreleri:
Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 350 °C
Drying gas pressure 36 psi
Scan Time 0.700 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector +1750 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0
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[ MS-MS tarama parametreleri

Analit MS MH+ MS-MS Capillary Parge.l.la'ma Dwell Time
(m/z) (m/z) Enerjisi
DMZ 142 96 20V 15 0,05
DMZ-d3 145 99 20V 15 0,05
HMMNI 158 140 20V 9 0,05
HMMNI-d3 161 143 20V 9 0,05
1PZ 170 124 20V 13 0,05
MNZ 172 128 20V 9 0,05
IPZ-d3 173 127 20V 15 0,05
MNZ-"C ®N, 176 132 20V 9 0,05
IPZOH 186 168 20V 11 0,05
MNZOH 188 123 20V 9 0,05
IPZOH-d3 189 171 20V 11 0,05
MNZOH-d2 190 125 20V 9 0,05
RNZ 201 140 20V 9 0,05
RNZ-d3 204 143 20V 11 0,05

7.5. Analiz Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz
sonucu siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir. Aksi halde
sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamad1.” seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni1 alikonma zamaninda pik
bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir.
Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin
alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.
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AY= ax+b
/

AES/AIS
N WA Uy

\

0o \ \

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitroimidazol pikinin alan1

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan1 Numune

analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alan ilgili i¢ standardin alanina

oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Pendik VKE Dokiiman Veri Kontrol Prosediirii

2. Pendik VKE Metot Validasyonu Prosediirii

3. Pendik VKE Kalite Kontrol Prosediirii

4. ZIVAK ZV-1016-0200-35 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitroimidazole Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimati (ZV-1016-0200-35-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Bu analiz talimatu ile ilgili yapilan revizyonlar agsagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIKTA NITROFURAN ILAC KALINTILARININ
LC-MS/MS ILE ANALIZI METODU

1 AMAC
Balik dokusunda nitrofuran grubu ilag kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmast.
2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, balik dokusunda toplam nitrofuran metaboliti kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile

analizini kapsamaktadir.

Furazolidone metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-oxazolidinone,

Furaltadone metaboliti: (AMOZ) 5-methyl-morpholino-3-amino-2-oxazolidinone,
Nitrofurazone metaboliti: (SEM) semicarbazide,

Nitrofurantion metaboliti: (AHD) 1-aminohydantoin,

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.
4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda galistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 6 ng/mLlik standart enjeksiyonu yapilip sonug énceki analizlerle

karsilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gerceklestirilir.
5. Tirevlendirme iglemi 16 saatten az olmamalidur.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

S TANIMLAR

HPLC : Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC/MS : Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi
ESI  :Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart ( I¢ standart)
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ES : Eksternal standart

2-NP-AOZ, 2-NP-AMOZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SCA: Tiirevlendirilmis nitrofuran metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Tespit limiti (Limit of quantitation)

CCoa: Karar limiti

CCp: Tespit Limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP: Polipropilen

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 4 agamay1 icermektedir;

[] Asidik ortamda seberst ve dokuya baglh nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile

turevlendirilmesi,
[J Bazilavesiile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmas,
[] Swvi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmas,
[ LC-MS/MS ile analizin yapilmast.

TEST METODUNUN TANIMI
1. Kullanilan Ekipmanlar

PP Santrifiyj tiipii 50 mLlik

Cam tiip 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik)

Ayarlanabilir pipet 20-200 pL

Ayarlanabilir pipet 100-1000 uL

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 puL

© % 9 S U A W RN = N

Hassas terazi

[
[—}

Calkalamali etiiv

[
ja—

Multireaks vorteks

[
[\®]

Sogutmali santrifiij

ok
w

Numune yogunlastirici
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14 Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
15 Kromatografik program: Tandem Gold Workstation

7.2. Kullanilan Kimyasallar
S1: Dokuda nitrofuran analizi icin ES . (-20 °Cde saklanmalidir).

S1 Nitrofuran standart karisimu igerigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ 201,2 20
AOZ 102,1 20
AHD 151,5 20
SEM 111,5 20

R1: Dokuda nitrofuran analizi icin IS . (-20 °Cde saklanmalidir)

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ-D5 206,2 40

AQOZ-D5 106,1 40

SEM-13C15N2 114,5 100

R2:Dokuda nitrofuran analizi igin -%1 Asetik asit . (Oda sicakhiginda saklanmalidir).

R3: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -DMSO . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R4: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -50 mmol Amonyum Format . (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R5: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Etil Asetat . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R6: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Hekzan . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R7: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Metanol . (Oda sicakhiginda saklanmalidir).

Mobil Faz A:Nitrofuran analizi i¢in -%20 Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

Mobil Faz B: Nitrofuran analizi i¢in -Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

7.3. Numunenin Analizi
[J 2 gbalik numunesi 50 mLlik santrifijj tiiptine alinir.

[J 100 pL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir, ¢alkalamal etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika
karistirilr.
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300 pL R3 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.

50 pm hiza ve 37 °C’ye ayarl ¢alkalamali etiivde 16 saat bekletilir.

Tiirevlendirmeden sonra 6rnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi igin beklenir.

700 uL R4 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakhiginda 1 dakika karistirihr.
Uzerine 5 mL R5 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmide oda sicakliginda 2 dakika karistirilir.
3 mL R6 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 2 dakika karistirilir.

4000 gde 15°C’ ye ayarli santrifiijde 10 dk santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, tistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 mL (2x3 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe aktarilir
ve azot akimi altinda 42 °C sicaklikta ve 5,0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1 mL R6 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika
kargtirilir. 750 puL R7 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirihr. 2500 gde
15°C’ ye ayarh santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir, 5 dakika ortam sicakliginda bekletilir.

Enjektor yardimiyla alt fazdan dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm filtreden

gecirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 75 pL enjeksiyon yapilr.
3 adet 2.0 g blank balik numunesi 50 mLlik santrifij tiipiine alinir.
Uzerine asagidaki tabloya uygun Sl ilave edilir.

0,5 ug/kg 1 pg/kg 1,5 ug/kg

Dokudaki Konsantrasyon
(0,5MRPL) (IMRPL) (1,5MRPL)

Eklenecek Standart Hacmi 50 uL 100 puL 150 uL

Hazirlanan bu dokulara 7.2.1.2-7.2.1.12 numarali islemler uygulanir.

7.4.LC-MS/MS Ile Dogrulama Analizi

HPLC parametreleri
Gradient pompa programu:
Zaman % A % B Flow
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20
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Kolon: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4y .

Akias hizi: 0.20 mL/dak
Enjeksiyon hacmi: 75uL

Otomatik drnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karigimi (h/h)

MS/MS parametreleri:

Ionization Mode EST +

API Nebulizing gas pressure 55 psi

Drying gas temperature 400 °C

Drying gas pressure 40si

Scan Time 0.725 sec

SIM Width 1.0 amu

Needle + 5000V

Shield + 500V

Capillary 30V

Detector + 1700 V

CID Gas Pressure 2.00 mTorr

Spray Champer T 65°C

Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0

MS-MS tarama parametreleri
MS MH+ MS-MS Pargalama
Analit Capillary Dwell Time
(m/z) (m/z) Enerjisi

166,00 30 7 0,118

2-NP-SEM 209,00 134,00 30 9 0,118
192,00 30 11 0,118
134,00 30 9 0,059

2-NP-AHD 249,00 104,00 30 11 0,059
178,00 30 9 0,059
134,00 30 9 0,059

2NP-AOZ 236,00 104,00 30 12 0,059
291.00 30 9 0,059

2-NP-AMOZ 335,00 262,00 30 7 0,059
128,00 30 6 0,059

2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,059

2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,059

2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 7 0,059

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi Ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz
sonucu siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir. Aksi halde
sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamad:.” seklinde

raporlanir.
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Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik
bulunursa dogrulama metodu (MS-MS tarama parametreleri asagidaki tabloda verilmistir)
ile cihaza enjeksiyon yapilir. Standartlardaki iyonlarin orani ile numunedeki iyonlarin orani
karsilagtirilarak analiz sonucu degerlendirilir. Pozitif sonuglar icin hesaplama agagidaki sekilde
yapilir.

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.
Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlar tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.

8
; A= ax+b
6 //
v 5
S 4 A
<3 e
. e
1 /
0 T T T
0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitrofuran pikinin alan1
AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan

Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alan: ilgili i¢ standardin

alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.
Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a
7.6.2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. ZIVAK ZV-1015-0200-30 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitrofuran Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1015-0200-30-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI KARACIGER DOKUSUNDA
TETRASIKLIN GRUBU ANTIBIYOTIK
KALINTILARININ CHARM II YONTEMI ILE
KALITATIF ANALIZI

1.AMAC

Bu test metodu, hayvansal gida maddelerinde smirli diizeyde bulunmasma izin verilen
antibiyotiklerden tetrasiklin grubu 4 etkin maddenin (oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin,
doksisiklin) kanatli karaciger dokusunda Charm II yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadir.

2.UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden kanath karaciger dokusunda tetrasiklin grubu
(oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin , doksisiklin) ilaglara ait kalintilarin kalitatif tespiti icin

uygulanir.

Kanath karaciger dokusu i¢in tespit limitleri :

Tetrasiklin Kanatli Karaciger Dokusunda Kanatli Karaciger Dokuda
Bilesikleri Tespit Limiti (ng/kg) Maksimum Kalint1 Limiti (ug/kg)
Oksitetrasiklin 100 300
Tetrasiklin 20 300
Klortetrasiklin 100 300
Doksisiklin 100 300

3.TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.
2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin

degilse bulagmay1 dnlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif
veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul
Talimatr” esas alinmalidir.
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5. Kimyasallar hazirlanirken agizla cekilmemeli ve pipetor kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.

Charm- II testinin [3H] igerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar dustiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman
asagidaki onlemleri aliniz.

5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢gmeyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik
kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da ["*C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ['C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik
gukurlarina konulmal ya da bol su ile yikanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz
sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar arasi
prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. TANIMLAR /KISALTMALAR

Analizor: Charm II 7600 analizorii. Cihaz 6rneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug vererek
yorumlar.

Baglayici:Beyaz tablet. Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani igeren
ana molekiil yapisidir.

Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.

Kontrol Noktast: Negatif ve stipheli pozitif sonuglarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmast 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas: olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gegerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.

MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli
antimikrobiyal ilaglar igeren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 4000 ppb klortetrasiklin
standard: iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif
kontrol yapmak i¢in kullanilr.

Negatif Kontrol Standart: Antimikrobiyal ilag igermeyen saf doku tozu. 10 ml saf su ile ¢oziiliir ve
kullanmadan 6nce 15 dakika 2-4 °Cde tutulur..

Negatif Kontrol Ortalamasi: 6 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir. Kontrol noktasi
belirlenmesi esnasinda kullanilir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi agiga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik o6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga cikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapag: kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.

Performans izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidir.
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Pozitif Kontrol Ortalamas:: 3 adet pozitif kontroliin CPM sonuglarinin ortalamasidir. Alternatif
kontrol noktasi belirlenmesi ¢calismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ug/kga tekabiil eder.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Tastyicr) : Kit tableti {izerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile
isaretlenmis olan klortetrasiklin standardi ierir.

Tipik Sayim Sayfasi: Her kit icin pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo
iceren kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanath karaciger dokusunda tetrasiklin grubu antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi
ekstrakte edilip Charm-II cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizh bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

[] Pargalayict

Hassas Terazi

Dereceli pipet: 2 ml, 5 ml ve 25 ml
Santrifiij tiipii: Polipropilen 50 ml.

Balon joje: 50 ml,100 ml ve 1000 ml

Cam huni: 5cm ve 10 cm Q.

Otomatik pipet: 1ml ve 5ml

Hassas terazi: CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette)
Vorteks: Velp Scientetic, 0.0176
Sogutmali santrifiij: Rotina 35 R (Hettich)
Charm-II inkiibator

Charm 7600 okuyucu

Otomatik pipet ucu: 1ml ve 5 ml

OOOO0OOO0OOO0OO.OOd.d

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Tetrasiklin Standartlary; Oksitetrasiklin , Tetrasiklin , Klortetrasiklin , Doksisiklin
2. Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

3. MRL Multi-Antimikrobiyal Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coztindiiriilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

4. MSU Buffers
2-6 °Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. MSU Extraction Buffer 1 litre saf suda ¢oziiliir ve iyice
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karistirtlir. M2 Buffer ise 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir. Coziilerek hazirlanmis olan tamponlar
2-6 °Cde 2 ay saklanabilir.
5. Optifluor

Radyoaktiviteyi agiga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis antibiyotik
ornegindeki [’H] molekiillerinden elde edilecek i1simalarini agiga ¢ikartarak radyoaktivitenin
ol¢tilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapagi kapali sekilde oda sicakliginda
2 sene saklanabilir.

6. Beyaz Tablet
Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani igeren ana molekiil yapisidir.
7.Renkli Tablet

Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [’H] ile isaretlenmis olan
tetrasiklin standardu igerir.

7.3. Numune Analizi
Kontrol Noktasinin Olusturulmasi igin;

1. 2 ml negatif kontrol standardi 6 ml MSU ekstraction buffer ile karistirilir (Bu karisim oda
sicakliginda 6 saat kadar dayanir).

2. 6 adet hazirlanan negatif kontrol karisimi analiz edilir.

3. Ortalama CPM degeri bulunur.

4. Ortalamadan %40 ¢ikarilarak kontrol noktasi tespit edilir.
Numunelerin Hazirlanmasi

1. Numuneler derin dondurucuda saklanmali ve 15 giin i¢inde analiz edilmelidir. Dondurulmus
ornekler bu sekilde 2 ay saklanabilir.

Donmus numuneler ¢oziildiikten sonra isleme tabi tutulur.
Coziinmiis olan numuneler mikser yardimiyla parcalanir ve homojen edilir.
Test, 4-35°Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayni anda test
edilebilir.

5. Parcalanmig numuneden 50 ml santrifiij tiipiine 10 gr tartilir. Uzerine 30 ml MSU buffer konur
ve 10 dakika karistiricida karigtirilir.

6. 45 dakika 80+2°Cde sicak su banyosuna konur. Daha sonra buradan alinip buz banyosunda
bekletilerek sogutulur. 4000 RPMde ve 0-1°Cde 10 dakika santrifij edilir.

7. Santrifijden alinarak hemen iist siv1 fazdan 10 ml alinip M2 buffer ile pH=7.5% ayarlanir.
Analizin Yapilmasi

1. Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.

2. 0.3+0.1 ml (300 pl £ 100 pl) saf su eklenir.

3. Tabletin pargalanmast i¢in 10 saniye karistirilir (tabletin iyice parcalanmast igin gerekiyorsa ek
stire taninabilir).

4. Test tipiiniin icine 4.0 £ 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek i¢in yeni ug
kullanilir).

5. Turuncu tablet test tiipiine ilave eklenir.
. Test tiiptinii mikserde 15 saniye alt {ist ederek karistirilr.
7. 35+ 1°Cde 5 dakika inkubasyona birakalir.
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3300 rpmde 5 dakika santrifiij eklenir.

Hemen {istteki ekstrakt dokiliir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki
gokeltinin de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir
kagit havlu ile silinir.

10. Yag tabakasi swap yardimiyla uzaklastirihr. Cokeltinin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

11. 300 pl £ 100 pl saf su eklenir. Tabletin parcalanmasi icin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
parcalanmast icin gerekiyorsa ek siire taninabilir).

12. 3.0 £ 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karistirilir.

13. Analizoriin i¢inde 60 saniye saydirilir. [*H] kanalindaki CPM degerini okuyunur. Pozitif ya da
negatif belirlemeye gore kontrol noktas ile karsilastirilir.

7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1. Negatif kontrol, negatif kontrol ortalamasinin + 20 % araliginda olmalidir.

2. Pozitif kontrol, kontrol noktasindan diisitk olmalidir.

3. Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiyiikse 6rnek “negatiftir”.

4. Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “siipheli pozitiftir”

5. Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek ‘siipheli
pozitif” olarak degerlendirildi ise 6rnegin konfirmasyon analizine alinmasi gerekir.

6. Ulusal Kalinti {zleme Genelgesine gore belirli sayida negatif érnegi temsilen bir 6rnek
konfirmasyon analizine alinir.

Stipheli Pozitif Ornegin Analizi:

1. Bir adet negatif kontrol, bir adet pozitif kontrol ve siipheli pozitif numune tekrar analiz edilir
(negatif kontrol, 2 ml Tissue Performance Negative Concentrate ve 6 ml MSU Extraction Buffer
karistirilirak; pozitif kontrol ise 300 ml MSU Multi — Antimicrobial Concentrated Standart ve
6 ml MSU Extraction Buffer karistirilirak hazirlanir).

2. Eger bu kosullar saglanamamissa test tekrar edilir. Eger hala saglanamamussa ilgili teknik servis
ile kontak kurulur.

3. Eger bu kosullar saglanmigsa ve diliie edilen 6rneklerin tekrar edilen test sonuglar1 kontrol
noktasindan diisiik ya da kontrol noktasina esitse drnekler “pozitiftir”.

4. Her ¢alismadan 6nce bir adet negatif ve bir adet de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir. Bu,
kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gidda Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmast Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 say1li RG.

2. Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii

3. Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii

4. I Tetracycline Test for Maximum Residue Limits (MRL) Competitive Assay

5. Charm IT Test for Tetracycline Drugs in Tissue 07/06

6. Charm Control Point Setup worksheets

9. REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI KARACIGERINDE KLORAMFENIKOL
KALINTILARININ ELISA YONTEMI ILE KALITATIF
TESPITI ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu test metodu, gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmis olan kloramfenikoliin hindi ve
tavuk karacigerinde Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile kalitatif tespitini
amagclamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bumetot, hayvansal gida maddelerinden hindi ve tavuk karacigeri numunelerinde kloramfenikoliin

kalitatif tespiti i¢in uygulanir.

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvarkosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testleilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Kanath Karacigeri: Hindi karacigeri, tavuk karacigeri.

Absorbans: Bir 151tk demeti bir maddeden gegerken 15181n madde tarafindan emilen kismi,
gecirgenligin negatif logaritmasi, optik yogunluk, sogurganlk, OD.
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ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay. Belli bir enzimle isaretlenmis test maddesi olan
antijen veya antikor kullanilarak spesifik antijen veya antikoru belirleme amaciyla uygulanan, ¢ok
duyarli bir laboratuvar yontemi.

Kromojen: Pigment haline doniisebilen dncii madde; renk verici maddeyi olusturan kendisi
renksiz herhangi bir madde.

Substrat: Belirli bir enzimin 6zgiin olarak etkiledigi bir bilesik veya reaksiyona giren madde.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Blank: Negatif numune

Spayk: Standart yiiklii numune

MRPL: Minimum Required Performance Limit, Gerekli En Az Performans Limiti

ppm: Parts per milion. Milyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
nm: Nanometre

ppb: milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.

ppt: Parts per trillion, trilyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ng/kg'a tekabiil eder.
ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

N: Normal

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot hindi ve tavuk karacigeri numunelerinde kloramfenikoliin test metodunda belirtildigi
gibi ekstrakte edilip ELISA yontemi ile 450 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede (ELISA
okuyucu) absorbansinin 6l¢iilmesine dayanan immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli pipetler (1 ml, 5 ml ve 10 m['lik)
Santrifiij tiipleri (Polipropilen 50 mI'lik)
Cam tiipler (vida kapakli, 10 mI'lik)
Meziir (25 mI'lik)
Balon joje (10 ml, 50 ml,100 ml ve 1000 mI'lik)
Cam huni (5cm ve 10 cm ¢apinda)
Filtre (0,45 nm)
Otomatik pipetler (1ml ve 5ml’lik)
Mikropipet: 100pl ve 1000 pl

. Otomatik ve mikropipet uglar1

. Blender

. Karstiric

N A A o

S Y
W N~ O

. Hassas terazi (1 mg hassasiyette)
. Vorteks

—_
S
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15.
16.
17.
18.

Coklu vorteks

Sogutmali santrifij

Coklu ugurucu

ELISA plate okuyucu ( Bio-Tek, EL808)

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¥ ® NN

—
=)

11.

12.

13.

14.

15.

Etil Asetat, analitik saflikta

N-Hekzan, analitik saflikta

Methanol, analitik saflikta

Referans Standart: Chloramphenicol (Sigma Aldrich, 31667, CAS:56-75-7)
Kloramfenikol Enzim Konjugati,

Kromojen,

Stop Soliisyon,

Buffer

Mirotiterplatte ( 96’ lik )

. Kloramfenikol Standart Soliisyonlari,

Standart 1: 0 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,
Standart 2: 25 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,
Standart 3: 50 ng / kg Kloramfenikol i¢eren standart soliisyon,
Standart 4: 100 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,
Standart 5: 250 ng / kg Kloramfenikol i¢eren standart soliisyon,
Standart 6: 750 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Yikama Cozeltisi-PBST: Kit ile birlikte gelen yikama soliisyonu bidistile su ile ¢oziindiiriiliip
son hacim 1000 mI" ye tamamlanir.1 ay buzdolabinda saklanarak kullanilabilir

Kloramfenikol Enzim Konjugat1: Bir kisim kloramfenikol enzim konjugati, on kisim buffer ile
1:11 oraninda diliie edilir.

Kloramfenikol Ana Stok Standard1 (0,1 mg/ml-100 ppm): 10 + 01 mg Kloramfenikol standardj,
metanol ile 100 ml hacimli balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile -30 °C
arasindaki derin dondurucuda 3 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Ara Stok Standardi (1 ug/ml-1 ppm): 100 ul Kloramfenikol Ana Stok soliisyonu,
metanol ile 10 mllik ol¢iilii balonda 6l¢ii ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile -30
°C arasindaki derin dondurucuda 1 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Spayk Standardi (0.010ug/ml-10 ppb): 100 pl Kloramfenikol ara stok soliisyonu,
saf su ile 10 mllik olgiilii balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (buzdolabinda ve karanlikta 1
hafta saklanabilir).

Not: Kitler kullanilmadan 6nce 2-8°C’ler arasinda saklanmalidir. Son kullanma tarihi gegen kitler

kesinlikle kullanilmamalidir. Kit igerisinden ¢ikan ayni lot numarali soliisyonlar ile kullanilmalidir;

lot numaras: farkli kitler ile soliisyonlar bir arada kullanilmamalidir. Kullanimi tamamlanan tiim
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soliisyonlar derhal buzdolabina konulmalidir. Kitin kullanilmamis kismy, orijinal ambalajinda ve
buzdolabinda saklanmalidir.

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonteminin tekrarlanabilirligi biiytik ol¢tide
yikama iglemi yapilan kuyucuklarin bir 6rnekliligine bagli olup, ELISA test prosediirii siranin
dikkatli bir sekilde takip edilerek uygulanmasi gerekmektedir. Test prosediirii asamasinda kit
kuyucuklarinin kurumasina asla izin verilmemelidir. Caligmalar esnasinda hazirlanan reagentlar el
ile karigtirilmals, kesinlikle vortex kullanilmamalidir. Inkiibasyon sirasinda kuyucuklarin direk giin
15181na maruz kalmamasi i¢in, kuyucuklarin tizeri 6rtiillmelidir. Kromojen is1ga duyarl oldugundan,
kuyucuklara kromojen ilave edildikten sonra inkubasyon sirasinda karanlikta bekletilmelidir.
Renk bozuklugu sekillenen kromojen kullanilmamalidir. 1 N siilfiirik asit igeren stop soliisyonun
kullanimi esnasinda deri ile temasindan kaginilmalidir. Yapilan kontrol sonucunda standartlar
arasindaki korelasyonu uygun olmayan kitler kullanilmamalidir. Standart 1 (0 ppt) soliisyonunda
herhangi bir bozulma meydana geldiginde, 0.6 absorbans (A, <0.6) degerinden daha diisiik
bir absorbans degeri verdigi g6z oniinde bulundurulmalidir. Standart 1 ve standart 4 absorbans

degerleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmalidir.

7.3. Numune Analizi

Analizin ana basamaklar;; Numunenin homojen hale getirilmesi, etil asetat ile ekstrakte edilmesi,
azot gaz1 altinda ugurularak bufer ile son hacmin elde edilmesi, uygun bir konjugat ve spesifik
substrat aracihig ile inkiibasyona birakilmasi, ELISA okuyucuda 450 nanometrede tespit edilmesi.

Analiz i¢in;

Karaciger numuneleri blendir yardimiyla pargalanir ve homojen hale getirilir.
Karaciger numunesinden 50 mI'lik santrifijj tiipiine 4,0 + 0,1 g tartilir.
Uzerine 4 ml saf su eklenir.

10 ml etil asetat eklenerek 15 dk otomatik vorteks ile karigtirilir.

15 dakika 20 °C de 4000 rpmde santrifijj edilir.

Ust fazdan 5 ml cam tiipe alinir. 55°Cde azot gaz1 ile ugurulur.

1 ml buffer ve 3ml n-heksan eklenir ve 15 dakika vortekslenerek ¢oziiliir.
15 dakika 20 °C de 4000 rpmde santrifijj edilir.

Alt fazdan 0,5 ml mikropipet ile alinir.

10. 0,45 nm filteden siiziilerek 10 mI'lik cam tiiplere alinir.

Homojenize edilmis kontrol ve standart yiiklii (10 ppb kloramfenikol spayk standardindan her 1 gr
ornek icin 30 pl ilave edilir) 6rneklere yukaridaki ekstraksiyon islemleri aynen tekrarlanir.

O NG
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Mikroplate Uygulama

Kit icerisindeki plate ve tiim soliisyonlar analiz 6ncesinde, karanlik ortamda oda 1sisina (20 —
25 °C) gelinceye kadar bekletilir.

Kullanilacak standart ve numune sayilar1 diistiniilerek gerekli sayida kuyucuk bagka bir
mikroplate alinir. Mikroplate yerlesim plani standartlar, kontrol 6rnekleri, spayk ornekleri,
numuneler seklinde olmalidir (Tablo.2). Giinlikk laboratuvar caligmalarinda Std 1, 5 ve 6
kullanilir. Mikroplate yerlesim plani kullanilan standartlara uygun sekilde hazirlanir.

Tablo.1. Mikroplate Yerlesim Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al Stdl | N1 | N9 « «“ « « « « « « «
B|Std2 | N2 | ¢ « « « « « « « « «
C|Std3 | N3 | « « « « « « « « «
D| Std4 | N4 “ « « « “« « « « « c
E| Std5 | N5 | * « « « « « « « « «
F| Std6 | N6 « «“ « « « « « « « «
G| Blk | N7 | * « « « « « « « B «
H| Spk | N8 | « « « « « « « « «

Std: Kloramfenikol Standart Soliisyonu

Blk: Kontrol Ornegi

Spk: Spayk Ornegi

N: Numune

3. Tim kuyucuklara ilgili standartlar ve 6rneklerden 50 pl eklenir.

4.
5.
6

10.

11.
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Kuyucuklara 50ser ml dilue edilmis enzim konjugat ilave edilir.

Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 — 25 °C) 1 saat siire ile inkiibasyona birakilir.
Inkubasyon siiresi biten mikropleyte oda 1sisina gelmis yikama soliisyonundan her bir
kuyucuk i¢in 250 ul olacak sekilde ¢oklu mikropipet yardimu ile eklenir, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirilir ve dokiiliir. Yikama islemi 3 kez tekrar edilir.

Yikama isleminden sonra kuyucuklara 100er pl kromojen solusyonundan ilave edilir.
Kromojen ilave edilmis plate, el ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirilir.

Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 - 25 °C) 15 dakika siire ile inkiibasyona
brrakilr.

Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 100 pl stop soliisyon ilave edilerek, mikroplate dikkatlice
karistirlr.

Mikroplate, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda, 30 dakika igerisinde okutulmalidir.
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7.5. Analiz Sonuglarinin Degerlendirmesi
1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Cut-off degerine esit veya daha diisitk absorbans veren drnekler siipheli pozitif, daha yiiksek
absorbans veren Ornekler negatif olarak degerlendirilir. Stipheli pozitif olarak degerlendirilen
orneklere konfirmasyon testi uygulanir. Kloramfenikol A6 grubunda bulunan yasakli ilaglardandur.
Minimum gerekli performans limiti 0.3 ppb olarak belirlenmistir.

2. Geri Allm Degeri

1. Kontrol numunesinin ve spayklarin absorbanslar1 karsilagtirilarak,

2. Standart 4 ve spayk absorbanslar1 karsilastirilarak uygun bir geri alim yapilip yapilmadigina
karar verilir.

Not: Bu test metodunda gecerlilik igin, 2002/657 AB direktifi uygulanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

2. ANONIM (2002a), 2002/657 AB direktifi Implementing Council Directive 96/23 concerning
the performence of analiytical methods and the interpretation of results.

3. Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii
4. Bornova VKE Laboratuvarda Giivenli Caliyma Talimat1
5. Bornova VKE Enstitii Atiklarinin Imhasi Talimati
6. R-Biopharm RIDESCREEN Chloramphenicol, Enzyme immunoassey fort the quantitave
analysis of chloramphenicol Art No:R1505
9.REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KANATLI KAS DOKUSUNDA TETRASIKLIN
GRUBU ANTIBIYOTIK KALINTILARININ CHARM-
IT1 YONTEMI ILE KALITATIF ANALIZI

1. AMAC

Bu test metodu, hayvansal gida maddelerinde smirli diizeyde bulunmasma izin verilen
antibiyotiklerden tetrasiklin grubu 4 etkin maddenin (oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin,
doksisiklin) kanatli kas dokusunda Charm II yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadr.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden kanatli kas dokusunda tetrasiklin grubu (oksitetrasiklin,

tetrasiklin, klortetrasiklin, doksisiklin) ilaglara ait kalintilarin kalitatif tespiti i¢in uygulanir.

Kanatlh kas doku i¢in tespit limitleri :

Kanatli Kas Dokuda Kanatli Kas Dokuda Maksimum
Tetrasiklin Bilesikleri
Tespit Limiti (ug/kg) Kalint1 Limiti (ug/kg)
Oksitetrasiklin 100 100
Tetrasiklin 20 100
Klortetrasiklin 100 100
Doksisiklin 100 100

3.TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulagsma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif
veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimat1” esas alinmalidir.

5. Kimyasallar hazirlanirken agizla ¢ekilmemeli ve pipetér kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle

¢alisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidir.
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Charm- II testinin [*H] igerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar disiiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman

asagidaki onlemleri aliniz.
5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢meyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik
kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da [**C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢6pe atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik
cukurlarina konulmali ya da bol su ile ytkanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz sonrasi
ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar arasi prosediirler

dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Analiz6r: Charm II LSC7600 analizorii. Cihaz orneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug
vererek yorumlar.

Baglayici: Beyaz tablet. Biitlin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani igeren
ana molekil yapisidir.

Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.,

Kontrol Noktast: Negatif ve siipheli pozitif sonuclarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmasi 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢tim birimi.

MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli
antimikrobiyal ilaglar iceren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 4000 ppb klortetrasiklin
standardi iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif
kontrol yapmak i¢in kullanilir.

Negatif Kontrol Standart: Antimikrobiyal ilag igermeyen saf doku tozu. 10 ml saf su ile ¢oziiliir ve
kullanmadan 6nce 15 dakika 2-4 °Cde tutulur..

Negatif Kontrol Ortalamasi: 6 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir. Karaciger i¢in
kontrol noktasi belirlemesi esnasinda kullanilir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi agiga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik 6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga ¢ikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapagi agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapagi kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.
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Performans Izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidur.

Pozitif Kontrol Ortalamas:: 3 adet pozitif kontroliin CPM sonuglarinin ortalamasidir. Alternatif
kontrol noktasi belirlenmesi ¢alismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ug/kga tekabiil eder.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Tastyicy): Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile
isaretlenmis olan klortetrasiklin standardi icerir.

Tipik Sayim Sayfasi: Her kit i¢in pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo
iceren kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kanatl kas dokusunda tetrasiklin grubu antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte
edilip Charm-II cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizli bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

[] Pargalayict

Hassas Terazi

Dereceli pipet: 2 ml, 5 ml ve 25 ml.
Santrifijj tiipii: Polipropilen 50 ml.

Balon joje: 50 ml,100 ml ve 1000 ml

Cam huni: 5cm ve 10 cm Q.

Otomatik pipet: 1ml ve 5ml

Hassas terazi: CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette)
Vorteks: Velp Scientetic, 0.0176
Sogutmali santrifiij: Rotina 35 R (Hettich)
Charm-II inkiibator

Charm 7600 okuyucu

Otomatik pipet ucu: 1ml ve 5 ml

[ [ [ ) |

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1.Tetrasiklin Standartlari; Oksitetrasiklin , Tetrasiklin , Klortetrasiklin , Doksisiklin
2. Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

3. MRL Multi-Antimikrobiyal Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coztindiiriilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.
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4. MSU Buffers

2-6 °Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. MSU Extraction Buffer 1 litre saf suda ¢oziiliir ve iyice
karistirilir. M2 Buffer ise 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir. Coziilerek hazirlanmis olan tamponlar
2-6 °Cde 2 ay saklanabilir.

5. Optifluor

Radyoaktiviteyi agiga ¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis antibiyotik
ornegindeki [*’H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga ¢ikartarak radyoaktivitenin
Olciilmesini saglar. Kapagi agildiktan sonra 6 ay dmrii vardir. Kapag: kapali sekilde oda sicakhiginda
2 sene saklanabilir.

6.Beyaz Tablet
Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani iceren ana molekiil yapisidir.
7.Renkli Tablet

Kit tableti Gizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [’H] ile isaretlenmis olan
tetrasiklin standardu icerir.

7.3. Numune Analizi

Kontrol Noktasinin Olusturulmasi igin;

1. 2 ml negatif kontrol standardi 6 ml MSU ekstraction buffer ile karistirithr (Bu karisgim oda
sicakliginda 6 saat kadar dayanir).

2. 6 adet hazirlanan negatif kontrol karisimi analiz edilir.

3. Ortalama CPM degeri bulunur.

4. Ortalamadan %40 ¢ikarilarak kontrol noktasi tespit edilir.
Numunelerin Hazirlanmasi

1. Numuneler derin dondurucuda saklanmali ve 15 giin i¢inde analiz edilmelidir. Charm Sciences
numunelerin -15°Cde veya daha altinda saklanmasini 6nerir.

Dondurulmus 6rnekler bu sekilde 2 ay saklanabilir.
Donmus numuneler ¢oziildiikten sonra isleme tabi tutulur.

(Coztinmiis olan numuneler mikser yardimiyla parcalanir ve homojen edilir.

AR

Test, 4-35°Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayni anda test
edilebilir.

6. Pargalanmig numuneden 50 ml santrifiij tiipiine 10 gr tartilir. Uzerine 30 ml MSU buffer konur
ve 10 dakika karistiricida karistirilir.

7. 45 dakika 80+2°Cde sicak su banyosuna konur. Daha sonra buradan alinip buz banyosunda
bekletilerek sogutulur. 4000 RPMde ve 0-1°Cde 10 dakika santrifiij edilir.

8. Santrifiijden alinarak hemen iist stv1 fazdan 10 ml alinip M2 bufter ile pH=7.5" ayarlanur.
Analizin Yapilmasi

1. Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.

2. 0.3+0.1 ml (300 pl + 100 pl) saf su eklenir.

3. Tabletin par¢alanmasi igin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice pargalanmasi igin gerekiyorsa ek
stire taninabilir).
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10.
11.

12.

13.

Test tiipiiniin icine 4.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek icin yeni u¢
kullanilir).

Turuncu tablet test tiipiine ilave eklenir.

Test tiiplinii mikserde 15 saniye alt {ist ederek karistirilir.
35 + 1°Cde 5 dakika inkubasyona birakilir.

3300 rpmde 5 dakika santrifiij eklenir.

Hemen distteki ekstrakt dokiliir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki
¢oOkeltinin de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir
kagit havlu ile silinir.

Yag tabakasi swap yardimiyla uzaklastirilir. Cokeltinin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

300 pl + 100 pl saf su eklenir. Tabletin pargalanmasi igin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
parcalanmast icin gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 + 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karistirilir.

Analizoriin i¢inde 60 saniye saydirilr. [*’H] kanalindaki CPM degerini okuyunur. Pozitif ya da
negatif belirlemeye gore kontrol noktasi ile karsilagtirilir.

7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

M.

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiyiikse drnek “negatiftir”

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “siipheli pozitiftir”
Negatif kontrol, negatif kontrol ortalamasinin + 20 % araliginda olmahdir.

Pozitif kontrol, kontrol noktasindan diisiik olmalidir.

Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek
‘stipheli pozitif’ olarak degerlendirildi ise drnegin konfirmasyon analizine alinmasi gerekir.

Ulusal Kalinti Izleme Genelgesine gore belirli sayida negatif ornegi temsilen bir 6rnek
konfirmasyon analizine alinur.

Siipheli Pozitif Ornegin Analizi:

1.
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Bir adet negatif kontrol, bir adet pozitif kontrol ve siipheli pozitif numune tekrar analiz edilir
(negatif kontrol, 2 ml Tissue Performance Negative Concentrate ve 6 ml MSU Extraction Buffer
karistirilirak ; pozitif kontrol ise 300 ml MSU Multi — Antimicrobial Concentrated Standart ve
6 ml MSU Extraction Buffer kargtirilirak hazirlanur).

Eger bu kosullar saglanamamugsa test tekrar edilir. Eger hala saglanamamussa ilgili teknik
servisle baglanti kurulur.

Eger bu kosullar saglanmigsa ve diliie edilen 6rneklerin tekrar edilen test sonuglari kontrol
noktasindan diisiik ya da kontrol noktasina esitse 6rnekler “pozitiftir”.

Her ¢alismadan dnce bir adet negatif ve bir adet de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir.
Bu, kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gidda Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 say1li RG.

2. Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii

3. Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii

4. I Tetracycline Test for Maximum Residue Limits (MRL) Competitive Assay

5. Charm IT Test for Tetracycline Drugs in Tissue 07/06

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KAS DOKUDA KLORAMFENIKOL
KALINTILARININ ELISA YONTEMI ILE KALITATIF
TESPITI ANALIZ METODU

1.AMAC

Bu test metodu, gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmis olan kloramfenikoliin
kas dokuda Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile kalitatif tespitini
amagclamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden kirmizi et, kanath eti ve balik eti numunelerinde
kloramfenikoliin kalitatif tespiti i¢in uygulanir.

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gecirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.
Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin

degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/
Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Kas Doku: Kirmizi et, kanatl eti, balik eti.

Absorbans: Bir 151tk demeti bir maddeden gegerken 15181n madde tarafindan emilen kismi,
gecirgenligin negatif logaritmasi, optik yogunluk, sogurganlk, OD.

ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay. Belli bir enzimle isaretlenmis test maddesi olan

antijen veya antikor kullanilarak spesifik antijen veya antikoru belirleme amaciyla uygulanan, ¢ok
duyarl bir laboratuvar yéntemi.

Kromojen: Pigment haline doniisebilen 6ncii madde; renk verici maddeyi olusturan kendisi
renksiz herhangi bir madde.
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Substrat: Belirli bir enzimin 6zgiin olarak etkiledigi bir bilesik veya reaksiyona giren madde.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Blank: Negatif numune

Spayk: Standart yiiklii numune

MRPL: Minimum Required Performance Limit, Gerekli En Az Performans Limiti

ppm: Parts per milion. Milyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
nm: Nanometre

ppb: milyarda bir tanimlamasimnin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.

ppt: Parts per trillion, trilyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ng/kg'a tekabiil eder.
ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

N: Normal

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot kirmizi et, kanath eti, balik eti numunelerinde kloramfenikoliin test metodunda
belirtildigi gibi ekstrakte edilip ELISA yontemi ile 450 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede
(ELISA okuyucu) absorbansinin él¢iilmesine dayanan immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli pipetler (1 ml, 5 ml ve 10 m['lik)
Santrifijj tiipleri (Polipropilen 50 mI'lik)
Cam tiipler (vida kapakli, 10 mI'lik)
Meziir (25 mI'lik)
Balon joje (10 ml, 50 ml,100 ml ve 1000 mI'lik)
Cam huni (5cm ve 10 cm ¢apinda)
Filtre (0,45 nm)
Otomatik pipetler (1ml ve 5ml’lik)
Mikropipet: 100ul ve 1000 pl

. Otomatik ve mikropipet uglari

. Blender

. Karstirial

D AT A S

[ N e
W NN = O

. Hassas terazi (1 mg hassasiyette)

. Vorteks

. Coklu vorteks

16. Sogutmali santrifiij

17. Coklu ugurucu

18. ELISA plate okuyucu ( Bio-Tek, EL808)

[
(G NN
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

N A A

—_
]

11.

12.

13.

14.

15.

Etil Asetat, gradient saflikta

N-Heksan, gradient saflikta

Methanol, gradient saflikta

Referans Standart: Chloramphenicol (Sigma Aldrich, 31667, CAS:56-75-7)
Kloramfenikol Enzim Konjugati,

Kromojen,

Stop Soliisyon,

Buffer

Mirotiterplatte ( 96’ lik )

. Kloramfenikol Standart Soliisyonlars,

Standart 1: 0 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,
Standart 2: 25 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,
Standart 3: 50 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,
Standart 4: 100 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,
Standart 5: 250 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,
Standart 6: 750 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Yikama Cozeltisi-PBST: Kit ile birlikte gelen yikama soliisyonu bidistile su ile ¢oziindiiriiliip
son hacim 1000 mlI" ye tamamlanir.1 ay buzdolabinda saklanarak kullanilabilir
Kloramfenikol Enzim Konjugat:: Bir kisim kloramfenikol enzim konjugati, on kisim buffer
ile 1:11 oraninda diliie edilir.

Kloramfenikol Ana Stok Standardi (0,1 mg / ml-100 ppm): 10 + 01 mg Kloramfenikol
standardi, metanol ile 100 ml hacimli balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile
-30 °C arasindaki derin dondurucuda 3 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Ara Stok Standardi (1 pg / ml-1 ppm): 100 pl Kloramfenikol Ana Stok
soliisyonu, metanol ile 10 mllik ol¢iilii balonda 6l¢ii gizgisine kadar diliie edilir (karanlkta
-20 °Cile -30 °C arasindaki derin dondurucuda 1 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Spayk Standardi (0.010pg/ml-10 ppb): 100 pl Kloramfenikol ara stok

soliisyonu, saf su ile 10 mllik dl¢iilii balonda ¢izgisine kadar diltie edilir (buzdolabinda ve
karanlikta 1 hafta saklanabilir).

Not: Kitler kullanilmadan 6nce 2-8°C’ler arasinda saklanmalidir. Son kullanma tarihi gegen kitler

kesinlikle kullanilmamalidir. Kit icerisinden ¢ikan ayni lot numarali soliisyonlar ile kullanilmalidir;

lot numaras: farkli kitler ile soliisyonlar bir arada kullanilmamalidir. Kullanimi tamamlanan tiim

soliisyonlar derhal buzdolabina konulmalidir. Kitin kullanilmamis kismy, orijinal ambalajinda ve

buzdolabinda saklanmalidir.

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonteminin tekrarlanabilirligi biiytik olgiide

yikama islemi yapilan kuyucuklarin bir 6rnekliligine bagl olup, ELISA test prosediirii siranin

dikkatli bir sekilde takip edilerek uygulanmasi gerekmektedir. Test prosediirii agamasinda kit

kuyucuklarinm kurumasina asla izin verilmemelidir. Calismalar esnasinda hazirlanan reagentlar el
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ile karigtiriimals, kesinlikle vortex kullanilmamahdir. Inkiibasyon sirasinda kuyucuklarin direk giin
15181na maruz kalmamasi icin, kuyucuklarin tizeri 6rtiillmelidir. Kromojen is1ga duyarl oldugundan,
kuyucuklara kromojen ilave edildikten sonra inkubasyon sirasinda karanlikta bekletilmelidir.
Renk bozuklugu sekillenen kromojen kullanilmamalidir. 1 N siilfiirik asit igeren stop soliisyonun
kullanimi esnasinda deri ile temasindan kaginilmalidir. Yapilan kontrol sonucunda standartlar
arasindaki korelasyonu uygun olmayan kitler kullanilmamalidir. Standart 1 (0 ppt) soliisyonunda
herhangi bir bozulma meydana geldiginde, 0.6 absorbans (A | <0.6) degerinden daha diisiik
bir absorbans degeri verdigi goz oniinde bulundurulmalidir. Standart 1 ve standart 4 absorbans

degerleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmalidir.

7.3. Numune Analizi

Analizin ana basamaklary; numunenin homojen hale getirilmesi, etil asetat ile ekstrakte edilmesi,
azot gazi altinda uqurularak bufer ile son hacmin elde edilmesi, uygun bir konjugat ve spesifik
substrat aracilig1 ile inkiibasyona birakilmasi, ELISA okuyucuda 450 nanometrede tespit edilmesi.
Analiz i¢in;

1. Kas doku numuneleri yag ve derilerinden ayrilarak blendir yardimiyla pargalanir ve homojen
hale getirilir.

Kas doku numunesinden 50 m'lik santrifijj tiipiine 3,0 + 0,1 g tartilr.

Uzerine 3ml saf su eklenir.

6 ml etil asetat eklenerek 15 dk otomatik vorteks ile karistirilir.

15 dakika 4 °C de 4000 rpmde santrifiij edilir.

Ust fazdan 4 ml cam tiipe alinir. 50°Cde azot gazi ile uurulur.

1 ml buffer ve 3ml n-heksan eklenir ve 15 dakika vortekslenerek ¢oziiliir.

15 dakika 4 °C de 4000 rpmde santrifijj edilir.

Alt fazdan 0,5 ml mikropipet ile alinir.

10. 0,45 nm filteden siiziilerek 10 mI'lik cam tiiplere alinir.

© 0 NS YR LN

Homojenize edilmis kontrol ve standart yiiklii (10 ppb kloramfenikol spayk standardindan her 1 gr
ornek icin 30 pl ilave edilir) 6rneklere yukaridaki ekstraksiyon islemleri aynen tekrarlanir.

7.4. Mikroplate Uygulama

1. Kit igerisindeki plate ve tiim soliisyonlar analiz dncesinde, karanlik ortamda oda 1s1sina (20 —
25 °C) gelinceye kadar bekletilir.

2. Kullanilacak standart ve numune sayilar1 diisiiniilerek gerekli sayida kuyucuk bagka bir
mikroplate alinir. Mikroplate yerlesim plani standartlar, kontrol érnekleri, spayk 6rnekleri,
numuneler seklinde olmalidir (Tablo.2). Giinliik laboratuvar caligmalarinda Std 1, 5 ve 6
kullanilir. Mikroplate yerlesim plani kullanilan standartlara uygun sekilde hazirlanir.
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Tablo.1. Mikroplate Yerlesim Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

A| Stdl | N1 [N9 | © « « « « « « « «
B | Std2 | N2 | “ « « « « « « « « «
C| Std3 | N3 | © « « « « « « « « «
D Std 4 N4 «“ « « « « « « « « «
E| Std5 | N5 | « « « « « « « « «
F| Std6 | N6 | « « « « « « « « «
G| Bl N7 | « « « « « « « « «
H| Spk | N8| * « « « « « « « « «

Std: Kloramfenikol Standart Soliisyonu

Blk: Kontrol Ornegi

Spk: Spayk Ornegi

N: Numune

3. Tim kuyucuklara ilgili standartlar ve 6rneklerden 50 pl eklenir.

4.
5.
6

~

10.

11.

7.5.

Kuyucuklara 50’ser ml dilue edilmis enzim konjugat ilave edilir.
Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 — 25 °C)) 1 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

Inkubasyon siiresi biten mikropleyte oda 1sisina gelmis yikama soliisyonundan her bir
kuyucuk i¢in 250 ul olacak sekilde ¢oklu mikropipet yardimui ile eklenir, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirilir ve dokiiliir. Yikama islemi 3 kez tekrar edilir.

Yikama igleminden sonra kuyucuklara 100er pl kromojen solusyonundan ilave edilir.
Kromojen ilave edilmis plate, el ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirilir.

Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 - 25 °C) 15 dakika siire ile inkiibasyona
brrakilir.

Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 100 pl stop soliisyon ilave edilerek, mikroplate dikkatlice
karistirlr.

Mikroplate, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda, 30 dakika icerisinde okutulmaldir.

Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Cut-off degerine esit veya daha diisitk absorbans veren ornekler siipheli pozitif, daha yiiksek

absorbans veren ornekler negatif olarak degerlendirilir. Stipheli pozitif olarak degerlendirilen

orneklere konfirmasyon testi uygulanir. Kloramfenikol A6 grubunda bulunan yasakl ilaglardandir.

Minimum gerekli performans limiti 0.3 ppb olarak belirlenmistir.
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Geri Alim Degeri

1.
2.

Kontrol numunesinin ve spayklarin absorbanslar karsilastirilarak,

Standart 4 ve spayk absorbanslar1 karsilagtirilarak uygun bir geri alim yapilip yapilmadigina
karar verilir.

Not: Bu test metodunda gegerlilik i¢in, 2002/657 AB direktifi uygulanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 say1li RG.

2. ANONIM (2002a), 2002/657 AB direktifi Implementing Council Directive 96/23 concerning
the performence of analiytical methods and the interpretation of results.

3. Bornova VKELaboratuvar Giivenligi Prosediirii

4. Bornova VKE Laboratuvarda Giivenli Caligma Talimat:

5. Bornova VKE Enstitii Atiklarmin Imhasi Talimatt

6. R-Biopharm RIDESCREEN Chloramphenicol, Enzyme Immunoassey fort the quantitave
analysis of chloramphenicol Art No:R1505

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KAS DOKUDA NITROFURAN KALINTILARININ
LC-MS/MS ILE ANALIZI METODU

1

AMAC

Kas dokusunda nitrofuran grubu ila¢ kalintilarmin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, kas dokusunda toplam nitrofuran metaboliti kalntilarinin LC-MS/MS sistemi ile
analizini kapsamaktadir.

1 Furazolidone metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-oxazolidinone,

2 Furaltadone metaboliti: (AMOZ) 5-methyl-morpholino-3-amino-2-oxazolidinone,

3 Nitrofurazone metaboliti: (SEM) semicarbazide,

4 Nitrofurantion metaboliti: (AHD) 1-aminohydantoin,

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

160 TESHISTE METOT BIRLIGI

GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ceker ocak altinda ¢aligiimal,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

Bulasma olasiligina kars1 tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

Her analizden 6nce cihaza 6 ng/mLlik standart enjeksiyonu yapilip sonug 6nceki analizlerle

karsilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

Analiz kalitesinin kontrolil i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmas ve Kullanilmasi Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilir.
Tiirevlendirme islemi 16 saatten az olmamalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5 TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

2-NP-AOZ, 2-NP-AMOZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SCA: Tiirevlendirilmis nitrofuran metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCoa: Karar limiti

CCB: Tespit limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP:Polipropilen

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 4 agamay1 icermektedir;

[] Asidik ortamda seberst ve dokuya bagl nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile

turevlendirilmesi,
[l Bazilavesiile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmasi,
[] Swi-sv1 ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimas,

[] LC-MS/MS ile analizin yapilmas.

TEST METODUNUN TANIMI
1. Kullanilan Ekipmanlar

PP Santrifiyj tiipti 50 mLlik

Cam tiip 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik)

Ayarlanabilir pipet 20-200 pL

Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 uL

© N N LA W N = NN
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9 Hassas terazi

10 Calkalamali etiiv

11 Multireaks vorteks

12 Sogutmali santrifiij

13 Numune yogunlastirict

14 Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
15 Kromatografik program: Tandem Gold Workstation

7.2. Kullanilan Kimyasallar
S1: Dokuda nitrofuran analizi icin ES . (-20 °Cde saklanmalidir).

S1 Nitrofuran standart karigimi icerigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ 201,2 20
AOZ 102,1 20
AHD 151,5 20
SEM 111,5 20

R1: Dokuda nitrofuran analizi icin IS . (-20 °Cde saklanmalidir)

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ-D5 206,2 40

AQOZ-D5 106,1 40

SEM-13C15N2 114,5 100

R2: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -%1 Asetik asit . (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R3: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -DMSO . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R4: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -50 mmol Amonyum Format . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R5: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Etil Asetat . (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R6: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Hekzan . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R7: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Metanol . (Oda sicakhiginda saklanmalidir).
Mobil Faz A:Nitrofuran analizi i¢in -%20 Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir).
Mobil Faz B: Nitrofuran analizi i¢in -Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir).

7.3. Numunenin Analizi

1. 2.0 gkas numunesi 50 mLlik santrifijj tiiptine alinir.

2. 100 pL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir, alkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika

karistirilir.
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3. 300 pL R3 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.

4. 50 rpm hiza ve 37 °C’ye ayarh ¢alkalamali etiivde 16 saat bekletilir.

5. Tiirevlendirmeden sonra 6rnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi igin beklenir.

6. 700 pL R4 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakhiginda 1 dakika karistirihr.

7. Uzerine 5mL R5 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakhiginda 2 dakika karigtirilir.

8. 3 mL Ré6 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 2 dakika karistirilir.

9. 4000 gde 15°C’ ye ayarl santrifiijde 10 dk santrifiij edilir.

10. Santrifiij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 mL (2x3 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe aktarilir
ve azot akimi altinda 42 °C sicaklikta ve 5,0 psi basingta kurutulur.

11. Kurutma isleminden sonra tiipe 1 mL R6 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika
karistirilir. 750 uL R7 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirilir. 2500 gde
15°C’ ye ayarh santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir, 5 dakika ortam sicakliginda bekletilir.

12. Enjektor yardimiyla alt fazdan dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm filtreden
gecirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 75 pL enjeksiyon yapilr.

13. 3 adet 2.0 g blank kas numunesi 50 mLlik santrifijj tiiptine alinir.

Uzerine asagidaki tabloya uygun Sl ilave edilir.

Dokudaki Konsantrasyon 0.5 nelke Pglkg Lo ug/ke
(0,5MRPL) (1IMRPL) (1,5MRPL)
Eklenecek Standart Hacmi 50 uL 100 uL 150 uL
7.4.LC-MS/MS ILE DOGRULAMA ANALIZi
[l HPLC parametreleri
Gradient pompa programi:
Zaman % A % B Flow
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20

Kolon: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4.
Akis hizi: 0.20 mL/dak

Enjeksiyon hacmi: 75uL
Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karisimu (h/h)
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[ MS/MS parametreleri:

Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 400 °C
Drying gas pressure 40si
Scan Time 0.725 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector + 1700 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0
[l MS-MS tarama parametreleri
i MS MH+ MS-MS Capillary Pargalama Dwell Time
(m/z) (m/z) Enerjisi
2-NP-SEM 166,00 30 7 0,118
209,00 134,00 30 9 0,118
192,00 30 11 0.118
2-NP-AHD 134,00 30 9 0,059
249,00 104,00 30 11 0,059
178,00 30 9 0,059
2-NP-AOZ 134,00 30 9 0,059
23000 104,00 30 12 R
2-NP-AMOZ 291,00 30 9 0,059
335,00 262,00 30 7 0,059
128,00 30 6 0,059
2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,059
2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 - 0,059

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz

sonucu siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir. Aksi halde
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sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamad:.” seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik
bulunursa dogrulama metodu (MS-MS tarama parametreleri asagidaki tabloda verilmistir)
ile cihaza enjeksiyon yapilir. Standartlardaki iyonlarin orani ile numunedeki iyonlarin orani
karsilagtirilarak analiz sonucu degerlendirilir. Pozitif sonuglar icin hesaplama asagidaki sekilde
yapilir .

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak
hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin
alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.

AY = ax+b

AES/AIS
o = N W N N, | (o) N | oo

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitrofuran pikinin alan

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alaniNumune
analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin alanina
oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a

2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.
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8. iILGIiLI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
1.Anonim: 2002/657/EC directive

2. ZIVAK ZV-1015-0200-30 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitrofuran Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1015-0200-30-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KAS DOKUDA NITROIMIDAZOL
KALINTILARININ LC-MS/MS ILE

ANALIZI METODU

1 AMAC

Kas dokusunda Nitroimidazol grubu ila¢ kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin
yapilmast.

2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, kas dokusunda toplam nitroimidazol metaboliti kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile

analizini kapsamaktadir.
Metronidazol (MNZ), 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol
Ronidazol (RNZ), 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol
Dimetridazol (DMZ), 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

1
2
3
4. Ipronidazol (IPZ), 2-1zopropil-1-metil-5-nitroimidazol
5. Metronidazol Hidroksit (MNZ-OH),

6. Ipronidazol Hidroksit (IPZ-OH),

7. 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazole (HMMNI),

Nitroimidazoller ve hidroksi metabolitleri, kimyasal yap1 olarak Lewis-Base ozelligine sahip
bilesiklere kapali olan bilesiklerdir. Bu bilesikler ve metabolitleri karsinojenik ve mutajenik
etkilidirler. Ronidazol, Metronidazol ve Dimetridazol, yasakli ilaglar (Annex IV of Concuil
Regulation (EEC) No.2377/90) kapsamindadir (1).

Nitroimidazoller, ozellikle kanatl sektoriinde koksidiyozis ve histomoniazisin tedavisi ve
kontroliinde kullanilan antibiyotiklerdir. Ayrica sigirlarin trikomoniazis ve domuzlarin hemorajik
enteritlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir (1).

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.
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4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik ozellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda galistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 6 ng/ml'lik standart enjeksiyon yapilip sonug onceki analizlerle

kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilmelidir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin hazirlanmasi

ve kullamlmasi, Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gerceklestirilmelidir.
5. Tirevlendirme islemi 16 saatten az olmamalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda ulusal/

uluslararasi prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5 KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS: Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3,

MNZ-"C *N_,JPZOH-d3,MNZOH-d2,RNZ-d3:nitroimidazol metabolitleri
MNZ: Metronidazol, 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol

RNZ: Ronidazol , 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol

DMZ: Dimetridazol , 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

IPZ: Ipronidazol, 2-1zopropil-1-metil-5-nitroimidazol

MNZ-OH :Metronidazol Hidroksit ,

IPZ-OH: Ipronidazol Hidroksit,

HMMNI: 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazol,

IPZOH,MNZOH,RNZ Nitroimidazol metabolitleri
DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3,
MNZ—13C215N2,IPZOH-d3,MNZOH—dZ,RNZ—dS: nitroimidazol metabolitleri
DMZ, HMMNI, IPZ, MNZ,IPZOH,MNZOH,RNZ: Nitroimidazol metabolitleri
DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3,MNZ-"C "N ,JPZOH-d3,MNZOH-d2,RNZ-d3:nitroimidazol
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metabolitleri

MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi

LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCo: Karar limiti
CCB: Tespit limiti
CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP:

6

Polipropilen

TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot 3 agamay1 igermektedir.

1.
2.
3.

[

O 0 N A L B~ W N = N

e S
AN W N = O

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve uzaklastirilmasi,
Sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmast,

LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

TEST METODUNUN TANIMI

. Kullanilan Ekipman

Santrifijj tiipii 50 mLlik,

Cam tiip 15 mLlik,

Enjektor 2 mLlik,

Filtre 0.45 pm,

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik),

Ayarlanabilir pipet 20-200 uL,

Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL,

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL,

Hassas terazi,

Multireaks vorteks ,

Sogutmali santrifiij,

Numune yogunlastirici,

Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS,
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1),

www.tarim.gov.tr
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7.2. Kullanilan Kimyasallar
S1: Kasda nitroimidazol analizi icin ES . (-20 °Cde saklanmalidir)

S1 Nitroimidazol standart karigimi igerigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
DMZ 141 400
HMMNI 157 400
IPZ 169 400
MNZ 171 400
IPZOH 185 400
MNZOH 187 400
RNZ 200 400

R1: Kasda nitroimidazole analizi icin IS . (-20 °Cde saklanmalidir)

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
DMZ-d3 144 400
HMMNI-d3 160 1200
IPZ-d3 172 400
MNZ-7C, "N, 17 400
IPZOH-d3 188 400
MNZOH-d2 189 400
RNZ-d3 203 400

R2: Kasda nitroimidazol analizi i¢in Etil Asetat. (Oda sicakliginda saklanmalidur.)

R3: Kasda nitroimidazol analizi i¢in Hexan. (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

R4: Kasda nitroimidazol analizi i¢in Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

Mobil Faz A: Nitroimidazol analizi i¢in %50 Metanol. (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
Mobil Faz B: Nitroimidazol analizi i¢cin Metanol . (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

7.3. Numunenin Analizi

Kas Dokusunun Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

1. 4.0 g doku numunesi, 50 mLlik santrifiij tiipiine alinur.

2. 100 pL R1 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karigtirilir.
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3. 10 mL R2 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 3 dakika karistirlr.
4. 4000 gde 5 dakika santrifijj edilir.

5. Santrifiij sonunda, tstteki ¢ozeltiden ayarlanabilir pipet ile 7 mL (2x3,5 mL) alinip 15 mLlik
cam tiipe aktarilir ve azot akisi altinda 37 °C sicaklikta ve 10.0 psi basingta kurutulur.

6. Kurutma isleminden sonra tiipe 1,5 mL R3 (2x750 pL) ilave edilir ve multireaks vorteksin 10.
hizinda 1 dakika karistirilir.

7. Uzerine 1 mL R4 ilave edilir ve multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karstirilir.

8. Altta kalan fazdan enjektor yardimiyla dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm
filtreden gegirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 50 pL enjeksiyon yapilir.

Matriks Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon
[] 3adet4.0 gblank doku numunesi 50 mLlik santrifijj tiipiine alinir.
[0 Uzerine asagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

Dokudaki 0,5 ug/L 1 ug/L 1,5 ug/L
Konsantrasyon (0,5MRPL) (IMRPL) (1,5MRPL)
Eklenecek Standart

. 25 uL 50 pL 75 uL
Hacmi

7.4. LC-MS-MS ile Analiz
[l HPLC parametreleri

Gradient pompa programi:

Zaman % A % B Flow
00:00 80 20 0.20
01:50 50 50 0.20
06:00 30 70 0.20
06:01 80 20 0.20
12:00 80 20 0.20

Kolon: Nitroimidazol grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4.

Akias hizi: 0.20 mL/dak

Enjeksiyon hacmi: 50pL

Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karisimi (h/h)
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[l MS/MS parametreleri:
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Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 350°C
Drying gas pressure 36 psi
Scan Time 0.700 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector + 1750V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0
[l MS-MS tarama parametreleri
. MS MH+ | MS-MS . Parcalama .
Analit Capillary L Dwell Time
(m/z) (m/z) Enerjisi
DMZ 142 96 20V 15 0,05
DMZ-d3 145 99 20V 15 0,05
HMMNI 158 140 20V 9 0,05
HMMNI-d3 161 143 20V 9 0,05
IPZ 170 124 20V 13 0,05
MNZ 172 128 20V 9 0,05
IPZ-d3 173 127 20V 15 0,05
MNZ-“C N, 176 132 20V 9 0,05
IPZOH 186 168 20V 11 0,05
MNZOH 188 123 20V 9 0,05
IPZOH-d3 189 171 20V 11 0,05
MNZOH-d2 190 125 20V 9 0,05
RNZ 201 140 20V 9 0,05
RNZ-d3 204 143 20V 11 0,05
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu
stipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir . Aksi halde sonug
negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamamistir” seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik
bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir .
Analiz sonuglari, cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanur.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin
alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige aktarilr.

Y = ax+b
/

AES/AIS
N WA U

g

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitroimidazol pikinin alan

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan1 Numune
analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin alanina

oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a
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ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
Pendik VKE, Dokuman Veri Kontrol Prosediirii
Pendik VKE, Metot Validasyonu Prosediirii

Pendik VKE, Kalite Kontrol Prosediirii

ZIVAK ZV-1016-0200-35 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitroimidazol Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1016-0200-35-KK-T Rev.01)

Eal S el

9. REVIZYON
Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadur.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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KIRMIZI ETTE TETRASIKLIN GRUBU
ANTIBIYOTIK KALINTILARININ CHARM II
YONTEMI ILE KALITATIF ANALIZI

1.AMAC

Bu test metodu, hayvansal gida maddelerinde smirli diizeyde bulunmasma izin verilen
antibiyotiklerden tetrasiklin grubu 4 etkin maddenin (oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin,
doksisiklin) kirmizi ette Charm II yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadr.

2.UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden kirmiz ette tetrasiklin grubu (oksitetrasiklin, tetrasiklin,

Klortetrasiklin , doksisiklin) ilaglara ait kalintillarin kalitatif tespiti icin uygulanir.

Kirmizi ette tespit limitleri :

Koyun ve Kegi
Kirmizi Ette
Sig1r Etinde Maksimum | Etinde Maksimum
Tetrasiklin Bilesikleri Tespit Limiti, pg/
K Kalint1 Limiti, ug/kg | Kalint1 Limiti, ug/
g kg
Oksitetrasiklin 100 100 100
Tetrasiklin 20 100 100
Klortetrasiklin 100 100 100
Doksisiklin 100 100 Bulunmamali

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulagsma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif

veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimatr” esas alinmalidir.
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5. Kimyasallar hazirlanirken agizla cekilmemeli ve pipetor kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.

Charm- II testinin [3H] icerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar dustiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman
asagidaki onlemleri aliniz.

5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢meyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik
kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da [**C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik
cukurlarina konulmali ya da bol su ile ytkanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz sonrasi
ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar arasi prosediirler
dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR / TANIMLAR

Analizor: Charm II 7600 analizorii. Cihaz 6rneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug vererek
yorumlar.

Baglayici:Beyaz tablet. Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani igeren
ana molekiil yapisidir.

Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.

Kontrol Noktast: Negatif ve stipheli pozitif sonuglarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmast 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas: olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.

MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli
antimikrobiyal ilaglar iceren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 4000 ppb klortetrasiklin
standard1 iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif
kontrol yapmak i¢in kullanilir.

Negatif Kontrol Standart: Antimikrobiyal ilag igermeyen saf doku tozu. 10 ml saf su ile ¢oziiliir ve
kullanmadan 6nce 15 dakika 2-4 °Cde tutulur..

Negatif Kontrol Ortalamasi: 6 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir. Kontrol noktasi
belirlenmesi esnasinda kullanilir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi aciga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik o6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga cikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapag: kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.
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Performans Izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidir.

Pozitif Kontrol Ortalamas:: 3 adet pozitif kontroliin CPM sonuglarimin ortalamasidir. Alternatif
kontrol noktasi belirlenmesi ¢alismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ug/kga tekabiil eder.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Tastyici) : Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile
isaretlenmis olan klortetrasiklin standardi icerir.

Tipik Sayim Sayfasi: Her kit icin pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo
iceren kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Kirmiz1 ette tetrasiklin tiirevi antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip
Charm-II cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizli bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

[] Pargalayict

Hassas Terazi

Dereceli pipet: 2 ml, 5 ml ve 25 ml.

Santrifijj tiipii: Polipropilen 50 ml.

Balon joje: 50 ml,100 ml ve 1000 ml

Cam huni: 5cm ve 10 cm ©.

Otomatik pipet: 1ml ve 5ml

Hassas terazi: CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette)
Vorteks: Velp Scientetic, 0.0176

Sogutmali santrifiij: Rotina 35 R (Hettich)

Charm-II inkiibator

Charm 7600 okuyucu

Otomatik pipet ucu: 1ml ve 5 ml

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Tetrasiklin Standartlar1 ; Oksitetrasiklin , Tetrasiklin , Klortetrasiklin , Doksisiklin
2. Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

3. MRL Multi-Antimikrobiyal Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dakika 2-4 °Cde tutulur. Coztindiiriilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

OOOO0OOO0OOO0OOO.d /3
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4. MSU Buffers

2-6 °Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. MSU Extraction Buffer 1 litre saf suda ¢oziiliir ve iyice
karistirilir. M2 Buffer ise 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir. Coziilerek hazirlanmis olan tamponlar
2-6 °Cde 2 ay saklanabilir.

5. Optifluor

Radyoaktiviteyi agiga ¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis antibiyotik
ornegindeki [*’H] molekiillerinden elde edilecek 1smmalarini agiga ¢ikartarak radyoaktivitenin
Olciilmesini saglar. Kapagi agildiktan sonra 6 ay dmrii vardir. Kapag: kapali sekilde oda sicakhiginda
2 sene saklanabilir.

6. Beyaz Tablet
Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani iceren ana molekiil yapisidir.
7. Renkli Tablet

Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [’H] ile isaretlenmis olan
tetrasiklin standardu igerir.

7.3. Numune Analizi

Kontrol Noktasinin Olusturulmasi igin;

1. 2 ml negatif kontrol standardi 6 ml MSU ekstraction buffer ile karigtirthr (Bu karisgim oda
sicakliginda 6 saat kadar dayanir).

2. 6 adet hazirlanan negatif kontrol karisimi analiz edilir.

3. Ortalama CPM degeri bulunur.

4. Ortalamadan %40 ¢ikarilarak kontrol noktasi tespit edilir.
Numunelerin Hazirlanmasi

1. Numuneler derin dondurucuda saklanmali ve 15 giin i¢inde analiz edilmelidir. Charm Sciences
numunelerin -15°Cde veya daha altinda saklanmasini dnerir.

Dondurulmus 6rnekler bu sekilde 2 ay saklanabilir.
Donmus numuneler ¢oziildiikten sonra isleme tabi tutulur.

(Goziinmiis olan numuneler mikser yardimiyla pargalanir ve homojen edilir.

AR N

Test, 4-35°Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayn1 anda test
edilebilir.

6. Parcalanmig numuneden 50 ml santrifiij tiipiine 10 gr tartilir. Uzerine 20 ml MSU buffer konur
ve 10 dakika karistiricida karstirihr.

7. 45 dakika. 80+2°Cde sicak su banyosuna konur. Daha sonra buradan alinip buz banyosunda
bekletilerek sogutulur. 4000 RPMde ve 0-1°Cde 10 dakika santrifiij edilir.

8. Santrifijjden alinarak hemen {ist siv1 fazdan 10 ml alinip M2 bufter ile pH=7.5" ayarlanur.
Analizinin Yapilmasi

1. Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.

2. 0.3+0.1 ml (300 pl + 100 pl) saf su eklenir.

3. Tabletin parcalanmasi icin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice parcalanmasi igin gerekiyorsa ek
stire taninabilir).
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Test tlipiiniin icine 4.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek icin yeni u¢
kullanilir).

Turuncu tablet test tiipiine ilave eklenir.

Test tiiptinii mikserde 15 saniye alt {ist ederek karistirilr.
35 + 1°Cde 5 dakika inkubasyona birakilir.

3300 rpmde 5 dakika santrifiij eklenir.

Hemen {istteki ekstrakt dokiliir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki
goOkeltinin de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir
kagit havlu ile silinir.

Yag tabakasi swap yardimiyla uzaklastirilir. Cokeltinin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

300 pl + 100 pl saf su eklenir. Tabletin par¢alanmasi igin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
parcalanmast icin gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 + 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karistirilir.

Analizoriin i¢inde 60 saniye saydirilir. [*’H] kanalindaki CPM degerini okuyunur. Pozitif ya da
negatif belirlemeye gore kontrol noktasi ile karsilagtirilir.

7.4. Sonuglari Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1.

SAREF I N

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiyiikse 6rnek “negatiftir”.

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “stipheli pozitiftir”.
Negatif kontrol, negatif kontrol ortalamasinin + 20 % araliginda olmalidir.

Pozitif kontrol, kontrol noktasindan diisiik olmalidir.

Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek
‘stipheli pozitif’ olarak degerlendirildi ise drnegin konfirmasyon analizine alinmas: gerekir.

Ulusal Kalinti Izleme Genelgesine gore belirli sayida negatif 6rnegi temsilen bir érnek
konfirmasyon analizine alinir.

Siipheli Pozitif Ornegin Analizi:

1.

Bir adet negatif kontrol, bir adet pozitif kontrol ve stipheli pozitif numune tekrar analiz edilir
(negatif kontrol, 2 ml Tissue Performance Negative Concentrate ve 6 ml MSU Extraction Buffer
karstirilirak ; pozitif kontrol ise 300 ml MSU Multi — Antimicrobial Concentrated Standart ve
6 ml MSU Extraction Buffer karistirilirak hazirlanir).

Eger bu kosullar saglanamamugsa test tekrar edilir. Eger hala saglanamamussa ilgili teknik servis
ile baglant: kurulur.

Eger bu kosullar saglanmigsa ve diliie edilen drneklerin tekrar edilen test sonuglar1 kontrol
noktasindan diisiik ya da kontrol noktasina esitse 6rnekler “pozitiftir”.

Her ¢alisgmadan 6nce bir adet negatif ve bir adet de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir.
Bu, kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

2. Bornova VKE ,Laboratuvar Giivenligi Prosediirii
3. Bornova VKE, Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii
4. I Tetracycline Test for Maximum Residue Limits (MRL) Competitive Assay
5. Charm II Test for Tetracycline Drugs in Tissue 07/06
6. Charm Control Point Setup worksheets
9.REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE MAKROLIT GRUBU ANTIBIYOTIK
KALINTILARININ CHARM-II YONTEMI ILE
KALITATIF ANALIZI

1. AMAC

Bu test metodu, hayvansal gida maddelerinde smirli diizeyde bulunmasma izin verilen
antibiyotiklerden makrolit grubu 4 etkin maddenin (eritromisin, spiramisin, tilmikosin, tilosin )

stitte Charm II yontemi ile tespitini amaglamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden siitte makrolit grubu (eritromisin, spiramisin, tilmikosin,

tilosin ) ilaglara ait kalintilarin kalitatif tespiti i¢cin uygulanir.

Siit i¢in tespit limitleri :

Siitteki Tespit Sig1r Siitiinde Koyun ve Kegi Siitiinde
Makrolit Grubu
Limitleri, pg/ | Maksimum Kalint1 Maksimum Kalint1
Bilesikler Lo Lo
kg Limitleri, pg/kg Limitleri, pg/kg
Eritromisin 40 40 40
Spiramisin 50 200 Bulunmamali
Tilmikosin 40 50 50
Tilosin 50 50 50

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK UYARILARI ve ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulagma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif

veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimat1” esas alinmalidir.
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5. Kimyasallar hazirlanirken agizla cekilmemeli ve pipetor kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.

Charm- II testinin [3H] icerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations

tarafindan muaf tutulacak kadar dustiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman

asagidaki onlemleri aliniz.

5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢gmeyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik

kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.

5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da [**C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek

karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik

cukurlaria konulmali ya da bol su ile ytkanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz sonrasi

ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar arasi prosediirler

dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Analizor: Charm II LSC7600 analizorii. Cihaz drneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug

vererek yorumlar.

Baglayici: Beyaz tablet. Biitiin Makrolit ilaglarina baglanabilen spesifik reseptor alani iceren ana
molekiil yapisidir.

Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.
Kontrol Noktasr: Negatif ve stipheli pozitif sonuglarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglariin Kontrol Noktasindan biiyiik olmasi 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas: olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.
MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli

antimikrobiyal ilaglar igeren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 10 ppm eritromisin standardi
iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif kontrol yapmak

icin kullanilir.

Negatif Kontrol Standart: Antimikrobiyal ilaglardan saf doku tozu. 10 ml saf su ile ¢oziiliir ve
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kullanmadan once 15 dk. 4 + 2 derecede tutulur.

Negatif Kontrol Ortalamasi: 6 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir. Doku igin

kontrol noktasi belirlemesi esnasinda kullanilir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi agiga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik ornegindeki ['“C] molekiillerinden elde edilecek i1simalarini agiga cikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapag: kapali sekilde

oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.

Performans izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin

fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidur.

Pozitif Kontrol Ortalamast: 3 adet Pozitif Kontroliin CPM sonuglarinin ortalamasidir. Alternatif

kontrol noktasi belirlenmesi ¢calismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.

Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Tastyici): Kit tableti {izerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*C] ile

isaretlenmis olan Makrolit standardu igerir.

Tipik Sayim Sayfasi: Herbir kit i¢in pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo

iceren kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Siitte Makrolit grubu antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip Charm-II

cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizlh bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli Pipetler, 2 ml, 5 ml ve 25 ml.
Santriftij Tiipleri (polipropilen), 50 ml.
Balon joje, 50 ml ve 100 ml, 1000 ml

Cam Huniler, 5cm ve 10 cm @.

Otomatik Pipet, 1ml ve 5ml

Hassas terazi, CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette).
Karstiricy, Vorteks (Velp Scientetic, 0.0176).
Sogutmali santrifiij, Rotina 35 R (Hettich).
Charm-II inkiibator

10. Charm 6600 okuyucu

11. Otomatik Pipet Ucu, 1ml ve 5 ml

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¥ ® N w
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1. Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce
15 dk. 4 + 2 derecede tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 2 giin saklanabilir. -15°Cde
veya altinda 2 ay saklanabilir.

2. MRL Multi-Antimikrobiyal Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml saf su ile ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan
once 15 dk. 4 + 2 derecede tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir.
-15°Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.

3. Optifluor:

Radyoaktiviteyi agiga c¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis antibiyotik
ornegindeki ["C] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga cikartarak radyoaktivitenin
ol¢tilmesini saglar. Kapagi acildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapagi kapali sekilde oda sicakliginda

2 sene saklanabilir.

4. Beyaz Tablet:

Biitiin Makrolit ilaglarma baglanabilen spesifik reseptor alani igeren ana molekiil yapisidir.
5. Renkli (Yesil) Tablet:

Kit tableti tizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [“C] ile isaretlenmis olan
Makrolit standardu icerir.

7.3. Numune Analizi
Kontrol Noktasinin Olusturulmasi igin;

1. Kontrol noktasi, negatif ile muhtemel pozitif sonug (stipheli) arasindaki sinir noktasidir. Her
yeni kit i¢in bir Kontrol Noktas: ve Kontrol ortalamasi belirlenmelidir.

2. Makrolit igermeyen 6 negatif numuneye (% 25 negatif kontrol ortalamast icerisinde olmalidir)
istenilen tarama seviyesinde siit i¢in 40 ppb, Eritromisin olacak sekilde yiikleme yapilarak
analiz edilir. Ortalama CPM degeri bulunur. Ortalamaya %35 ¢ikarilarak kontrol noktasi tespit
edilir.

Analizin Yapilmasi

1. Numuneler buzdolabinda saklanmali ve 15 giin i¢inde analiz edilmelidir. Dondurulmus
ornekler bu sekilde 2 ay saklanabilir.

2. Donmus numuneler ¢oziildiikten sonra isleme tabi tutulur.

w

Test, 4-35°Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayni anda test
edilebilir.

Numuneden 50 ml santrifiij tiipiine 30-40 ml eklenir. 1°Cde 4000 devirde 15 dk santrifiij yapilir.
Santriftijden alinarak {ist kisimdaki yag tabakasi temizlenir.

Test Prosediirii

Bos test tiipiine beyaz tableti ekleyiniz.

0.3 + 0.1 ml (300 pl + 100 pl) saf su ekleyiniz.

Tabletin parcalanmasi i¢in 10 saniye karistiriniz (tabletin iyice pargalanmasi igin gerekiyorsa

O ® N T
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ek siire taninabilir).

Test tiiptiniin igine 5.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart ekleyiniz (her bir 6rnek icin yeni ug
kullaniniz).

65 + 1°Cde 2 dakika inkiibe ediniz.

Yesil tableti test tiipiine ilave ediniz.

Test tiipiinii mikserde 15 saniye alt iist ederek karistirin.

Tekrar 65 + 1°Cde 2 dakika inkiibe ediniz.

3300 rpmde 3 dakika santrifiij ediniz.

Hemen iistteki ekstrakt1 dokiiniiz. (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki
goOkeltinin de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiiptiniin kenarlarini emici
bir kagit havlu ile siliniz.

Yag tabakas1 swap yardimiyla uzaklastirihir. Cokeltinin dagilmamasimna dikkat edilmelidir.

300 pl + 100 pl saf su ekleyiniz. Tabletin parcalanmasi igin 10 saniye karistiriniz (tabletin iyice
par¢alanmast i¢in gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 + 0.5 ml optiflour ekleyiniz. Kapagini kapatiniz. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde
dagilincaya degin karistiriniz.

Analizoriin i¢inde 60 saniye saydiriniz. [**C] kanalindaki CPM degerini okuyunuz. Pozitif ya
da negatif belirlemeye gére kontrol noktas ile kargilastiriniz.

7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1.

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiytikse 6rnek negatiftir”(not found).
Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse drnek “siipheli pozitiftir”

Negatif Kontrol, Negatif Kontrol Ortalamasinin + 30 % araliginda olmalidir.

Pozitif Kontrol Standart Kontrol Noktasindan diisitk olmalidir.

Eger bu kosullar saglanamamigsa tekrar test edin. Eger hala saglanamamugsa liitfen Charm

Sciences ile kontak kurun.

Eger bu kosullar saglanmigsa ve diliie edilen 6rneklerin tekrar edilen test sonuglar1 Kontrol

Noktasimndan diisiik ya da Kontrol Noktasina esitse drnekler “pozitiftir”.

Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek

‘stipheli pozitif” olarak degerlendirildi ise 6rnegin konfirmasyon analizine alinmas gerekir.
Ulusal Kahinti Izleme Genelgesine gore belirli sayida negatif ornegi temsilen bir 6rnek

konfirmasyon analizine alinir.

Her ¢alismadan dnce bir tane negatif ve bir tane de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir.

Bu, kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1.

Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
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Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalint: Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii

Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii

Charm II Sulfonamide Competitive Assay

AR

Charm II Test For Sulfonamides in Tissue, Serum and Urine (Beef, Swine, Poultry and Fish)
07/06

6. Control Point Set-up worksheets

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE KLORAMFENIKOL KALINTILARININ
ELISA YONTEMI ILE KALITATIF TESPITI

ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu test metodu, gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmis olan kloramfenikoliin siitte
Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadur.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, siit numunelerinde kloramfenikoliin kalitatif tespiti i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK UYARILARI ve ONLEMLER
1. Testoncesindelaboratuvar kosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisilmaly, onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/
Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Absorbans: Bir 151k demeti bir maddeden gecerken 15181n madde tarafindan emilen kismy,
gecirgenligin negatif logaritmasi, optik yogunluk, sogurganlik, OD.

ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay. Belli bir enzimle isaretlenmis test maddesi olan

antijen veya antikor kullanilarak spesifik antijen veya antikoru belirleme amaciyla uygulanan, ¢ok
duyarl1 bir laboratuvar yéntemi.

Kromojen: Pigment haline doniisebilen oncii madde; renk verici maddeyi olusturan kendisi
renksiz herhangi bir madde.

Substrat: Belirli bir enzimin 6zgiin olarak etkiledigi bir bilesik veya reaksiyona giren madde.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.
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Blank: Negatif numune

Spayk: Standart yiiklii numune

MRPL: Minimum Required Performance Limit, Gerekli En Az Performans Limiti
ppm: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.
nm: Nanometre

ppb: milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.
ppt: Trilyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ng/kg'a tekabiil eder.
ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

N: Normal

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot siit numunelerinde kloramfenikoliin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip
ELISA yontemi ile 450 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede (ELISA okuyucu) absorbansinin
ol¢tilmesine dayanan immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli pipetler (1 ml, 5 ml ve 10 mI'lik)
Santrifiij tiipleri (Polipropilen 50 mI’lik)
Cam tiipler (vida kapakli, 10 mI'lik)
Meziir (25 mI'lik)
Balon joje (10 ml, 50 ml,100 ml ve 1000 mI'lik)
Cam huni (5cm ve 10 cm ¢apinda)
Filtre (0,45 nm)
Otomatik pipetler (1ml ve 5ml'lik)
Mikropipet: 100ul ve 1000 pl

. Otomatik ve mikropipet uglar1

. Blender

. Karstiriaa

D A A o

e
W N~ O

. Hassas terazi (1 mg hassasiyette)
. Vorteks

. Coklu vorteks

16. Sogutmali santrifijj

—_ =
|G RN

17. Coklu ugurucu
18. ELISA plate okuyucu ( Bio-Tek, EL808)
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmasi
Kimyasal Maddeler

© 0N L RN

10.

Etil Asetat, gradient saflikta

N-Heksan, gradient saflikta

Methanol, gradient saflikta

Referans Standart: Chloramphenicol (Sigma Aldrich, 31667, CAS:56-75-7)
Kloramfenikol Enzim Konjugati, (Ridascreen)

Kromojen, (Ridascreen)

Stop Soliisyon, (Ridascreen)

Buffer (Ridascreen)

Mirotiterplatte ( 96’ lik )

Kloramfenikol Standart Soliisyonlari,

Standart 1: 0 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 2: 25 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,

Standart 3: 50 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 4: 100 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 5: 250 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 6: 750 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

11.

12.

13.

14.

15.

Yikama Cozeltisi-PBST: Kit ile birlikte gelen yikama soliisyonu bidistile su ile ¢oziindiiriiliip
son hacim 1000 mI" ye tamamlanir.1 ay buzdolabinda saklanarak kullanilabilir
Kloramfenikol Enzim Konjugat:: Bir kisim kloramfenikol enzim konjugati, on kisim buffer
ile 1:11 oraninda diliie edilir.

Kloramfenikol Ana Stok Standardi (0,1 mg / ml-100 ppm): 10 + 01 mg Kloramfenikol
standardi, metanol ile 100 ml hacimli balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile
-30 °C arasindaki derin dondurucuda 3 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Ara Stok Standardi (1 pg / ml-1 ppm): 100 pl Kloramfenikol Ana Stok
soliisyonu, metanol ile 10 mllik ol¢iilii balonda 6l¢ii gizgisine kadar diliie edilir (karanlkta
-20 °Cile -30 °C arasindaki derin dondurucuda 1 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Spayk Standardi (0.010pg/ml-10 ppb): 100 pl Kloramfenikol ara stok

soltisyonu, saf su ile 10 mllik 6l¢iilii balonda cizgisine kadar dilile edilir (buzdolabinda ve
karanlikta 1 hafta saklanabilir).

Not: Kitler kullanilmadan 6nce 2-8°C’ler arasinda saklanmalidir. Son kullanma tarihi gegen kitler

kesinlikle kullanilmamalidir. Kit i¢erisinden ¢ikan ayni lot numarali soliisyonlar ile kullanilmalidir;

lot numaras: farkh kitler ile soliisyonlar bir arada kullanilmamahdir. Kullanimi tamamlanan tiim

soliisyonlar derhal buzdolabina konulmalidir. Kitin kullanilmamis kismu, orijinal ambalajinda ve

buzdolabinda saklanmalidir.

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonteminin tekrarlanabilirligi biiytik olgiide

yikama islemi yapilan kuyucuklarin bir 6rnekliligine bagli olup, ELISA test prosediirii siranin

dikkatli bir sekilde takip edilerek uygulanmasi gerekmektedir. Test prosediirii agamasinda kit

kuyucuklarim kurumasina asla izin verilmemelidir. Calismalar esnasinda hazirlanan reagentlar el
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ile karigtiriimaly, kesinlikle vortex kullanilmamahdir. Inkiibasyon sirasinda kuyucuklarin direk giin
15181na maruz kalmamasi icin, kuyucuklarin tizeri 6rtiillmelidir. Kromojen is1ga duyarl oldugundan,
kuyucuklara kromojen ilave edildikten sonra inkubasyon sirasinda karanlikta bekletilmelidir.
Renk bozuklugu sekillenen kromojen kullanilmamalidir. 1 N siilfiirik asit igeren stop soliisyonun
kullanimi esnasinda deri ile temasindan kaginilmalidir. Yapilan kontrol sonucunda standartlar
arasindaki korelasyonu uygun olmayan kitler kullanilmamalidir. Standart 1 (0 ppt) soliisyonunda
herhangi bir bozulma meydana geldiginde, 0.6 absorbans (A | <0.6) degerinden daha diisiik
bir absorbans degeri verdigi géz oniinde bulundurulmalidir. Standart 1 ve standart 4 absorbans

degerleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmalidir.

7.3. Numune Analizi
Analizin ana basamaklar; numunenin yaglarinin alinmasi ve homojen hale getirilmesi,
proteinlerinin ¢oktiiriilmesi. etil asetat ile ekstrakte edilmesi, azot gaz1 altinda ugurularak bufer
ile son hacmin elde edilmesi, uygun bir konjugat ve spesifik substrat aracilig: ile inkiibasyona
birakilmasi, ELISA okuyucuda 450 nanometrede tespit edilmesi.
Analiz i¢in;

1. Sit numuneleri 50 mI'lik santiriifijj tiiplerine alinir. 15 dk 4000 rpm de 4 derecede santiriifiij
edilerek tistte biriken yag fazi uzaklastirilir.
Yaglar1 uzaklastirilan siit numunesinden 50 ml’lik santrifiij tiiptine 10,0 + 0,1 ml alinir.
0.5 ml carez-1 ve 0.5 ml carez-2 eklenir.

15 dk otomatik vorteks ile karigtirilr.

15 dakika 4 °C de 4000 rpmde santrifiij edilirek.proteinlerinin ¢okmesi saglanir.
Sivi fazdan 4.4 ml 50 ml'lik santiriifiij tiipene alinir.
8 ml etil asetat eklenir ve 15 dakika vortekslenir.

15 dk 4000rpm de 20 derecede santirifiij edilir.

Etil asetat fazindan 4 ml cam tiiplere alinr.

R A R

10. 50 derecede azot gazi altinda etil asetat fazi ugurulur.
11. 0.4 ml buffer eklenir. 15 dk vortekslenir.
12. 0,45 nm filteden siiziilerek 10 mI'lik cam tiiplere alinir.

Homojenize edilmis kontrol ve standart yiiklii (10 ppb kloramfenikol spayk standardindan her 1 gr
ornek icin 30 pl ilave edilir) 6rneklere yukaridaki ekstraksiyon islemleri aynen tekrarlanir.

7.4. Mikroplate Uygulama

1. Kit igerisindeki plate ve tiim soliisyonlar analiz 6ncesinde, karanlik ortamda oda 1sisina (20 -
25 °C) gelinceye kadar bekletilir.

2. Kullanilacak standart ve numune sayilari diisiiniilerek gerekli sayida kuyucuk baska bir
mikroplate alinir. Mikroplate yerlesim plani standartlar, kontrol 6rnekleri, spayk ornekleri,
numuneler seklinde olmalidir (Tablo.2). Giinliik laboratuvar ¢alismalarinda Std 1 ve 6 kullanilir.
Mikroplate yerlesim plani kullanilan standartlara uygun sekilde hazirlanir.
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Tablo.1. Mikroplate Yerlesim Plani
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | Stdl N1 | N9 « « « « « « « « | «
B | Std2 N2 « « « « « « « « « | «
C| Std3 N3 « « « « « « « « « | «
D | Std4 N4 « « « « « « « « « | «
E | Std5 N5 « « « « « « « « « | «
F | Stdé N6 « « « « « « « « « | «
G | Blk N7 « « « « « « « « « | «
H | Spk N8 « « « « « « « « « | «

Std: Kloramfenikol Standart Soliisyonu

Blk: Kontrol Ornegi

Spk: Spayk Ornegi

N: Numune

3. Tiim kuyucuklara ilgili standartlar ve 6rneklerden 50 pl eklenir.

4. Kuyucuklara 50ser ml dilue edilmis enzim konjugati ilave edilir.

5. Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 — 25 °C)) 1 saat sire ile inkiibasyona birakilir.

6. Inkubasyon siiresi biten mikropleyte oda 1sisina gelmis yikama soliisyonundan her bir
kuyucuk i¢in 250 pl olacak sekilde coklu mikropipet yardimu ile eklenir, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirilir ve dokiiliir. Yikama iglemi 3 kez tekrar edilir.

7. Yikama isleminden sonra kuyucuklara 100er pl kromojen solusyonundan ilave edilir.

8. Kromojen ilave edilmis plate, el ile dairesel hareketler yaptirilarak karigtirilir.

9. Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 - 25 °C) 15 dakika siire ile inkiibasyona
brrakilir.

10. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 100 pl stop soliisyon ilave edilerek, mikroplate dikkatlice
karistirilir.

11. Mikroplate, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda, 30 dakika icerisinde okutulmalidir.

7.5. Analiz Sonuclarinin Degerlendirmesi

1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Cut-off degerine esit veya daha diisiik absorbans veren 6rnekler siipheli pozitif, daha ytiksek
absorbans veren ornekler negatif olarak degerlendirilir. Stipheli pozitif olarak degerlendirilen

orneklere konfirmasyon testi uygulanir. Kloramfenikol A6 grubunda bulunan yasakl ilaglardandir.
Minimum gerekli performans limiti 0.3 ppb olarak belirlenmistir.
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2. Geri Alim Degeri
1. Kontrol numunesinin ve spayklarin absorbanslar1 karsilastirilarak,

2. Standart ve spayk absorbanslar1 kargilagtirilarak uygun bir geri alim yapilip yapilmadigina
karar verilir.

Not: Bu test metodunda gecerlilik igin, 2002/657 AB direktifi uygulanur.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Smiflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

2. ANONIM (2002a), 2002/657 AB direktifi Implementing Council Directive 96/23 concerning
the performence of analiytical methods and the interpretation of results.

Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii
Bornova VKE Laboratuvarda Giivenli Calisma Talimati
Bornova VKE Enstitii Atiklarinin Imhasi Talimati

R-Biopharm RIDESCREEN Chloramphenicol, Enzyme Immunoassey fort the quantitave
analysis of chloramphenicol Art No:R1505

SRR

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

192 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

SUTTE NITROFURAN ILAC KALINTILARININ LC-
MS/MS ILE ANALIZI METODU

1. AMAC
Siitte nitrofuran grubu ila¢ kalintilariim LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, siitte toplam nitrofuran metaboliti kalintilarnin LC-MS/MS sistemi ile analizini

kapsamaktadir.

Furazolidone metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-oxazolidinone,

Furaltadone metaboliti: (AMOZ) 5-methyl-morpholino-3-amino-2-oxazolidinone,
Nitrofurazone metaboliti: (SEM) semicarbazide,

Nitrofurantion metaboliti: (AHD) 1-aminohydantoin,

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4, GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ceker ocak altinda ¢alisiimaly,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme
kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 6 ng/mLlik standart enjeksiyonu yapilip sonug dnceki analizlerle
karsilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gerceklestirilir.
5. Tiirevlendirme islemi 16 saatten az olmamalidir.
6. R5 ve R6 ilavesinden sonra uygulanan karigtirma islemleri miimkiin oldugunca yavas

yapimalidir. Aksi takdirde jellesme meydana geldiginden olusan st faz saglikli bir sekilde
ayrilamaz.( R5 ve R6 Eklerde kit bilgilerinde verilmektedir).

7. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

arasi prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS: Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

2-NP-AQZ, 2-NP-AMOZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SCA: Tiirevlendirilmis nitrofuran metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCo: Karar limiti

CC, Tespit Limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP: Polipropilen

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 4 agamay1 icermektedir;

[] Asidik ortamda seberst ve dokuya bagl nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile

tiirevlendirilmesi,
[] Bazilavesiile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmas,
[J Swi-sviekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimast,

[ LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

[J PP Santrifiij tiipti 50 mLlik

Cam tiip 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL

O 0O &8O &8 @3
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[J Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL
[J Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL
[] Hassas terazi
[0 Calkalamali etiiv
[] Multireaks vorteks
[] Sogutmali santrifiij
[ Numune yogunlastirici
[] Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
o Kromatografik program: Tandem Gold Workstation
7.2. Kullanilan Kimyasallar
[] SI:Siitte nitrofuran analizi icin ES (-20 °Cde saklanmalidir).
[J SI Nitrofuran standart karisimi igerigi ve konsantrasyonlari
Analit MW Konsantrasyon ug/kg (ppb)
AMOZ 201,2 20
AOZ 102.1 20
AHD 151,5 20
SEM L5 20
[0 RI:Siitte nitrofuran analizi icin IS (-20 °Cde saklanmalidir)
R1 i¢ standart ve konsantrasyonu
Analit MW Konsantrasyon ug/kg (ppb)
AMOZ-D5 206,2 40
AOZ-D5 106,1 40
SEM-13C15N2 114,5 100
[0 R2:Siitte nitrofuran analizi i¢in -%1 Asetik asit (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[] R3:Siitte nitrofuran analizi i¢in -DMSO (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[J R4:Siitte nitrofuran analizi i¢in -50 mmol Amonyum Format (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[] R5: Siitte nitrofuran analizi i¢in -Etil Asetat (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[0 Ré: Siitte nitrofuran analizi i¢cin -Hekzan (Oda sicakhiginda saklanmalidir).
[0 R7:Siitte nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[] Mobil Faz A:Nitrofuran analizi i¢in -%20 Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
[l Mobil Faz B: Nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
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7.3. Numunenin Analizi

© 0 N Uk W

10.

11.

12.

13.
14.

2.0 g siit numunesi 50 mLlik santrifiyj tiipiine alinr.

100 pL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir, ¢calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika
karistirilir.

300 pL R3 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karigtirilir.

50 rpm hiza ve 37 °C’ye ayarl ¢alkalamal etiivde 16 saat bekletilir.

Tiirevlendirmeden sonra 6rnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi icin beklenir.

700 pL R4 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika karistirilir.
Uzerine 5 mLR5 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmide oda sicakliginda 2 dakika karistirlir.
3 mL R6 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 2 dakika karistirilir.

4000 gde 15°C’ ye ayarh santrifiijde 10 dk santriftj edilir.

Santrifiij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 mL (2x3 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe aktarilir
ve azot akimi altinda 42 °C sicaklikta ve 5,0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1 mL R6 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika
kargtirilir. 750 puL R7 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirihir. 2500 gde
15°C’ ye ayarh santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir, 5 dakika ortam sicakhiginda bekletilir.

Enjektor yardimiyla alt fazdan dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm filtreden
gecirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 75 pL enjeksiyon yapilir.

3 adet 2.0 g blank siit numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine alinur.
Uzerine agagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

Dokudaki Konsantrasyon

0,5 pg/kg 1 ug/kg 1,5 pg/kg
(0,5MRPL) (1IMRPL) (1,SMRPL)

Eklenecek Standart Hacmi 50 pL 100 puL 150 puL

7.4. LC-MS/MS ile Dogrulama Analizi

[l HPLC parametreleri

Gradient pompa program:
Zaman % A % B Flow
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20
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Kolon: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4 (ZIVAK)
Akias hizi: 0.20 mL/dak

Enjeksiyon hacmi: 75uL

Otomatik drnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karigimi (h/h)
[0 MS/MS parametreleri:

Ionization Mode ESI +

API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 400 °C
Drying gas pressure 40si

Scan Time 0.725 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector + 1700 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C

Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0

[] MS-MS tarama parametreleri

) MS MH+ | MS-MS ) Parcalama Dwell
Analit Capillary o )

(m/z) (m/z) Enerjisi Time
166,00 30 7 0,118
2-NP-SEM 209,00 134,00 30 9 0,118
192,00 30 11 0,118
134,00 30 9 0,059
2-NP-AHD 249,00 104,00 30 11 0,059
178,00 30 9 0,059
134,00 30 9 0,059

2-NP-AOZ 236,00

104,00 30 12 0,059
291,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ 335,00 262,00 30 7 0,059
128,00 30 6 0,059
2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,059
2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 7 0,059
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu

stipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir.

Aksi halde sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde

Bulunamamustir” seklinde raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik
bulunursa dogrulama metodu (MS-MS tarama parametreleri asagidaki tabloda verilmistir)
ile cihaza enjeksiyon yapilir. Standartlardaki iyonlarin orani ile numunedeki iyonlarin orani
kargilastirilarak analiz sonucu degerlendirilir. Pozitif sonuglar i¢in hesaplama agagidaki sekilde
yapilir.

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin
alanlari tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.

AY= ax+b

AES/AIS
O = N W M U ON ®

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitrofuran pikinin alan
AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan

Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin

alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.
Analiz Sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a
2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinur.
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8. ILGILi DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. ZIVAK ZV-1015-0200-35 LC-MS/MS Analiz Seti Siit Matrisinde Nitrofuran Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1015-0200-35-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE NITROIMIDAZOL iLAC KALINTILARININ
LC-MS/MS ILE ANALIZI METODU

1 AMAC

Siitte nitroimidazol grubu ilag kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, sltte nitroimidazole metaboliti kalintilarmin LC-MS/MS sistemi ile analizini

kapsamaktadir.

Metronidazol (MNZ), 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol

Ronidazol (RN7Z), 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol

Dimetridazol (DMZ), 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

Ipronidazol (IPZ), 2-1zopropil-1-metil-5-nitroimidazol

Metronidazol Hidroksit (MNZ-OH),

Ipronidazol Hidroksit (IPZ-OH),

2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazol (HMMNI),

Nitroimidazoller ve hidroksi metabolitleri, kimyasal yap1 olarak Lewis-Base ozelligine sahip
bilesiklere kapali olan bilesiklerdir. Bu bilesikler ve metabolitleri karsinojenik ve mutajenik

etkilidirler. Ronidazol, Metronidazol ve Dimetridazol, yasakli ilaglar (Annex IV of Concuil
Regulation (EEC) No.2377/90) kapsamindadir (1).

Nitroimidazoller, ozellikle kanatli sektoriinde koksidiyozis ve histomoniazisin tedavisi ve
kontroliinde kullanilan antibiyotiklerdir. Ayrica sigirlarin trikomoniazis ve domuzlarin hemorajik

enteritlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. (1)

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢aligtimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.
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3. Her analizden 6nce cihaza 10 ng/ml’lik standart enjeksiyon yapilip sonug dnceki analizlerle

karsilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin hazirlanmasi

ve kullanilmas, (P.19)Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmelidir.

5. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

S KISALTMALAR/TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3,

MNZ-"C *N_,JPZOH-d3,MNZOH-d2,RNZ-d3:nitroimidazol metabolitleri
MNZ: Metronidazol, 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol

RNZ: Ronidazol , 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol

DMZ: Dimetridazol , 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

IPZ: Ipronidazol, 2-1zopropil-1-metil-5-nitroimidazol

MNZ-OH :Metronidazol Hidroksit ,

IPZ-OH: Ipronidazol Hidroksit,

HMMNI: 2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazol,

DMZ, HMMNI, IPZ, MNZ,JPZOH,MNZOH,RNZ: Nitroimidazol metabolitleri
DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3,

MNZ-"C *N,,JPZOH-d3,MNZOH-d2,RNZ-d3: nitroimidazol metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCa: Karar limiti

CCp: Tespit Limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP: Polipropilen

www.tarim.gov.tr 201




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
e TESHISTE METOT BIRLIGI

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 3 agsamay1 icermektedir.

1. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve uzaklastirilmas,

LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipman

Santrifdj tiipii 50 mLlik

Cam tiip 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-1000-5000 mILlik

Ayarlanabilir pipet 20-200 L,

Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL,

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 puL

Hassas terazi (GB 10288),

Multireaks vorteks

-

Sogutmali santrifiij
Numune yogunlastirici

Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS

I s [ [y [ [ s Y N e T i

Sivi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmast,

[] Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasallar

[] SI: Siitte nitroimidazol analizi i¢in ES (-20 °Cde saklanmalidir)

S1 Nitroimidazole standart karigimu igerigi ve konsantrasyonlar1

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
bMZ 141 400
HMMNI 157 400
IPZ 169 400
MNZ 171 400
IPZOH 185 400
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MNZOH 187 400
RNZ 200 400
[J RI: Siitte nitroimidazole analizi icin IS (-20 °Cde saklanmahdir)
R1 i¢ standart ve konsantrasyonu
Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
DMZ-d3 144 400
HMMNI-d3 160 1200
IPZ-d3 172 400
MNZ-C, "N, 17 400
IPZOH-d3 188 400
MNZOH-d2 189 400
RNZ-d3 203 400
[J R2:Siitte nitroimidazol analizi i¢in Etil Asetat (Oda sicakliginda saklanmalidur.)
[0 R3:Siitte nitroimidazol analizi i¢in Hegzan (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
[0 R4:Siitte nitroimidazol analizi icin Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
[ Mobil Faz A:Nitroimidazol analizi i¢in %50 Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
[ Mobil Faz B: Nitroimidazol analizi i¢in Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidur.)

7.3. Numunenin Analizi

Siitiin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

1.

AR

Yag1 alinmus (Stit numunesi 3500 gde 4 °C sicaklikta 15 dakika santrifiij edildikten sonra iistte
biriken yagh kisim atilir) 4.0 mL siit numunesi, 50 mLlik santrifij tiiptine alinir.

100 pL R1 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.
10 mL R2 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 3 dakika karistirilir.
4000 gde 5 dakika santrifiij edilir.

Santriflij sonunda, iistteki ¢ozeltiden pipet ile 7 mL (2x3,5 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe
aktarilir ve azot akimi altinda 37 °C sicaklikta ve 10.0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1,5 mL R3 (2x750 pL) ilave edilir ve multireaks vorteksin 10.
hizinda 1 dakika karistirilir.

Uzerine 1 mL R4 ilave edilir ve multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirilir.

Altta kalan fazdan enjektor yardimiyla dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm
filtreden gegirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 50 pL enjeksiyon yapilir.

Matris Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon

[

3 adet 4.0 ml yag1 alinmis blank siit numunesi 50 ml'lik santrifiij tiipiine alinir.
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[0 Uzerine asagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

Stitteki 0,5 ug/L 1 pg/L 1,5 ug/L
Konsantrasyon (0,5MRPL) (1IMRPL) (1,5MRPL)
Eklenecek Standart

. 25 uL 50 pL 75 uL
Hacmi

7.4. LC-MS-MS ile Analiz
[l HPLC parametreleri

Gradient pompa programu:

Zaman % A % B Flow
00:00 80 20 0.20
01:50 50 50 0.20
06:00 30 70 0.20
06:01 80 20 0.20
12:00 80 20 0.20

Kolon: Nitroimidazol grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4p

Akias hizi: 0.20 mL/dakika

Enjeksiyon hacmi: 50uL

Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karisimi (h/h)
[0 MS/MS parametreleri:

Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 350°C
Drying gas pressure 36 psi
Scan Time 0.700 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector +1750 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
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Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0

[ MS-MS tarama parametreleri

. MS MH+ | MS-MS . Parcalama | Dwell
Analit Capillary L .
(m/z) (m/z) Enerjisi Time

DMZ 142 96 20V 15 0,05
DMZ-d3 145 99 20V 15 0,05
HMMNI 158 140 20V 9 0,05
HMMNI-d3 161 143 20V 9 0,05
IPZ 170 124 20V 13 0,05
MNZ 172 128 20V 9 0,05
IPZ-d3 173 127 20V 15 0,05
MNZ-"C "N, 176 132 20V 9 0,05
IPZOH 186 168 20V 11 0,05
MNZOH 188 123 20V 9 0,05
IPZOH-d3 189 171 20V 11 0,05
MNZOH-d2 190 125 20V 9 0,05
RNZ 201 140 20V 9 0,05
RNZ-d3 204 143 20V 11 0,05

7.5. Analiz Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu
siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir (7.2.1.1-7.2.2.3).
Aksi halde sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamads?”

seklinde raporlanir.

Siipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni1 alikonma zamaninda pik
bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir
Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matriks standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin
alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlari hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige aktarilr.
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AY= ax+b

AES/AIS
N WA U1 YN ®

\

o \ \

0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitroimidazol pikinin alani

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan1 Numune

analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin alanina

oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (pg/L) : x=(y-b)/a

Wb = o®

9.

ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
Pendik VKE Dokiiman Veri Kontrol Prosediirii
Pendik VKE Metot Validasyonu Prosediirii

Pendik VKE Kalite Kontrol Prosediirii

ZIVAK ZV-1016-0200-35 LC-MS/MS Analiz Seti Siit Matrisinde Nitroimidazol Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1016-0200-35-KK-T Rev.01)

REVIZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadur.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE TETRASIKLIN GRUBU
ANTIBIYOTIKLERIN CHARM-II YONTEMI ILE
KALITATIF TESPITi ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu test metodu, siitte sinirh diizeyde bulunmasina izin verilen tetrasiklin tiirevi antibiyotiklerden
oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklinin Charm II yontemi ile kalitatif tespitini
amagclamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal kokenli gida maddelerinden siitte tetrasiklin tiirevi (oksitetrasiklin, tetrasiklin,

Klortetrasiklin ve doksisiklin) ilaglara ait kalintilarin kalitatif tespiti i¢in uygulanur.

Siit igin tespit limitleri :

Tetrasiklin Tiirevleri Siitte Tespit Limiti (ppb) Sutte Maksin::::))l(ahntl fimiti
Oksitetrasiklin 100 LIE)O
Tetrasiklin 100 100
Klortetrasiklin 100 100
Doksisiklin 100 Bulunmamali

3.TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR / ONLEMLER

1. Test 6ncesinde laboratuvar kogullarinin galigmaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

3. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

4. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin (numunenin) 6zelligi dikkate alinarak
uygun kosullarda saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif
veya pozitif olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul

Talimat1” esas alinmalidir.

5. Kimyasallar hazirlanirken agizla ¢ekilmemeli ve pipetér kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.
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6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

Charm- II testinin [*H] igerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar dustiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman
asagidaki onlemleri aliniz.

5.1. Pipetleme agizla yapilmamalidir.

5.2. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara i¢meyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik
kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.

5.3. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
5.4. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

5.5. Kat1 atiklar [*H] ya da [**C] ile kontamine olmus olabilir bu ylizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

5.6. Svi atiklar [’H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller ya tibbi atik
¢ukurlara konulmal ya da bol su ile yikanmalidir. Belirtilen 6zel hususlarin disinda analiz
sonrast ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar aras:

prosediirler dikkate alinmals, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR / TANIMLAR

Analizor: Charm II 6600 analizorii. Cihaz 6rneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug vererek
yorumlar.

Baglayic1 (Beyaz tablet): Biitiin tetrasiklin tiirevi ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alan1 igeren
ana molekiil yapisidir.

Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.

Kontrol Noktast: Negatif ve stipheli pozitif sonuglarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmasi 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas: olusturulur ve bu kontrol noktasi
kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.

MRL Multi-Antimikrobiyal Standart: Amber sise icerisinde toz halinde bulunan cesitli
antimikrobiyal ilaglar iceren standart. 10 ml saf su ile ¢oziildiigiinde 4000 ppb klortetrasiklin
standard: iceren bir siv1 elde edilir. Bu standart 6rnek yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif
kontrol yapmak i¢in kullanilr.

Negatif ( Zero)Kontrol Standart: Antimikrobiyal ila¢ icermeyen siit tozu.

Negatif Kontrol Ortalamasi: 3 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir.

Optifluor: Radyoaktiviteyi agiga cikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik o6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga cikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapag1 agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapagi kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.
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Performans Izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidir.

Pozitif Kontrol Ortalamast: 6 adet pozitif kontroliin CPM sonuglarmin ortalamasidir. Alternatif
kontrol noktasi belirlenmesi ¢alismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ug/kga tekabiil eder.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Tracer (Renkli Tablet): Kit tableti iizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile
isaretlenmis olan klortetrasiklin standardi icerir.

Tipik Sayim Sayfasi: Her kit i¢in pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag: bir tablo
iceren kit ile beraber verilen sayfa.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Siitte tetrasiklin tiirevi antibiyotiklerin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip Charm-II
cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizl bir immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli pipet: 2 ml, 5 ml ve 25 ml.
Santrifiij tiipii: Polipropilen 50 ml.

Balon joje: 50 ml,100 ml ve 1000 ml

Cam huni: 5cm ve 10 cm @.

Otomatik pipet: Iml ve 5ml

Hassas terazi: CP 423 S (Sartorius, 1 mg hassasiyette)
Vorteks: Velp Scientetic, 0.0176
Sogutmali santrifiij: Rotina 35 R (Hettich)
Charm-II inkiibator

10. Charm 6600 okuyucu

11. Otomatik pipet ucu: 1ml ve 5 ml

Y 0 N Uk LD

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Tetrasiklin Standartlar1 ; Oksitetrasiklin, Tetrasiklin, Klorterasiklin ve Doksisklin
Negatif (Zero) Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. Antimikrobiyal ilaglardan ari siit tozu. 100 ml 40°Cdeki
sebeke suyu ¢oziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan 6nce 4+2 °C’ye kadar sogutulur. Coziinmiis
olan standart 2-6 °Cde 3 giin, -15 °Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.

MSU Multi-Antimikrobiyal Standart (MSU-MA)
2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 100 ml antibiyotik bulunmayan siit yada negatif kontrol
standart ile ¢ozilip iyice calkalanir.( Coziinditkten sonra 30 ppb OTC ihtiva etmektedir.)
Kullanmadan 6nce 15 dakika 4+2 °Cde tutulur. Coziindiiriilmis olan standart 2-6°Cde 2 giin
saklanabilir. -15°Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.
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7.3. Numune Analizi

Kontrol Noktasinin Olusturulmast i¢in;

L.

2.
3.
4

6 adet pozitif kontrol standardi analiz edilir ve ortalamasi alinir.
Ortalama CPM degeri bulunur.
Ortalamaya %23 eklenerek kontrol noktas tespit edilir.

Ug adet negatif kontrol standardi analiz edilir ve ortalamasi bulunur. Bu Negatif Kontrol
Ortalamasidir.

Numunelerin Hazirlanmasi

L.
2.

4.

Siit sagimdan sonra buzdolabinda saklanmali ve 5 giin icerisinde analiz edilmelidir.

Numune hemen analiz edilemeyecekse derin dondurucuda -15°Cde veya altinda 2 ay
saklanabilir. Dondurulmus numuneler ¢oziindiikten sonra santrifiijlenir. Cokelti olusursa
numuneler test uygulanmaz.

Test 4-35 °Cde hava sirkiilasyonu olan bir yerde yapilmalidir. 12 6rnege kadar ayni anda test
yapilabilir.

Numuneden 50 m!'lik santrifiyj tiipiine 30 ml siit konur.

5. 4000 RPMde 0-1 °Cde 10 dakika santrifiij edilir.

6. Santriftijden alian siitiin iizerindeki yag tabakasi uzaklastirilr.
Analizin Yapilmasi

1. Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.

2.
3.

10.

11.
12.

13.

14.

210 TESHISTE METOT BIRLIGI

0.3 0.1 ml (300 pl + 100 pl) saf su eklenir.

Tabletin par¢alanmasi i¢in 10 saniye karistirilir (tabletin iyice pargalanmasi i¢in gerekiyorsa ek
stire taninabilir).

Test tiipiiniin icine 5.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek icin yeni ug
kullanilir).

Siit 10 kez altiist olacak sekilde karistirilir.
Turuncu tablet test tiipiine ilave edilir.

Test tlipii mikserde 15 saniye 15 kez tablet tamamen ¢oziiniinceye degin karistirilir. Tabletin
eklenmesi karigtirilmast islemi 40 saniye igerisinde tamamlanmalidur.

35 + 2°Cde 3 dakika inkubasyona birakilir.
3300 rpmde 5 dakika santrifiij edilir.

Ustteki ekstrakt dékiiliir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki ¢okeltinin
de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir kagit havlu
ile silinir.

Yag tabakas1 swap yardimiyla uzaklastirihir. Cokeltinin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

300 pl + 100 pl saf su eklenir. Tabletin parcalanmasi i¢in 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
parcalanmast icin gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 £ 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karistirilir.

Analizoriin iginde 60 saniye saydirilir. [’'H] kanalindaki CPM degerini okunur. Pozitif ya da
negatif belirlemeye gére kontrol noktas ile karsilastirilir.
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7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1.

AR

o]

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiyiikse drnek “negatiftir”

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “siipheli pozitiftir”
Negatif kontrol, negatif kontrol ortalamasinin + 20 % araliginda olmalidir.

Pozitif kontrol, kontrol noktasindan diisiik olmalidir.

Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek
‘stipheli pozitif® olarak degerlendirildi ise drnegin konfirmasyon analizine alinmasi gerekir.

Ulusal Kalinti Izleme Genelgesine gore belirli sayida negatif ornegi temsilen bir érnek
konfirmasyon analizine alinir.

.ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLE

Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii
Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii

Charm II Tetracycline Test for Maximum Residue Limits (MRL) Competitive Assay Operator’s
Manuel for Milk

Charm II Test for Tetracycline Drugs in Tissue 06/07
Charm Control Point Setup worksheets

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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YUMURTADA KLORAMFENIKOL
KALINTILARININ ELISA YONTEMI ILE KALITATIF
TESPITI ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu test metodu, gida degeri olan hayvanlarda kullanimi yasaklanmis olan kloramfenikoliin
yumurtada Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile kalitatif tespitini
amagclamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, yumurta numunelerinde kloramfenikoliin kalitatif tespiti icin uygulanir.

3.TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

1. Testoncesindelaboratuvarkosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alinmalidir.

3. Testleilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina kars1 miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin

degilse bulasmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimatr”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/
Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Absorbans: Bir 151k demeti bir maddeden gegerken 15181 madde tarafindan emilen kismy,
gecirgenligin negatif logaritmasi, optik yogunluk, sogurganhk, OD.

ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay. Belli bir enzimle isaretlenmis test maddesi olan

antijen veya antikor kullanilarak spesifik antijen veya antikoru belirleme amaciyla uygulanan, ¢ok
duyarli bir laboratuvar yontemi.

Kromojen: Pigment haline doéniisebilen 6ncii madde; renk verici maddeyi olusturan kendisi
renksiz herhangi bir madde.

Substrat: Belirli bir enzimin 6zgiin olarak etkiledigi bir bilesik veya reaksiyona giren madde.
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Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Blank: Negatif numune

Spayk: Standart yiiklii numune

MRPL: Minimum Required Performance Limit, Gerekli En Az Performans Limiti
ppm: Parts per milion. Milyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
nm: Nanometre

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, pg/kga tekabiil eder.

ppt: Parts per trillion, trilyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir, ng/kg'a tekabiil eder.
ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

N: Normal

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot yumurta numunelerinde kloramfenikoliin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte
edilip ELISA yontemi ile 450 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede (ELISA okuyucu)
absorbansinin 6l¢tilmesine dayanan immunoassay metodudur.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. Dereceli pipetler (1 ml, 5 ml ve 10 mI'lik)
Santrifiij tiipleri (Polipropilen 50 m’lik)
Cam tiipler (vida kapakli, 10 mI'lik)
Meziir (25 ml'lik)
Balon joje (10 ml, 50 ml,100 ml ve 1000 mI'lik)
Cam huni (5cm ve 10 cm ¢apinda)
Filtre (0,45 nm)
Otomatik pipetler (1ml ve 5ml’lik)
Mikropipet: 100ul ve 1000 pl

. Otomatik ve mikropipet uglar1

. Blender

. Karstirict

A A U o o

ek ek
W N =

. Hassas terazi (1 mg hassasiyette)
. Vorteks

. Coklu vorteks

16. Sogutmali santrifiij

e
n A

17. Coklu ugurucu
18. ELISA plate okuyucu ( Bio-Tek, EL808)
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¥ RN AT WD

10.

Etil Asetat, analitik saflikta

N-Hekzan, analitik saflikta

Methanol, analitik saflikta

Referans Standart: Chloramphenicol (Sigma Aldrich, 31667, CAS:56-75-7)
Kloramfenikol Enzim Konjugati,

Kromojen,

Stop Soliisyon,

Buffer

Mirotiterplatte ( 96’ lik )

Kloramfenikol Standart Soliisyonlari,

Standart 1: 0 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 2: 25 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 3: 50 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,

Standart 4: 100 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon,

Standart 5: 250 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

Standart 6: 750 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon,

11.

12.

13.

14.

15.

Yikama Cozeltisi-PBST: Kit ile birlikte gelen yikama soliisyonu bidistile su ile ¢oziindiiriiliip
son hacim 1000 mI’ ye tamamlanir. 1 ay buzdolabinda saklanarak kullanilabilir
Kloramfenikol Enzim Konjugat:: Bir kisim kloramfenikol enzim konjugati, on kisim buffer
ile 1:11 oraninda diliie edilir.

Kloramfenikol Ana Stok Standard: (0,1 mg / ml-100 ppm): 10 + 01 mg Kloramfenikol
standardi, metanol ile 100 ml hacimli balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile
-30 °C arasindaki derin dondurucuda 3 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Ara Stok Standardi (1 pg / ml-1 ppm): 100 pl Kloramfenikol Ana Stok
soliisyonu, metanol ile 10 mllik ol¢iilii balonda 6l¢ii gizgisine kadar diliie edilir (karanlkta
-20 °Cile -30 °C arasindaki derin dondurucuda 1 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Spayk Standardi (0.010pg/ml-10 ppb): 100 pl Kloramfenikol ara stok

soliisyonu, saf su ile 10 mllik dl¢iilii balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (buzdolabinda ve
karanlikta 1 hafta saklanabilir).

Not: Kitler kullanilmadan 6nce 2-8°C’ler arasinda saklanmalidir. Son kullanma tarihi gegen kitler

kesinlikle kullanilmamalidir. Kit icerisinden ¢ikan ayni lot numarali soliisyonlar ile kullanilmalidir;

lot numaras: farkli kitler ile soliisyonlar bir arada kullanilmamalidir. Kullanimi tamamlanan tiim

soliisyonlar derhal buzdolabina konulmalidir. Kitin kullanilmamis kismy, orijinal ambalajinda ve

buzdolabinda saklanmalidir.

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonteminin tekrarlanabilirligi biiytik 6lgiide

yikama islemi yapilan kuyucuklarin bir érnekliligine bagli olup, ELISA test prosediirii siranin

dikkatli bir sekilde takip edilerek uygulanmasi gerekmektedir. Test prosediirii agamasinda kit

kuyucuklarinm kurumasina asla izin verilmemelidir. Calismalar esnasinda hazirlanan reagentlar el
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ile karigtiriimals, kesinlikle vortex kullanilmamahdir. Inkiibasyon sirasinda kuyucuklarin direk giin
15181na maruz kalmamasi icin, kuyucuklarin tizeri 6rtiillmelidir. Kromojen is1ga duyarl oldugundan,
kuyucuklara kromojen ilave edildikten sonra inkubasyon sirasinda karanlikta bekletilmelidir.
Renk bozuklugu sekillenen kromojen kullanilmamalidir. 1 N siilfiirik asit igeren stop soliisyonun
kullanimi esnasinda deri ile temasindan kaginilmalidir. Yapilan kontrol sonucunda standartlar
arasindaki korelasyonu uygun olmayan kitler kullanilmamalidir. Standart 1 (0 ppt) soliisyonunda
herhangi bir bozulma meydana geldiginde, 0.6 absorbans (A | <0.6) degerinden daha diisiik
bir absorbans degeri verdigi goz oniinde bulundurulmalidir. Standart 1 ve standart 4 absorbans

degerleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmalidir.

7.3. Numune Analizi

Analizin ana basamaklary; numunenin homojen hale getirilmesi, etil asetat ile ekstrakte edilmesi,
azot gaz1 altinda ugurularak bufer ile son hacmin elde edilmesi, uygun bir konjugat ve spesifik
substrat aracilig1 ile inkiibasyona birakilmasi, ELISA okuyucuda 450 nanometrede tespit edilmesi.
Analiz i¢in;

Yumurta numuneleri homojen hale getirilir.

Yumurta numunesinden 50 ml'lik santrifiyj tiipiine 2,0 + 0,1 g tartilir.

12 ml etil asetat eklenerek 15 dk otomatik vorteks ile karistirilir.

15 dakika 20 °C de 4000 rpmde santrifiij edilir.

Etil asetat fazindan 6 ml cam tiipe alinir. 55°Cde azot gazi ile ugurulur.

1 ml buffer ve 3ml n-heksan eklenir ve 15 dakika vortekslenerek ¢oziiliir.

15 dakika 4 °C de 4000 rpmde santrifijj edilir.

Alt fazdan 0,5 ml mikropipet ile alinir.

0,45 nm filteden siiziilerek 10 ml'lik cam tiiplere alinir.

O ® NN

Homojenize edilmis kontrol ve standart yiiklii (10 ppb kloramfenikol spayk standardindan her 1 gr
ornek i¢in 30 pl ilave edilir) 6rneklere yukaridaki ekstraksiyon islemleri aynen tekrarlanr.

7.4. Mikroplate Uygulama

1. Kit igerisindeki plate ve tiim soliisyonlar analiz 6ncesinde, karanlik ortamda oda 1sisina (20 -
25 °C) gelinceye kadar bekletilir.

2. Kullanilacak standart ve numune sayilar1 diisiiniilerek gerekli sayida kuyucuk baska bir
mikroplate alinir. Mikroplate yerlesim plani standartlar, kontrol 6rnekleri, spayk 6rnekleri,
numuneler seklinde olmalidir (Tablo.2). Giinliik laboratuvar ¢aligmalarinda Std 1 ve 6 kullanilir.
Mikroplate yerlesim plani kullanilan standartlara uygun sekilde hazirlanur.
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Tablo.1. Mikroplate Yerlesim Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

A | Std1 N1 [N9 | °© « « « @ « w « -
B[ Std2 N2 « « « « « @ w @ « -
C| Std3 N3 « « « w w « w « o -
D | Std4 N4 « « « @ w « w « w -
E Std 5 N5 « « « « « « @ « « @
F | Stde N6 « « « w w « w « o =
G| Bk N7 SR « « « @ « 8 =
H | Spk N8 « « « « w w w w w =

Std: Kloramfenikol Standart Soliisyonu

Blk: Kontrol Ornegi

Spk: Spayk Ornegi

N: Numune

3. Tim kuyucuklara ilgili standartlar ve 6rneklerden 50 pl eklenir.

4.
5.
6

10.

11.

7.5.

Kuyucuklara 50’ser ml dilue edilmis enzim konjugati ilave edilir.
Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1s1sinda (20 — 25 °C) 1 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

Inkubasyon siiresi biten mikropleyte oda 1sisina gelmis yikama soliisyonundan her bir
kuyucuk i¢in 250 ul olacak sekilde coklu mikropipet yardimu ile eklenir, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirilir ve dokiiliir. Yikama islemi 3 kez tekrar edilir.

Yikama isleminden sonra kuyucuklara 100er pl kromojen solusyonundan ilave edilir.
Kromojen ilave edilmis plate, el ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirilir.

Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 - 25 °C) 15 dakika siire ile inkiibasyona
birakilr.

Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 100 pl stop soliisyon ilave edilerek, mikroplate dikkatlice
karistirilir.

Mikroplate, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda, 30 dakika igerisinde okutulmalidir.

Analiz Sonuglariin Degerlendirmesi

1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Cut-off degerine esit veya daha diisitk absorbans veren ornekler siipheli pozitif, daha yiiksek

absorbans veren Ornekler negatif olarak degerlendirilir. Stipheli pozitif olarak degerlendirilen

orneklere konfirmasyon testi uygulanir. Kloramfenikol A6 grubunda bulunan yasakl ilaglardandur.

Minimum gerekli performans limiti 0.3 ppb olarak belirlenmistir.
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2. Geri Alim Degeri
1. Kontrol numunesinin ve spayklarin absorbanslar1 karsilastirilarak,

2. Standart ve spayk absorbanslar1 karsilastirilarak uygun bir geri alim yapilip yapilmadigina
karar verilir.

Not: Bu test metodunda gegerlilik i¢in, 2002/657 AB direktifi uygulanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tiirk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 say1li RG.

1. ANONIM (2002a), 2002/657 AB direktifi Implementing Council Directive 96/23 concerning
the performence of analiytical methods and the interpretation of results.Bornova VKE
Laboratuvar Giivenligi Prosediirii

Bornova VKE Laboratuvarda Giivenli Calisma Talimat:
Bornova VKE Enstitii Atiklarinin Imhasi Talimati

R-Biopharm RIDESCREEN Chloramphenicol, Enzyme Immunoassey fort the quantitave
analysis of chloramphenicol Art No:R1505

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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YUMURTADA NITROFURAN GRUBU ILAC
KALINTILARININ LC-MS/MS ILE

ANALIZI METODU

1 AMAC

Yumurtada nitrofuran grubu ilag kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, yumurtada toplam nitrofuran metaboliti kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizini

kapsamaktadir.

Furazolidone metaboliti : (AOZ) 3-amino-2-oxazolidinone,

Furaltadone metaboliti: (AMOZ) 5-methyl-morpholino-3-amino-2-oxazolidinone,
Nitrofurazone metaboliti: (SEM) semicarbazide,

Nitrofurantion metaboliti: (AHD) 1-aminohydantoin,

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢alistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden once cihaza 6 ng/mLlik standart enjeksiyonu yapilip sonug 6nceki analizlerle

kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilir.
5. Tirevlendirme igslemi 16 saatten az olmamalidur.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5 TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

2-NP-AOZ, 2-NP-AMOZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SCA: Tiirevlendirilmis nitrofuran metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)

LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCoa: Karar limiti

CCp: Tespit Limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)

PP: Polipropilen

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 4 agamay1 icermektedir;

[] Asidik ortamda seberst ve dokuya bagh nitrofuran kalintilarinin 2-nitrobenzaldehit ile

turevlendirilmesi,
Baz ilavesi ile tiirevlendirme reaksiyonunun durdurulmasi,
Svi-siv1 ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimast,
LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.
TEST METODUNUN TANIMI
1. Kullanilan Ekipmanlar
PP Santrifijj tiipti 50 mLlik
Cam tiip 15 mLlik
Enjektor 2 mLlik
0.45 mikron filtre
Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik)
Ayarlanabilir pipet 20-200 uL
Ayarlanabilir pipet 100-1000 puL
Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL

N 3 OO O 3@

Hassas terazi
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Calkalamali etiiv

Multireaks vorteks

Sogutmali santrifiij

Numune yogunlastirici

Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation

7.2. Kullanilan Kimyasallar
S1: Dokuda nitrofuran analizi igin ES (-20 °Cde saklanmalidir).

S1 Nitrofuran standart karigimu igerigi ve konsantrasyonlar1

Analit MW Konsant(r;}s)}lf)(:n ug/kg
AMOZ 201,2 20
AOZ 102,1 20
AHD 151,5 20
SEM 111,5 20
R1: Dokuda nitrofuran analizi icin IS (-20 °Cide saklanmalidir)
R1 i¢ standart ve konsantrasyonu
Analit MW Konsantrasyon pg/kg (ppb)
AMOZ-D5 206,2 40
AOZ-D5 106,1 40
SEM-13C15N2 114,5 100

R2: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -%1 Asetik asit (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R3: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -DMSO (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R4: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -50 mmol Amonyum Format (Oda sicakliginda
saklanmalidir).

R5: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Etil Asetat (Oda sicakliginda saklanmalidir).
R6: Dokuda nitrofuran analizi i¢cin -Hekzan (Oda sicakliginda saklanmalidir).

R7: Dokuda nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
Mobil Faz A:Nitrofuran analizi i¢in -%20 Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
Mobil Faz B: Nitrofuran analizi i¢in -Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir).
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7.3. Numunenin Analizi

2.0 g yumurta numunesi 50 mLlik santrifiyj tiipiine alinir.

100 uL R1 ve 5 mL R2 ilave edilir, galkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika
karistirilir.

300 pL R3 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karigtirilir.

50 rpm hiza ve 37 °Cye ayarli ¢alkalamali etiivde 16 saat bekletilir.

Tiirevlendirmeden sonra 6rnekler etiivden alinarak oda sicakligina gelmesi igin beklenir.

700 pL R4 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmde oda sicakliginda 1 dakika karistirilir.
Uzerine 5 mLR5 ilave edilir. Calkalamali etiivde 300 rpmide oda sicakliginda 2 dakika karistirlir.
3 mL R6 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 2 dakika karistirilir.

4000 gde 15°C’ ye ayarl santrifiijde 10 dk santriftj edilir.

Santrifiij sonunda, tistteki ¢ozeltiden pipet ile 6 mL (2x3 mL) alinip 15 mLlik cam tiipe aktarilir
ve azot akimi altinda 42 °C sicaklikta ve 5,0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1 mL R6 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika
karistirilir. 750 uL R7 ilave edilir. Multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karistirilir. 2500 gde
15°C’ ye ayarh santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir, 5 dakika ortam sicakliginda bekletilir.

Enjektor yardimiyla alt fazdan dikkatlice numune alinir ve enjektére takilan 0.45 mm filtreden
gecirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 75 pL enjeksiyon yapilir.

3 adet 2.0 g blank yumurta numunesi 50 mLlik santrifiyj tiipiine alinir.

Uzerine asagidaki tabloya uygun Sl ilave edilir.

0,5 ug/k 1 ug/k 1,5 ug/k
Dokudaki Konsantrasyon HEIES HEIEs HEIEs
(0,5MRPL) (IMRPL) (1,MRPL)
Eklenecek Standart Hacmi 50 pL 100 puL 150 uL
Hazirlanan bu dokulara numaral islemler uygulanir.
7.4. LC-MS/MS ile Dogrulama Analizi
HPLC parametreleri
Gradient pompa program:
Zaman % A % B Flow
00:00 85 15 0.20
03:00 50 50 0.20
07:00 30 70 0.20
09:30 25 75 0.20
09:31 0 100 0.20
12:00 0 100 0.20
12:06 85 15 0.25
17:00 85 15 0.25
17:06 85 15 0.20
20:00 85 15 0.20
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Kolon: Nitrofuran grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4p

Akias hizi: 0.20 mL/dak
Enjeksiyon hacmi: 75uL

Otomatik drnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karigimi (h/h)

MS/MS parametreleri:

Ionization Mode ESI +

API Nebulizing gas pressure 55 psi

Drying gas temperature 400 °C

Drying gas pressure 40si

Scan Time 0.725 sec

SIM Width 1.0 amu

Needle + 5000V

Shield + 500V

Capillary 30V

Detector + 1700 V

CID Gas Pressure 2.00 mTorr

Spray Champer T 65°C

Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0

MS-MS tarama parametreleri

Analit MSMH+ | MS-MS Capillary Par¢alama D.well
(m/z) (m/z) Enerjisi Time

2-NP-SEM 209,00 166,00 30 7 0,200

2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 7 0,075

2-NP-AHD 249,00 13400 | 40 9 0,200

2-NP-AOZ 236,00 134,00 30 9 0,075

2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,050

2-NP-AMOZ 335,00 291,00 30 9 0,075

2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,050

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu
stipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir Aksi halde sonug
negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamamustir” seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni1 alikonma zamaninda pik
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bulunursa dogrulama metodu (MS-MS tarama parametreleri asagidaki tabloda verilmistir)

ile cihaza enjeksiyon yapilir. Standartlardaki iyonlarin orani ile numunedeki iyonlarin orani

karsilagtirilarak analiz sonucu degerlendirilir. Pozitif sonuglar icin hesaplama agagidaki sekilde

yapilir.
) MS MH+ MS-MS ) Parcalama Dwell
Analit Capillary . )
(m/z) (m/z) Enerjisi Time
166,00 30 7 0,118
2-NP-SEM 209,00 134,00 30 0,118
192,00 30 11 0,118
134,00 30 9 0,059
2-NP-AHD 249,00 104,00 30 11 0,059
178,00 30 0,059
2-NP-AOZ 236,00 134,00 % 0.059
104,00 30 12 0,059
291,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ 335,00 262,00 30 7 0,059
128,00 30 6 0,059
2-NP-AOZ-D4 240,00 134,00 30 9 0,059
2-NP-AMOZ-D5 340,00 296,00 30 9 0,059
2-NP-SEM-13C15N2 212,00 168,00 30 7 0,059

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.

AES/AIS

O = N W b U1 OO N

konsantrasyon
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AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitrofuran pikinin alani
AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan

Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alani ilgili i¢ standardin

alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.
Analiz Sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a
2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinur.

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. ZIVAK ZV-1015-0200-30 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitrofuran Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1015-0200-30-KK-T Rev.01)

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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YUMURTADA NITROIMIDAZOL ILAC
KALINTILARININ LC-MS/MS ILE

ANALIZI METODU

1 AMAC

Yumurtada Nitroimidazol grubu ila¢ kalintilarmin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Bu metot, taze ve liyofilize yumurtada toplam nitroimidazol ve metaboliti kalintilarinin LC-MS/

MS sistemi ile analizini kapsamaktadir.

Metronidazol (MNZ), 1-(2-hidroksietil)-2-metil-5-nitroimidazol

Ronidazol (RNZ), 1-Metil-2-metil-5-nitroimidazol

Dimetridazol (DMZ), 1,2-Dimetil-5-nitroimidazol

Ipronidazol (IPZ), 2-1zopropil-1-metil-5-nitroimidazol

Metronidazol Hidroksit (MNZ-OH),

Ipronidazol Hidroksit (IPZ-OH),

2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazole (HMMNI),

Nitroimidazoller ve hidroksi metabolitleri, kimyasal yap1 olarak Lewis-Base ozelligine sahip
bilesiklere kapali olan bilesiklerdir. Bu bilesikler ve metabolitleri karsinojenik ve mutajenik

etkilidirler. Ronidazol, Metronidazol ve Dimetridazol, yasakli ilaglar (Annex IV of Concuil
Regulation (EEC) No.2377/90) kapsamindadir (1).

Nitroimidazoller, ozellikle kanatl sektoriinde koksidiyozis ve histomoniazisin tedavisi ve
kontroliinde kullanilan antibiyotiklerdir. Ayrica sigirlarin trikomoniazis ve domuzlarin hemorajik
enteritlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir (1)

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda galigtimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme
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kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 6 ng/mllik standart enjeksiyon yapilip sonu¢ dnceki analizlerle

karsilastirilarak sistemin performansi kontrol edilmelidir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin hazirlanmasi

ve kullanilmas, Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmelidir.
5. Tiirevlendirme igslemi 16 saatten az olmamalidur.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5 TANIMLAR

HPLC : Yiiksek Performansh Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS : Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

DMZ, HMMNI, IPZ, MNZ,IPZOH,MNZOH,RNZ: Nitroimidazol metabolitleri
DMZ-d3,HMMNI-d3,IPZ-d3, ~MNZ-"C “N_IPZOH-d3,MNZOH-d2,RNZ-d3:nitroimidazol

metabolitleri
MRPL: (Minimum Required Performance Level) Gerekli minimum performans seviyesi
LOD: Tayin limiti (Limit of detection)
LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)
CCoa: Karar limiti
CCp: Tespit Limiti
CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)
PP: Polipropile

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot 3 agsamay1 igermektedir.
1. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve uzaklagtirilmasi,

2. Swi-svi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimas,

3. LC-MS/MS ile analizin yapilmast.
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7 TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipman
Santrifij tiipii 50 mLlik,
Cam ttip 15 mLlik,
Enjektor 2 mLlik,
Filtre 0.45 pm,
Pipet ucu (200-1000-5000 pLlik),
Ayarlanabilir pipet 20-200 pL,
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL,
Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL,
Hassas terazi
Multireaks vorteks
Sogutmali santrifiij
Numune yogunlastirici
Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS,
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1),
7.2. Kullanilan Kimyasallar
S1: Kasda nitroimidazol analizi i¢in ES (-20 °Cde saklanmalidir)

S1 Nitroimidazol standart karisimi icerigi ve konsantrasyonlar:

Analit MW Konsan:;e:l):n ug/L
DMZ 141 400
HMMNI 157 400
IPZ 169 400
MNZ 171 400
IPZOH 185 400
MNZOH 187 400
RNZ 200 400

R1: Kasda nitroimidazole analizi icin IS (-20 °Cde saklanmalidir)

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu
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Analit MW Konsan‘;;e;sl):n ug/L
DMZ-d3 144 400
HMMNI-d3 160 1200
IPZ-d3 172 400
MNZ- ®C, ®N, 175 400
IPZOH-d3 188 400
MNZOH-d2 189 400
RNZ-d3 203 400

R2:Yumartada nitroimidazol analizi i¢in Etil Asetat (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
R3: Yumartada nitroimidazol analizi i¢in Hexan (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

R4: Yumartada nitroimidazol analizi i¢in Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir.)
Mobil Faz A: Nitroimidazol analizi igin %50 Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidur.)
Mobil Faz B: Nitroimidazol analizi i¢in Metanol (Oda sicakliginda saklanmalidir.)

7.3.Numunenin Analizi

Yumurtanin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu
4.0 g yumurta numunesi, 50 mLlik santrifiij tiipiine alinur.
100 pL R1 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 1 dakika karistirilir.
10 mL R2 ilave edilir ve multireaks vorteksin son hizinda 3 dakika karistirilir.
4000 gde 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda, istteki ¢ozeltiden ayarlanabilir pipet ile 7 mL (2x3,5 mL) almnip 15 mLlik
cam tiipe aktarilir ve azot akisi altinda 37 °C sicaklikta ve 10.0 psi basingta kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1,5 mL R3 (2x750 pL) ilave edilir ve multireaks vorteksin 10.
hizinda 1 dakika karistirilir.

Uzerine 1 mL R4 ilave edilir ve multireaks vorteksin 7. hizinda 1 dakika karstirilir.

Altta kalan fazdan enjektor yardimiyla dikkatlice numune alinir ve enjektore takilan 0.45 mm

filtreden gegirilerek polipropilen viale alinir. LC-MS/MS sistemine 50 pL enjeksiyon yapilir.
Matriks Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon
3 adet 4.0 g blank yumurta numunesi 50 mLlik santrifijj tiipiine alinir.

Uzerine agagidaki tabloya uygun Sl ilave edilir.

0,5 ug/L 1 pg/L 1,5 ug/L
Yumurtada Konsantrasyon
(0,5MRPL) (IMRPL) (1LsMRPL)
Eklenecek Standart Hacmi 25 uL 50 upL 75 uL
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7.4. Cihaz Parametreleri
LC-MS-MS ile ilgili parametreler;
HPLC parametreleri
Gradient pompa program:
Zaman % A % B Flow
00:00 80 20 0.20
01:50 50 50 0.20
06:00 30 70 0.20
06:01 80 20 0.20
12:00 80 20 0.20
Kolon: Nitroimidazol grubu HPLC kolonu 150x2,0 mm 4y
Akis hizi: 0.20 mL/dak
Enjeksiyon hacmi: 50pL
Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karisimi (h/h)
MS/MS parametreleri:
Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 350°C
Drying gas pressure 36 psi
Scan Time 0.700 sec
SIM Width 1.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 30V
Detector +1750 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=1.0 Q3=1.0

www.tarim.gov.tr
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MS-MS tarama parametreleri

Analit MS MH+ | MS-MS Capillary Parcalama | Dwell
(m/z) (m/z) Enerjisi Time
DMZ 142 96 20V 15 0,05
DMZ-d3 145 99 20V 15 0,05
HMMNI 158 140 20V 9 0,05
HMMNI-d3 161 143 20V 9 0,05
IPZ 170 124 20V 13 0,05
MNZ 172 128 20V 9 0,05
IPZ-d3 173 127 20V 15 0,05
MNZ-C N, 176 132 20V 9 0,05
IPZOH 186 168 20V 11 0,05
MNZOH 188 123 20V 9 0,05
IPZOH-d3 189 171 20V 11 0,05
MNZOH-d2 190 125 20V 9 0,05
RNZ 201 140 20V 9 0,05
RNZ-d3 204 143 20V 11 0,05

7.5. Analiz Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu

stpheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analiz edilir .

Aksi halde sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamad1”

seklinde raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik

bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

Analiz sonuglari, cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu

kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlar1 tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige aktarilr.
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8 = ax+b
7 // y
6
v 5 /
5 4 i
<3 //
2 /
1
O 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2
konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili nitroimidazol pikinin alan1

AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan1 Numune
analizi sonucunda numunede tespit edilen nitrofuran pikinin alan ilgili i¢ standardin alanina

oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanur.

Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a

ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
Pendik VKE Dokiiman Veri Kontrol Prosediirii
Pendik VKE Metot Validasyonu Prosediirii

Pendik VKE Kalite Kontrol Prosediirii

ZIVAK ZV-1016-0200-35 LC-MS/MS Analiz Seti Doku Matrisinde Nitroimidazol Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1016-0200-35-KK-T Rev.01)

= »w b = ®»

9. REVIZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE NONSTEROID ANTI INFLAMATUAR
GRUBU ILAC KALINTILARININ LC-MSMS ILE
ANALIZ METODU

1. AMAC

Siitte nonsteroid anti inflamatuar grubu ila¢ (NSAID) kalintilarinin LC-MS/MS ile analizinin
yapilmast.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, ¢ig siitte NSAID (non-steroid anti-inflamatuar) Fluniksin hidroksit (FLU-OH),
Fluniksin (FLU) , Karprofen (CPF), Fenilbiitazon (PBZ), Tolfenamik asit (TOL), Diklofenak (DC)
ve Meloksikam (MEL) ila¢ kalintilarinin HPLC-DAD ve LC-MS sistemin de analizi amaci ile
gelistirilmistir.

NSAID’ ler kimyasal olarak heterojen bir gruba sahiptirler ve bilesiklerin birbirleriyle iliskileri
azdir. Buna ragmen hemen hepsi organik asit yapisindadir.

Bu gruptaki ilaglar temel olarak asagidaki gruplarda incelenirler:

Salisilik asit tiirevleri (Diklofenak)

Enolik asit tiirevleri (Meloksikam)

Fenamik asit tirevleri (Tolfenamik asit)

Propiyonik asit tiirevleri

Pirazol tiirevleri

Anilin tirevleri (nikotinik asit ve anthranilik asit tiirevleri dahil)

N Dk »

Oksikam tiirevleri

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK / UYARILAR / ONLEMLER

1 Kullanilan kimyasal malzemeler toksik ozellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda galigtimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2 Standartlar numune hazirlanan ortamda hazirlanmamalidir.

3 Bulasma olasiigina kars: tek kullanimhk malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme
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kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

Analizden 6nce analitlerin tespit limitleri (varsa MKL) diizeyinde standart karigimi enjeksiyonu
yapilarak sistemin performansi kontrol edilir. Analize baglayabilmek i¢in alikonma zamanindaki
sapmanin *%>5'ten az ve piklerin alanlarindaki farkin +%10dan az olmasi gerekir.

Kullanilan LC kolonu her seri analizden sonra temizlenip uygun c¢oziicii sisteminde
saklanmalidir.

Her seri analizden sonra cihazin tampon ¢ozelti gegen hatti su gegirilerek temizlenmeli, MS
sisteminin “cone” kismu su piiskiirtiilerek ya da ¢ok kirli ise yerinden ¢ikarilip yikanarak
temizlenmelidir.

Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol test grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Test
Grafiginin Hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak
gerceklestirilir.

Stok standartlar asidik ortamda daha uzun stabil kalirlar.

Caligma standartlar1 mutlaka final ¢ozeltisi ile hazirlanmalidir. Farkli ¢ozeltilerde hazirlanip
enjeksiyon yapilan standartlarda RT yaniltic1 sonug verebilir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5- KISALTMALAR/TANIMLAR

Y © NNk Ww

ACN: Asetonitril

MeOH: Metanol

HPLC: Yiiksek Basingli Stv1 Kromotografi

LC-MS/MS: Likit Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi
DIS: Deiyonize Su

MKL: Maksimum Kalint1 Limiti

N : Azot

PP: Polipropilen Santrifiij Tiipii

NSAIDs: Non-Steroid Anti-Inflamatuar Grubu Ilaclar

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot agagidaki adimlari takip eder:

1.

2
3.
4

Protein ¢oktiiriilmesi ve uzaklastiriimasi
Likit faz ekstraksiyonun ayrigtirilmasi ve yogunlastirilmast,
Kalintilarin ¢ozdiiriilmesi ve

LC-MS/MS ile 6l¢timii
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar
1. MSQ LC-MS/MS Thermo Finigan
Phenomenex Inertsil 5u, ODS-2 1504, 150 x 3.00 mm, 5 micron SN. 532970-1
Ayarlanabilir pipetler 100 pL, 200 pL, 1000 uL, 5000 uL, 10000 pL ve pipet uglar
Hassas terazi
Sogutmali santrifij
Vortex
Multireaks
Ultrasonik banyo
10, 500, 1000 mL lik balon joje
. 500’liik meziir

¥ ® N S ok wW DN

—
—_- O

. Tek kullanimlik 50 mL santrifuj tiipii

[a—
3%}

. Tek kullanimlik 15 mL tiip

[a—
W

. Tek kullanimlik 2 mL giringa

[
-

. Tek kullanimlik 0,44 pm siringa filtresi

[a—
%)

. 1.8 mL autosampler vial

[
(=)

. Vakumla siizme diizenegi

7.2.Kullanilan Kimyasallar
Asetonitril (ACN) HPLC grade
Methanol (MeOH) HPLC grade
Amonyum asetat (CH,COONH,)
Sodyum kloriir (NaCl)
Asetik asit
Distille ve deionized Su (Laboratuar igi tiretim, Millipore —-Q Plus- Ultra Water System)
Fluniksin hidroksit (FLU-OH)
4-Metilamino antipirin (4-MAA),
Asetilsalisilik Asit (ASA)

. Fenilbiitazon (PBZ)

. Tolfenamik Asit (TOL)

. Diklofenak (DIK),

. Meloksikam (MEL),

© ® N NNk »w D

e e e
WO = O
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14. Cozeltiler

a.

Final Coziicii Cozeltisi (Mobil faz) : 100 mLlik meziir icerisine sirastyla 25 mL asetonitril
(ACN), 50 mL amonyum asetat (CH,COONH,)( Asetik asitle pH=4.80 ayarlanir) ve 25 mL
metanol (MeOH) ilave edilir. Ultrasonik banyoda yeterli siire bekletilerek hazirlanir. Etiketi
yazilarak temiz bir siseye aktarilir.

Mobil Faz B Amonyum Asetat(0.05 M) pH= 4.80 : Hassas terazide 1,927 g amonyum asetat
tartilir. 1 Lye distile su ile tamamlanir. Asetik asitle pH= 4.80e ayarlanir. 0.45 p filtreden vakum
altinda siizdiiriiliir. Her analizde yenisi hazirlanmali ve analizlerde stizme islemi tekrarlanmali,
pH kontrol edilmelidir.

Stok Standart Hazirlama Cozeltisi : Stok standartlar metanolde ¢ozdiirtildii. Meloksikam %0.9

NaCl ¢ozeltisinde ¢ozdiiriiliip gereken hacime tamamlandi.

15.Kullanilan Standart Cozeltiler

a.

S,. Stok Standart Cozeltisi Hazirlanmasi(1mg/ml=1000 ppm):

Her standart bilesikten 10,0 mg + 0.05 mg tartilir ve 10 mL volumetrik tiiplere aktarilir. Tiiplere
5 mL metanol konur ve ultrasonik banyoda 30 sn ¢6ziinmesi beklenir vortekslenir ve 10 mLye
tamamlanir. Meloksikam standardi 6nce 2-3 mL % 0.9 luk NaCl ¢ozeltisinde ¢ozdiiriiliir daha
sonra metanolle 10 mLye tamamlanur. Stok standartlar Fenilbiitazon (PBZ) hari¢ koyu siselerde
2-10 °C ‘de 12 ay siireyle saklanabilir. Fenilbiitazon (PBZ), 1 ay stabilitesini koruyabilir.
(aligma standart ¢ozeltileri, 4 °C’ de saklanir ve stabilitelerini 1 ay,-20°Cde 3 ay koruyabilirler.
S, Stok Standart Cozeltisi Hazirlanmasi(10mg/L=10 ppm):

Her bir S, stok standart ¢ozeltisi igin S, stok standart ¢ozeltisinden 100 pL alinarak ACN/H,O
(50/50) ile 10 ml'ye tamamlanir (10 ug/ mL = 10 ppm).

S, Stok Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi(100 pg/L = 100 ppb):

Her bir S, stok standart ¢ozeltisi igin, S stok standart ¢ozeltisinden 100uL. ACN/H,O (50/50) ile
10 mLye tamamlanir (100 pg / L = 100 ppb).

. Calisma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi: Numunelere yiikleme yapilan miktar

kadar standart temiz tiiplere aktarilir ve iizerileri ekstraksiyon sonrasi kullanilan ¢oziicii
(final ¢ozeltisi) ile miktarina tamamlanir. Calisma standartlar1 mutlaka final ¢ozeltisi ile

hazirlanmalidir.
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Tablo1: Siit Icin Spike;

S, dan(mg/mL) | S Toplam
0.5 1 1.5 2 MKL
Adx alinacak miktar | Hacim
MKL |MKL | MKL | MKL | pg/kg
(uL) 50 (mL)
FLU-OH 50 1 ng/uL 40
FLU 50 1 ng/pL -
200 300 400
ASA 50 1 ng/yL 100pL
uL uL uL
PBZ 50 1 ng/uL
TOL 50 1 ng/uL 50
DIK 50 I ng/pL -
MEL 50 1 ng/uL 15

7.3. Numunenin Analizi

1. Oda isisina getirilen ve homojenizesi saglanan siit numunesinden 5 mL, otomatik pipetle, 50
mLlik polipropilen santrifijj tiipiine aktarilir.

2. Kalite kontrol amaciyla ayrilan numunelere eksternal standartlardan sirastyla; 100 uL, 200 pL,
300 pL ve 400 pL ilave edilir.

3. 15 dakika oda 1s1sinda, multireaksta ¢alkalanir.

4. 100 pL %251k fosforik asit ilave edilir.

5. 10 mL asetonitril (ACN) ilave edilir, 15 dakika multireaksta calkalanr.

6. 5gNaClden eklenir ve 5 dakika multireaksta ¢alkalanur.

7. Numuneler, 4000 gde -4°Cde 15 dakika santrifiij edilir.

8. Ust faz 5 mL, 15 mL lik plastik tiiplere aktarilir.

9. Tpler 40 °Cde, N, gaz1 altinda numune yogunlastiricida ugurulur.

10. Kurutulan tiiplere 500 pL final ¢ozdiiriicti ¢ozeltisi (Mobil faz) ilave edilir.

11. Numune tiipleri 15 dakika oda 1sisinda, multireaksta calkalanarak, ¢ozdiiriiliir.

12. 0,45 um filtreden gegirilerek viallere aktarilir.

7.4.LC-MS/MS ile ANALIZi
[l HPLC Parametreleri:

Surveyor autosampler metot

Enjeksiyon hacmi 25 ul,
ignenin dipten yiiksekligi :1,8 mm.
Siringa hiz1 :8 ul/s
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Akis hacmi: :1000 pl

Akis/yikama kaynag1 :20/80 (v/v) methanol/su.

Yikama hacmi 0

Yikama hiz1 :250 pl/s

Enjeksiyon sonrasi valf degisim siiresi:0.0 min

Loop yiikleme hiz1 :5ul/s

Enjeksiyon modu :Kismi valf

Autosampler 1s1 kontrol :10°C

Kolon 1s1 kontrol :40°C

Kolon :Agilent Extend C18, 150 x2.00 mm, 5

[l LC-Pompa

Mobile faz A: MeCN
Mobile faz B: Su (Formik asit%0,2)
Gradient Program:
Sira No Dakika Akis hiz1 (mL/dak.) Mobil faz A | Mobil faz B

1 0 0.3 0 100
2 2 0.3 0 100
3 2,1 0,3 100 0
4 5 0,3 100 0
5 5,1 0,3 0 100
6 15 0,3 0 100

[l MS/MS Parametreleri:

MS Dedektor

fyonizasyon Metodu

Azot Gaz Basinc

Probe Sicaklig1

fyon Dedeksiyon Modu

: Thermo Finnigan Surveyor TSQ
: ESI (negatif)
: 30 psi
:350°C

: SIM
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Taranacak fyon Degerleri :

. .. .. Collision
Analit Analyon | 1.Uriin | 2.Uriin Polarty
energy

Asetilsalisilik Asit 137 93 65 15/30 -
Fluniksin-OH 311 267 227 18/27 -
Fenilbutazon 307 279 131 20/25 -
Diklofenak 294 250 214 12/20 -
4-MAA 218 159 97 15/15 +
Tolfenamik Asit 260 216 214 16/22 -
Meloksikam 350 286 146 14/20 -

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmast:

Sorumlu pik alanlar1 kullanilarak matriks kalibrasyon egrisinin lineer regresyonu elde edilir. Elde
edilen bu degerle her bir analittteki varolabilecek miktarlar hesaplanabilir.

x=(y-a)/b

b= (nSxy - Sx Sy) / V{nSx* - (Sx )’}
a=(Sy-bSx)/n

x: Ornekteki analite konsantrasyonu (mg 1)

x: i.nci standartin analit konsantrasyonu (mg 1)
a: Kalibrasyon egrisinin intercepti

b: Kalibrasyon egrisinin egimi

y: Ornekteki analit pikinin alani

y;: 1.nci analit pik alam

n: Her bir konsantrasyon araligindaki analiz say1st

Pozitif sonuglar igin hesaplama kontrol numunelerinin analizi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin
dogru denklemi (y=ax+b) kullanilarak hesaplanir. (y:Piklerin alani, x:Konsantrasyon, a ve b:
Dogrudan bulunan sabit sayilar). Tespit edilen miktar(pg/kg) :x=(y+b)/a

Bu metotta 93/256/EC direktifine gore validasyon yapilr.
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8. ILGIiLi DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
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United States Department of Agriculture Food Safety and Inspection Service, Office of Public
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9. REViZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALDA FUMAGILLIN ILAC KALINTILARININ
HPLC-DAD/MS ILE ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu metot balda fumagillin kalintilarinin HPLC-DAD/MS sistemi ile tespit edilmesi ve miktar
tayini amaci ile kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI
Bu metot HPLC detektor kullanilarak balda Fumagillin ila¢ kalintillarinin tespit edilmesi icin

gelistirilmistir. Fumagillin, A. fumigatus kiiltiirlerinden elde edilir. Suda ¢6ziinmeyen sar1 renkte

tozdur. Ilag, daha ¢ok arilardaki nosema hastaliginin sagaltiminda kullanilr.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢alistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Standartlar numune hazirlanan ortamda hazirlanmamalidir.

3. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme
kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

4. Analizden o6nce analitlerin tespit limitleri (MRL / MRPL) diizeyinde standart karisimi
enjeksiyonu yapilarak sistemin performansi kontrol edilir. Analize baglayabilmek i¢in alikonma
zamanindaki sapmanin +%5’ten az ve piklerin alanlarindaki farkin +%10dan az olmas gerekir.

5. Kullanilan LC kolonu her seri analizden sonra temizlenip uygun ¢oziicii sisteminde
saklanmalidir.

6. Analiz kalitesinin kontrolii igin bir kalite kontrol test grafigi hazirlanir. Bu uygulama ilgili
laboratuarin kalite kontrol prosediiriine uygun olarak gerceklestirilir.

7. Standardin hazirlanmasi, numunenin hazirlanmasi ve analiz asamalarinin tamaminda karanlik
ortamda ¢aligtimalidir.

8. Analizi yapilacak bal numunesinden 10 g. kadar numune saklama kabina aktarilir, bu numune

ornekleri analiz edilene kadar oda sicakliginda karanlik ortamda saklanmalidur.

9. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Matriks Kalibrasyon Numunesi: Standart ile giiclendirilmis numune 6rnegi.

IS : Internal Standart

ES : Eksternal Standart

HPLC : Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
DAD : Diode Array Dedektor

MS : Kiitle Spektrometre

CC, : Karar limiti

CC, : Tespit Limiti

DIS : Deiyonize Su

N, :Azot

S, : Stok Standart

PP : Polipropilen Santriftij Tiipii
MeCN : Asetonitril

MRL : Kabul edilebilir kalint1 limiti
MRPL : Kabul Edilebilir Performans Limiti

Alikonma Zamani (R ): Bir tiiriin kolona enjekte edilmesinden, detektérdeki pik noktasina kadar

gegen siiredir.

Final ¢ozeltisi: Numunenin hazirlanmasinda son agamada analitin ¢6ziilmesinde kullanilan ¢6zelti

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

*  Analitin asetonitril ile baldan ayristiriimas,

*  SPE ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristirilmast,
= HPLC-DAD/MS ile 6lciimii

7. TEST METODUNUN TANIMI:

7.1 Kullanilan ekipmanlar

1. Thermo Finnigan HPLC/DAD sistem
2. Ayarlanabilir Pipetler

3. Terazi

4. Sogutmal Santrifiyj

5

. Vortex

www.tarim.gov.tr 241




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

Multireaks

Ultrasonik Banyo
10,500,1000 ml lik balon joje,
500’likk Meziir

. Tek kullanimlik 50 ml PP.Santrifuj Tiipii

. Tek kullanimlik 15 ml PP tiip

. Tek kullanimlik 2 ml giringa

. Tek kullanimlik 0,44 pm siringa filter

. 1.8 ml autosampler vial

. 100.300.1000 ve 5000 uI'lik Eppendorf marka ayarli otomatik pipet ve uglar,
. Inkiibatér calkalayici

. Blender ( Parcalayic1)

. Enjektor ucu filtre: 4mm syring filter 0.45 pm

. Phenomenex 100g Strata-X polimerix kartus.

7.2. Kullanilan kimyasallar

= Bk »
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Deiyonize su

Asetonitril, (HPLC grade)

Metanol, (HPLC grade)

Formik asit

Fumagilline bicyclohexylamine

Cozeltiler;

Final Coziicii Cozeltisi: 100 mI'lik meziir igerisine sirastyla 45 ml DIS, 55 ml asetonitril ve 100ul

(%0,1) formik asit ilave edilir. Ultrasonik banyoda yeteri siire bekletilerek hazirlanir. Etiketi
yazilarak temiz bir siseye aktarilir.

Mobil Faz A: Asetonitril iginde %0,1 Formik asit ~ : 1000 mI'lik balon joje igerisinde 1 ml
formik asit ilave edilir ve ACN ile 1000 ml'ye tamamlanir. Ultrasonik banyoda yeterli stirede
bekletilerek hazirlanr.

Mobil Faz B: DIS i¢inde %0,1 Formik asit Cozeltisi: 1000 mI'lik balon joje ierisinde 1 ml
Formik asit ilave edilir ve DIS ile 1000 ml'ye tamamlanur. Ultrasonik banyoda yeterli siirede

bekletilerek hazirlanir.

Kartus Yikama Cozeltisi: 100 mI'lik meziir icerisine sirastyla 65 ml DIS ve 35 ml ACN ilave
edilir. (%0.1) 100 pl formik asit katilir. Ultrasonik banyoda yeteri siire bekletilerek hazirlanir.




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Etiketi yazilarak temiz bir siseye aktarilr.

. Ekstraksiyon Cozeltisi: 500 mI'lik meziir igerisine sirasiyla 375 ml DIS ve 125 ml asetonitril
konulur. (%0.1) 500 ml formik asit ilave edilir. Ultrasonik banyoda yeteri siire bekletilerek
hazirlanir. Etiketi yazilarak temiz bir siseye aktarilir.

Stok Standart Hazirlama Cozeltisi: ( 1 / 9) oranlarinda methanol / asetonitril karigimi ile
hazirlanir. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilir.

7. Standart Cozeltiler;

1. S, Stok Cozeltisi Hazirlanmasi(1mg/ml): % 60’lik fumagilin-bisikloheksilaminden 15,88 mg

tartilarak 10 ml'lik balon jojeye aktarilir vel:9 asetonitril:metanol (v/v) karigimi ile 10 ml'ye
tamamlanir. (1000 pg / ml) karanlik ortamda -20 °C ‘de agz1 kapali cam tiiplerde 6 ay siireyle

saklanir.

. = §, Stok Cozeltisi Hazirlanmasi(10 pg/ml): S, Stok standart ¢ozeltisinden 100 pl alinarak
metanol ile10 ml'ye tamamlanir. (10 pug / ml) +4 °C ‘de ve karanlik ortamda 1 ay tazeligini korur.
. — S, Spike Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi(0,2 pg/ml): S, Stok standart ¢ozeltisinden
400pl almarak metanol ile 20 ml'ye tamamlanir. (200 ng / ml) +4 °C ‘de ve karanlik ortamda 1
ay tazeligini korur.

. — C, Calisma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi(10ng/ml): S Stok standart ¢ozeltisinden
100ul alinarak 50/50 DIS/MeCN/%0.1 formik asit(final ¢ozeltisi) ile 10 ml'ye tamamlanir. (10
ng / ml) hazirlanir. Taze olarak hazirlanir.

. = G, Calisma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi(15ng/ml): S Stok standart ¢ozeltisinden
150ul alinarak 50/50 DIS/MeCN/%0.1 formik asit(final ¢ozeltisi) ile 10 ml'ye tamamlanir. (15

ng / ml) hazirlanir. Taze olarak hazirlanir.

. — G, Cahgma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi(15ng/ml): S Stok standart ¢6zeltisinden
200ul alinarak 50/50 DIS/MeCN/%0.1 formik asit(final ¢ozeltisi) ile 10 ml'ye tamamlanir. (20
ng / ml) hazirlanir. Taze olarak hazirlanir.

. — C, Calisma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi(15ng/ml): S Stok standart ¢ozeltisinden
250ul alinarak 50/50 DIS/MeCN/%0.1 formik asit(Final ¢ozeltisi) ile 10 ml'ye tamamlanir. (25

ng / ml) hazirlanir. Taze olarak hazirlanir.

7.3. Numunenin Analizi

1. 1 grbal numunesi 50 mI'lik PP. santrifijj tiiptine tartilr.
2. Eksternal Standart (Fumagillin); 200 ppb=0,2 ppm (ng/pl)den sirasiyla; Oul 50pl 100l 150pl

200l ilave edilir.

3. 15 dakika oda 1s1sinda bekletilir.
4. 8 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilir.(7.2.6.5) (Sayfa bagindaki 5. maddedeki ekstraksiyon

¢Ozeltisini ifade eder).
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5 dakika multireaksta calkalanir.
100 mg. Strata X kartiis, sirastyla; 2 ml metanol ve 2 ml su gegirilerek sartlandirilir.

Tiipdeki karisim sartlandirilmis kartiigden gegirilir.

© N oo W

Tiipler 4 ml kartus yikama ¢ozeltisi ile calkalanarak kartiisden gecirilir.(7.2.6.4) (Kartus ytkama
¢ozeltisidir).

9. 4 ml asetonitrile ile eliit edilir.

10. Tiipler 60 °Cde Azot N, gaz1 altinda ugurulur.

11.Kurutulan tiiplere 1000 pl (Final ¢ozeltisi) ilave edilir.(7.2.6.1) (Final ¢oziicii ¢okeltisidir).
12.10 dakika vorteks uygulanarak ¢oziiliir.

13.0,45 um filtreden gegirilerek viallere aktarilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
1. HPLC - DAD/MS Sartlar
Surveyor Autosampler (AS)

Needle height from bottom :2.0 mm.

Injection volume and mode : 50 pl,

Post-injection valve switch time  : 0.0 min

Loop loading speed :5ul/s

Syringe speed 18 ul/s

Flush/Wash source : 20/80 (v/v) methanol/su.
Flush/Wash volume : 1500 pl

Flush speed :250 pl/s

Tray temperature control :10°C

Column Oven Control :40°C

2. HPLC-DAD dedektor

Dalga Boyu: 3511

3. Surveyor LC pump

Column : Phonomenex Synergy, 4 1, Fusion-RP 150 x 2,0 mm
Mobile faz A : Asetonitril icinde %0,1 Formik Asit

Mobile faz B : DIS iginde %0,1 Formik Asit

Analiz stiresi : 13dakika izokratik

Akas hizt :0,3 ml/dk
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Akis Programu:
SiraNo | 7o man (dk) | Akis Hizi (ml/dk) | Mobil Faz A (%) |  Mobil Faz B (%)
01 0 0,3 55 45
02 13 0,3 55 45
4. LC-MS Sartlar:
MS dedektdr: Thermo Finnigan LC-MSQ
Bilgi islem: Xcalibur 1.4 Software ile DELL
Iyonizasyon metodu: ESI +
Isim fyon Cone voltaj Cone Temp
Fumagillin 459,4 75 400 C

Kolon: phenomenex Synergi 4u Fusion — RP 80A 150x2.0mm 4micron S/N:341431-11

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmast:

Sorumlu pik alanlar1 kullanilarak matriks kalibrasyon egrisinin lineer regresyonu elde edilir. Elde

edilen bu degerle her bir analittteki varolabilecek miktarlar hesaplanabilir.
x=(y-a)/b

b= (nSx.y,- Sx.Sy) / V{nSx* - (Sx)*}

a=(Sy,-bSx)/n

x: Ornekteki analite konsantrasyonu (mg 1)

x: i.nci standartin analit konsantrasyonu (mg1")

a: Kalibrasyon egrisinin intercepti

b: Kalibrasyon egrisinin egimi

y: Ornekteki analit pikinin alan1

y;: L.nci analit pik alam

n: Her bir konsantrasyon araligindaki analiz sayist

Pozitif sonuglar i¢cin hesaplama kontrol numunelerinin analizi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin
dogru denklemi (y = ax + b ) kullanilarak hesaplanir. (y: Piklerin alani, x:Konsantrasyon, a ve b:

Dogrudan bulunan sabit sayilar).
Tespit edilen miktar(ug/kg) :x=(y+b)/a
93/256/EC direktifine uyumlu olarak gecerli kilinir.
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8. ILGILi DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

a. Guyonnet J., Richard M. Helling Ph. Determination of fumagillin in muscle tissue of rainbow
trout using automated ion-pairing liquid chromatography. Journal of Cromotography B. 1995.
666, 354-359.

b. Guyonnet J. Assay Method of Fumagillin in Honey by High Performance Liquid
Chromatography. Sanofi Sante Nutrition Animale, 1997. Study Number: 9213. France

9. REVIZYON
Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadur.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIKTA AVERMEKTIN GRUBU ILAC
KALINTILARININ LC-MSMS IiLE ANALIZI

1 AMAC

Bu test prosediirii, balik numunelerinde Avermektin grubu (ivermektin, emamektin) ilag

kalmtilarinin tespiti ve miktar tayini amaciyla kullanilir.

2 UYGULAMA ALANI
Bu metot, balik numunelerinde Avermektin grubu ila¢ kalintilarinin ekstraksiyonu ve LC-MS/MS

ile dogrulama metodunu icerir.

Avermektinler: Ivermektin, Emamektin, Moksidektin (IS).

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ceker ocak altinda ¢alisiimaly,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Standartlar, numune hazirlanan ortamda hazirlanmamalidur.

3. Bulasma olasihigina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiglii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

4. Analizden o6nce analitlerin tespit limitleri (MKL varsa MKL diizeyinde) diizeyinde standart
karisimi enjeksiyonu yapilarak sistemin performansi kontrol edilir. Analize baslayabilmek icin
alikonma zamanindaki sapmanin +%>5’ten az ve piklerin alanlarindaki farkin +%10dan az

olmast gerekir.

5. Kullanllan LC kolonu her seri analizden sonra temizlenip uygun ¢oziicii sisteminde
saklanmalidur.

6. Her seri analizden sonra cihazin tampon ¢ozelti gegen hatt1 su gegirilerek temizlenmeli, MS
sisteminin “cone” kismu su puskiirtiilerek ya da ¢ok kirli ise yerinden ¢ikarilip yikanarak

temizlenmelidir.

7. Numuneler, analizi yapilana kadar derin dondurucuda saklanmalidir. Analiz sonucu
raporlandirilan numunelerden sonucu negatif olanlar imha edilir, pozitif olanlar ise derin

dondurucuda bir yil saklanir.
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Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol test grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Test
Grafiginin Hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak
gerceklestirilir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

arasi prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.

KISALTMALAR / TANIMLAR

CCKarar limiti

CC, Tespit Limiti

Kontrol Numunesi: Standart ile gii¢lendirilmis rnek.
LC: Likit Kromatografi

LC-MS/MS: Likit Kromatografi-Kiitle Spektrometresi/Kiitle Spektrometresi
APCI: Atmosferik Basingta Kimyasal Iyonizasyon
DIS: Deiyonize su

MRPL: Minimum Gerekli Performans Limit

MRL: Maksimum Kalint1 Limiti

MeCN: Asetonitril

MeOH: Metanol

IS: Internal Standart

N : Azot

S,: Stok Standart

PP: Polipropilen Santriftij Tiip

TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot agagidaki adimlari takip eder:

O
O

Likit-likit ekstraksiyon yapilmasi
LC-MS/MS ile dogrulama analizi

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. KULLANILAN EKIPMANLAR

1.
2.
3.
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15 mLlik PP santrifijj tiipii
50 mLlik PP santrifijj tiipti
Enjektor 2 mL




4. Enjektor filtresi (0,45 um)

5. 1,8 mL vial ve 500 pL insert vial

6. 1000 mLlik balon joje

7. 10 mLlik balonjoje

8. 250 mLlik meziir

9. Hassas terazi

10. Multireaks

11. Sogutmali santrifiij

12. Numune yogunlastirict

13. Ultrasonik banyo

14. Otomatik pipetler (100, 200, 1000, 5000 pL)
15. Thermo Finnigan TSQ Quantum
-Surveyor AS

-Sureveyor LC pompa

-TSQ Quantum

- Yazilim ve {iriin bilgisi

= Xcalibur 1.4 SP1 for Surveyor AS and LC pump
= Xcalibur 1.4 for TSQ Quantum

» The firmware 1.4 for Surveyor AS

7.2. KULLANILAN KIMYASALLAR
Ivermektin

Moksidektin

Emamektin

Asetonitril

Trietilamin

n-hekzan

Sodyum kloriir

® N SN 9w DN =

Deiyonize su
9. Kullanilan Cozeltiler
1. %0.1’lik TEA Cozeltisi
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1000 mL TEA alinarak Deiyonize su ile 1000 mLye tamamlanur.
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2. Stok Standart ve Calisma Cozeltilerin Hazirlanmasi

Avermektin-S Stok ¢ozeltisi:

Her bir standart madde 10 mg+0.05 tartilarak 10 mLlik cam balona alinir. 10 mL Asetonitril eklenir.
Coziinlinceye kadar ultrasonik banyo ve vortekste birakilir. Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu
1 mg/mIdir.

Avermektin S, calisma ¢ozeltisi,

S, 100 pg/mL igin, avermektin-S stok solusyonundan 1 mL+0.01 mL alinarak 10 mLlik cam balon

alinir. Asetonitril ile 10 mIe tamamlanir. Hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu 100 pg/mIdir.
Avermektin S, calisma ¢ozeltisi,

Avermektin-S, soliisyonundan 1 ml+0.01 ml alinarak 10 ml'lik cam balon alinir. Asetonitril ile 10

mle tamamlanir. Hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu 10 pg/mldir.
Balik Numuneleri i¢in Spike Cozeltisinin Hazirlanmas:

Balik spike ¢ozeltisi, Tablo 2de belirtildigi gibi emamektin 2,5 ng/pL ve ivermektin 0,5 ng/uL
icerek sekilde 100 mL olarak hazirlanir. Bu amagla, emamektin S, ¢aligma ¢ozeltisinden 2,5 mL ve

ivermektin S, caligma ¢ozeltisinden 0,5 ml alinarak metanol ile 100 mLe tamamlanur.
Internal Standart Cozeltisinin Hazirlanmast:

Internal standart olarak, eprinomektin kullanilir. Internal standart gézeltisi de 3 ng/uL olacak sekilde

hazirlanir. Bu amagla, eprinomektin S ¢alisma ¢6zeltisinden 3 mL alinarak 100 mIe tamamlanur.

7.3. NUMUNENIN HAZIRLANMASI

1. Homojen hale getirilen siit / balik numunesinden 5 ml/ 5 g alinir ve 50 mI'lik santrifijj tiipiine
koyulur.

2. Spike amaciyla Tablo 1 ve 2de belirtilen sekilde yiiklemeler yapilir ve 15 dakika ¢alkalayicida
150 rpm de bekletilir.

15 ml asetonitril ilave edilir.

15 dakika Multireaks ile homojen oluncaya kadar karistirilir.
5 gr Na,SO, sodyum siilfat anhydrose eklendi ve karistirilir.
15 dakika 3500 g de +4 °Cde santirfijj edilir.

Ust faz dan 10 ml alinarak 50’lik PP tiipe aktarilir.

40 °Cde N, gaz1 altinda ugurulur.

¥ *® N ok »w

Kurutulan tiiplere 500 pl (Final ¢ozeltisi) ilave edilir.
10. 500 pl mobil fazda ¢ozdiiriiliir, enjektor filtrelerden gegirilerek insort viallere aktarilir.
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Tablo 1: Balik numunelerinde uygulanacak ytiklemeler

G ———

Analit {&hnacak konsilr‘::styonu 0.5 MRL/ | 1MRL/ 1.5 MRL/ MRL
miktar (mL) (100 (mI )} 1 MGPL | 2MGPL 3 MGPL ug/kg
Emamektin | 0,250 (S 2.5ng /pL 100
100uL | 200uL | 300puL | M8k
Ivermektin 0,5(S)) 0,5 ng/uL ,ug(/)kg
Eprinomektin (internal Standart) (5 ng/ pL) 100 pL
7.4. Cihaz Parametreleri
TSQ QUANTUM EKIPMAN (Thermo Finnigan )
1. Surveyor Autosampler (AS)
Enjeksiyon hacmi 25 uL,
[gnenin dipten yiiksekligi :1,8 mm.
Siringa hiz :8 uL/s
Akas hacmi: :1000 pL
Akag/yikama kaynagi :20/80 (v/v) methanol/su.
Yikama hacmi :0uL
Yikama hizi :250 pL/s
Enjeksiyon sonrasi valf degisim stiresi  :0.0 min
Loop yiikleme hiz1 :5 uL/s
Enjeksiyon modu :Kismi valf
Autosampler 1s1 kontrol :10°C
Kolon 1s1 kontrol 40 °C
Surveyor LC pump
Mobile faz A :Asetonitril (%90)
Mobile faz B : Trietilamin (%0.1)(%10)
Analiz siiresi : 10 dakika
Akis hiz1 :0.3 mL/dak.
Kolon : Zorbax Extend C18, 150 x 2.00 mm
2. Thermo Finnigan TSQ
Cihaz : TSQ Termo Finnigan
fyon Source :ESI
Source Sicaklig: :400°C
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Tarama sekli :SRM
Auxe gaz :10
Spray gaz :60
Argon gaz 1
Analit MW 1.Uriin 2.0riin | Collision energy | Polarty
Ivermektin 873.50 567.30 228.70 26/30 -
Moksidektin 638,5 529 236 20/30 -
Emamektin 884.50 565.40 241.90 26/30 -

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi Ve Hesaplanmasi

Sorumlu pik alanlar1 kullanilarak matriks kalibrasyon egrisinin lineer regresyonu elde edilir. Elde

edilen bu degerle her bir analittteki varolabilecek miktarlar hesaplanabilir.
x=(y-a)/b

b=b=(nSxy,- Sx.Sy) / V{nSx* - (Sx)*}
a=(Sy,-bSx)/n

x: Ornekteki analite konsantrasyonu (mg 1)

x.: i.nci standartin analit konsantrasyonu (Kg 1)
a: Kalibrasyon egrisinin intercepti

b: Kalibrasyon egrisinin egimi

y: Ornekteki analit pikinin alani

y;: L.nci analit pik alam

n: her bir konsantrasyon araligindaki analiz say1st

Pozitif sonuglar icin hesaplama kontrol numunelerinin analizi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin
dogru denklemi (y = ax + b ) kullanilarak hesaplanr. (y: Piklerin alani, x:Konsantrasyon, a ve b:
Dogrudan bulunan sabit sayilar).

Tespit edilen miktar (mg/kg) : x=(y+b)/a

Validasyon datalari, 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
1. Durden D. A. (2007). Positive and negative electrosprey LC-MS-MS methods for quantitation

of the antiparasitic endectocide drugs, abamectin, doramectin, emamectin, eprinomectin,
ivermektin, moxidectin and selamectin in milk. Journal Chromatography B. Analyte Technocol.
Biomed. Life Sci. 850(1-2), 134-46.

9. REVIZYON
Bu analiz metodu ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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DOKULARDA BENZIMIDAZOL GRUBU
ILACLARIN VE LEVAMIZOL KALINTILARININ LC-
MS/MS ILE ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu dokularda levamizol ve benzimidazol gurubu antihelmintiklerin ve

metabolitlerinin LC MS MS kiitle spektorometresiyle analiz edilmesini amaglar

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, dokularda levamizol ve benzimidazol gurubu ve metabolitlerinin (albendazole,
albendazole sulfon, albendazole sulfoxide, albendazole-2-aminosulfon, fenbendazole sulfon,
flubendazole, ketotriklabendazole, levamisol, thiabendazole, thiabendazole 5-OH, triklabendazole)

ilag kalintilarmim LC-MS/MS sistemi ile analizini kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda galistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulagma olasihgma karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme
kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicti ile temizlenmelidir.

3. Her analizden 6nce cihaza 100 ng/mllik standart enjeksiyon yapilip sonug¢ dnceki analizlerle
kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin hazirlanmasi
ve kullanilmasi, (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmelidir.

5. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/
Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmal, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR /TANIMLAR
HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi

ESI: Elektro sprey iyonizasyon
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ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

LOD: Tayin limiti (Limit of detection)
LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)
CCa: Karar limiti

CCP: Tespit Limiti

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)
MW: Molekiil agirlig:

S1 Benzimidazol standart karigimi

R1 Benzimidazol intoril standart karisimi

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
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Bu analiz metodu dokularda Levamizol ve Benzimidazol gurubu antihelmintiklerin ve

metabolitlerinin LC-MS MS kiitle spektorometresiyle analiz edilmesini saglayan hasas bir metotur.

Analiz metodu benzimidazol gurubu ve levamizol gurubu etken maddelerinin ve metabolitlerinin

pek ¢ogunun bir arada bakilmasmni saglayan bir metotur. Bu metotla analizler iki agsamada

gerceklestirilir;
1. Dokunun analize hazirlanmasi

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI:
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. PP Santrifij tiipii 15 mLlik
Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 pLlik)

© ® N Nk » D

Hassas terazi (GB 10288)

10. Multireaks vorteks (253030604010507000009)
11. Sogutmal santrifiij (GB 9969 ve GB 10439 )
12. Benzimidazol Gurubu HPLC Kolonu 75x4,6 mm 5 p

Ayarlanabilir pipet 20-200 uL (Ependrof GB-10433-5)
Ayarlanabilir pipet 100-1000 pL (Ependrof, GB-10433-3)
Ayarlanabilir pipet 500-5000 pL (Ependrof, GB-10564-1)
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13. Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
14. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasallar
1. Standart karisimi (S1) ve i¢ standart karisimi (R1):

Levamizol ve Benzimidazole standart karisimi igerigi ve konsantrasyonlar (ST)

Analit MW Konsantrasyon pg/L (ppb)
Albendazole 265 4000
Albendazole Sulfon 297 4000
Albendazole Sulfoxide 281 4000
Albendazole-2-aminosulfon 239 4000
Fenbendazole Sulfon 331 400
Flubendazole 313 2000
Ketotriklabendazole 329 4000
Levamisol 204 400
Thiabendazole 201 4000
Thiabendazole 5-OH 217 4000
Triklabendazole 359 4000

Internal Standart ve konsantrasyonlar1 (R1)

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
Albendazole Sulfon-d3 300 4000
Albendazole Sulfoxide-d3 284 4000
Fenbendazole Sulfon-d3 334 400
Flubendazole-d3 316 2000
Thiabendazole-13C6 207 4000

ST Standart karisimi ve R1 i¢ standart: Derin dondurucuda (-20 °C) saklanmalidir. Diger reaktifler oda

sicakliginda saklanmalidir.

2. Asetik Asit Merck
3. Asetik Asit (%1) :100 ml Bir siseye pipetle 1 ml asetik asit alinir. Uzerine Meziir Yardimuyla 99

ml deiyonize su ilave edilir

4. FEtil Asetat
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Metanol
Deiyonize Su

Metanol (%20): 1 Litrel lik meziirle 200 ml metanol o6l¢iiliir, iizeri deiyonize su bir litreye

tamamlanir.
Mobil Faz A: Metanol/Su (%30)/ (%70)
Mobil Faz B: Metanol

7.3. Numunenin Analiz,

O
O
[

4.0 gr kiyma haline getirilmis doku numunesi 50 mLlik santrifijj tiiptine alinir.
100 pl Internal standart ilave edilir. 15 saniye vorteks karistiricida karistirilir.
200 ul %1 Asetik Asit ilave edilir. 15 saniye vorteks karistiricida karistirilir.

10 mL Etil Asetat ilave edilir. 3 dakika vorteks karistiricida karistirilir.

i

4000 x g ‘de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonunda, tistteki berrak ¢ozeltiden pipet ile 7 ml
(2x3,5 ml) almnip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot akimi altinda 42°C sicaklikta ve 10.0 psi

basingta sar1 yagimsi kalint1 olusana kadar kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1,0 ml Metanol ilave edilir. Vorteksle 15 saniye karistirilir.
Ultrasonik banyoda 5 dk bekletilir.

Ultrasonik banyodan sonra tekrar vortekslenir. Tiipiin i¢indeki sivinin tamami enjektor ile
alinir. 0.45 mm filtreden eppendorf tiip igine siizilir.

Siiziilen kistmdan 500 pL viale alinir. Uzerine 500 uL. Metanol ( %20) ilave edilerek vortekslenir.
LC-MS/MS sistemine 20 pL enjeksiyon yapilir.

Matris Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

3 adet 4.0 mL blank Doku numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine alinr.

Uzerine agagidaki tabloya uygun Standart konsantrasyonundan ilave edilir.

Doku numunesindeki Konsantrasyon 50 ug/kg | 100pg/kg | 150 pg/kg

Eklenecek Standart Hacmi 50 pl 100 pl 150 ul
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7.4. LC-MS-MS ile Analiz
[] HPLC parametreleri
Gradient pompa programu:
Zaman

00:00

00:12

03:00

03:06

05:00

05:06

08.00

08:01

% A
80
20
20
0
0
80
80
80

% B
20
80
80
100
100
20
20
20

Flow
0.3
0.3
0.3
0,4
0,4
0,4
0.4
0,3

Akis hizi: 0.50 mL/dakika

Kolon: Benzimidazol Gurubu HPLC Kolonu 75x4,6 mm 5 p
Enjeksiyon hacmi: 20 uL

[] MS/MS parametreleri:
Ionization Mode
API Nebulizing gas pressure
Drying gas temperature
Drying gas pressure
Scan Time
SIM Width
Needle
Shield
Capillary
Detector
CID Gas Pressure
Spray Champer T

Mass peak width in amu

ESI +

55 psi
400 °C
35 psi
0.69 sec
2.0 amu
+ 5000V
+ 500V
70V

+ 1600 V
2.00 mTorr
65°C
Q1=1.5

Otomatik érnekleyici yikama solventi: 10 :90 metanol: su karigimi (h/h)

Q3=1.5
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[1 MS-MS tarama parametreleri

Analit

Albendazole

Albendazole Sulfon
Albendazole Sulfon-d3
Albendazole Sulfoxide
Albendazole Sulfoxide-d3
Albendazole-2-aminosulfon
Fenbendazole Sulfon
Fenbendazole Sulfon-d3
Flubendazole
Flubendazole-d3
Levamisol

Thiabendazole
Thiabendazole-13C6
Thiabendazole 5-OH
Ketotriklabendazole
Triklabendazole

MS
MH+
(m/z)

266

298

301

282

285

240

332

330

314

317

205

202

208

218
328,5
358,5

MS-MS
(m/z)

234
266
266
240
243
133
300
300
282
282
178
175
181
191
181,3
196,5

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \

Capillary

70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
70V
-70V
-70V

7.5.Analiz Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

1.

TESHISTE METOT BIRLIGI

Parcalama

Enerjisi

20
18
18
12
12
25
20
20
20
20
20
25
25
25
25
35

o e——

Dwell

Time

0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,027
0,046
0,027
0,027
0,027
0,200
0,100

Numune analizinin sonucunda standart ile ayni alikonma zamaninda pik bulunursa analiz

sonucu siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analizi edilir. Aksi

halde sonug¢ negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamad1”

seklinde raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayni alikonma zamaninda pik

bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlar1 tayin edilir. Piklerin alani konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.
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4. Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen pikin alani (y degeri) dogru denkleminde

(y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
[] Official Journal of the European Communities 2002/657/EC Council Directive 96/23/EC

concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results ,12 August

2002 implementing.

9. REVIZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

260 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

KAS DOKUDA ANTIKOKSIDIAL GRUBU
ILACLARIN LC-MS/MS ILE

ANALiZ METODU

1 AMAC

Kas dokusunda antikoksidial (lasolasid, maduramisin, monensin, narasin, salinomisin ve

nikarbazin) ilaglarin LC-MS/MS sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Antikoksidial (lasolasid, maduramisin, monensin, narasin, salinomisin ve nikarbazin) ilaglarin

yemde ekstraksiyon yontemini ve LC-MS/MS sistemi ile analizi metodunu igerir.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden geker ocak altinda ¢alisilmals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidur.

2. Standartlar numune hazirlanan ortamda hazirlanmamalidir.

3. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

4. Analizden 6nce analitlerin tespit limitleri (MRL varsa MRL diizeyinde) diizeyinde standart
karisimi enjeksiyonu yapilarak sistemin performansi kontrol edilir. Analize baglayabilmek i¢in
alikkonma zamanindaki sapmanin +%5’ten az ve piklerin alanlarindaki farkin +%10dan az

olmasi gerekir.

5. Kullanilan LC kolonu her seri analizden sonra temizlenip uygun ¢oziicii sisteminde

saklanmalidir.

6. Her seri analizden sonra cihazin tampon ¢ozelti gegen hatt1 su gegirilerek temizlenmeli, MS
sisteminin “cone” kismu su piiskiirtiilerek ya da ¢ok kirli ise yerinden ¢ikarilip yikanarak

temizlenmelidir.

7. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol test grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Test
Grafiginin Hazirlanmasi ve Kullanilmasi (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak

gerceklestirilir.
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8. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.

5 KISALTMALAR/TANIMLAR

Matriks Kalibrasyon Numunesi: Standart ile giiclendirilmis kas dokusu 6rnegi.
IS: Internal Standart

ES: Eksternal Standart

LC: Likit Kromatografi

LC/MS: Likit Kromatografi/Kiitle Spektrometresi
Alikonma Zamani (R ): Sinyalin olus zamani(pik zamani)
CC: Karar limiti

CC,: Tespit Limiti

MeOH: Methanol

ACN: Asetonitril

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot 3 asamada gergeklestirilir;

[J Antikoksidial ilaglarin asetonitril ile dokudan ayristirilmasi.

[0 Swvi-sivi ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayristiriimast.

[] LC-MS/MS sistemi ile numunelerin analizinin yapilmas.

7 TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. 50mllik PP santrifij tiipii

15ml'lik PP santrifiij tiipii

Tek kullanimlik PP spatiil

500 ml'lik beher

1 Llik balon joje

10 ml'lik balonjoje

250 ml'lik meziir

10-100 pl'lik tek kanalli otomatik pipet ve uglar1

¥ ® N S Uk »w DN

20-200 ul'lik tek kanalli otomatik pipet ve uglar
10. 100-1000 pl'lik tek kanalli otomatik pipet ve uglari
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

500-5000 pl'lik tek kanalli otomatik pipet ve uglari
Hassas terazi

Vorteks karistirici

Multireax

Sogutmali santrifiij

Azot evoparatorii

Ultrasonik su banyosu

Phenomenex Synergy Max RP 150mm x 2.00 4u
Thermo Finnigan TSQ LC-MS-MS sistem

7.2. Kullanilan Kimyasallar

© ® N NNk w N
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Deiyonize su

Asetonitril, (HPLC grade)
Metanol, (HPLC grade)
Amonyum asetat
Dimetilstilfoksit (DMSO)
Formik asit

NaOH

n-Hekzan, (Reagend grade)
Toluen, (Reagend grade)
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. Nikarbazin (4,4-dinitrocarbanilide(DNC) ve 4,6-dimetil-2-pirimidinol(HDP) den olusan

ikili kompleks) veya saf olarak 4,4-dinitrocarbanilide (DNC)

Narasin

Salinomycin SV Sodium Salt Penta Hemihydrate
Monensin Sodium Salt Hydrate

Lasalocid A Sodium Salt

Maduramisin ammonium

Nigerisin Sodium Salt

Kullanilan Coziiciiler

1- A:0,02 M Amonyum Asetat: 0,7708 g amonyum asetat 500 ml'lik balon joje igerisine tartilarak

deiyonize su ile ¢ozdiiriiliir. 250 pl asetik asit konulur. Balon jojenin isaret ¢izgisine kadar su ile
doldurulur. 30 dk ultrasonik banyoda bekletildikten sonra kullanilir.

2 - B:Asetonitril + %0,1 Formik asit (B): 500 ml lik balonjoje igerisine doldurulan asetonitril den
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0,5 ml alinarak atilir. Uzerine 0,5 ml formik asit eklenip 15 dk ultrasonik banyoda bekletildikten
sonra mobil faz sigesine aktarilir. 30 dak. ultrasonik banyoda bekletildikten sonra kullanilir.

3- 0,1 M NaOH: 2 g NaOH 500 ml'lik balonjoje icerisine tartihr. DIS ile Soguk su altinda
gozdiiriilerek 500 ml tamamlanir. 30 dk. Ultrasonik banyoda bekletidikten sonra kullanilir.
Standart Solusyonlar:

1.Stok Standart Cozeltisi (1 mg/ml)S: Her bir standart madde ayr1 hazirlanir. Standartlardan
10 mg+0.1 tartilarak 10 mI'lik cam balona alinir. Nikarbazine 10 ml 1/1 oraninda MeOH/DMSO
digerlerine Metanol eklenir. Coziiniinceye kadar ultrasonik banyo ve vortekste birakilir. Hazirlanan

gozeltilerin konsantrasyonu 1 mg/mldir. Bu ¢ozeltiler derin dondurucuda saklandiginda g ay
stabildir.

2.Spike ¢alisma Eksternal Standart Cozeltisi (ES): (100 ug/ml):: Miks olarak Tiim stok standart
¢ozeltilerden 2 ml alinarak methanol ile 20 ml tamamlanarak hazirlanir.

4 Nigerisin Stok Standart Cozeltisi (1 mg/ml): Nigerisin standardindan 10 mg+0.1 tartilarak 10
ml’lik cam balona alinir. Uzerine 10 ml Metanol eklenir. Céziiniinceye kadar ultrasonik banyo ve
vortekste birakilir. Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu 1 mg/mldir. Bu ¢ozelti derin dondurucuda
saklandiginda ti¢ ay stabildir.

5. Spike ¢alisma Internal Standart Cozeltisi (IS): (100 pg/ml): Hazirlanan nigerisin stok
standardindan 2 ml+0.01 ml 20 mllik cam balona alinir. Asetonitril ile 20 mle tamamlanir.

Hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu 100 pg/mldir.

Standart Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmast:

Spike Miks .

NO. Calisma Cozeltisi (IS) Toplam Final Enjeksiyon
Standardi ES

SL ] alinacak miktar (pL) Cozeltisi miktar1(uL)
aliacak miktar (ulL)

SL1 10 100 20/80 oarninda 10

SL2 |50 100 mobilfaz A dan 10

SL3 |250 100 ve Mobilfaz B den | 10

SL4 [500 100 alinarak 20 ml 10

SL5 |1000 100 tamamlanir. 10

Matriks Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmast:

) IS
No. |ES (IS) (ma/kg) |( 1n/ Analit Toplam 1S (ug)
m m .
ML | (uL) (L) 8158 kgf (1g) Cézelti Hs
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ML1 [0 100 0 2 0 10
ML2 |50 100 1 2 5 10
ML3 | 250 100 5 2 25 1 ml 10
ML4 | 500 100 10 2 50 10
MLS5 | 1000 100 20 2 100 10
*10 pul enjeksiyon yapilir.

7.3. Numunenin Analiz,

R [ [ s [ [ [ |

50ml'lik santrifijj tiipiine 5.0g numune tartilir,

Uzerine 2 ml saf su ve 13ml methanol eklenir.

10 dakika multi-reaks da karistirilr.

4°C, 3000 gde 10dk. santrifiij edilir,

Santrifiij sonunda st fazin 2,5 mlsi 50 mI'lik santrifijj tiipiine aktarilir.

4 ml 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile 10ml Hekzan + Toluen (2:1) ¢ozeltisi eklenir,
30sn vorteks karistirici ile karistirilir ve sonra 2000 gde 10dk santrifiij edilir.
Santrifiij sonunda tist fazdan 7 ml ayrilarak 15 mI'lik deney tiiptine aktarilr.
Bu faz N, altinda 40°Cde ugurulur,

Tiiplere Mobilfaz A (0,02M amonyum asetat) /| ACN (20/80) karisimindan 1 ml ilave edilir.
10 dakika multi-reaks da karigtirilir.

0,45um’lik RC filtreden geirilip viale aktarilir.

10 pl enjeksiyon yapilir.

7.4. LC-MS/MS ile Analizi
LC- TSQ EKIPMAN

1.

2
3.
4

Surveyor Autosampler (AS)

Surveyor LC pump

ThermoFinnigan TSQ mass spectrometer AM (accurate mass)
The software and firmware:

Xcalibur 1.4 SP2 for Surveyor AS and LC pump

Xcalibur 1.3 TF1 for TSQ Quantum

Surveyor Autosampler (AS)

Needle height from bottom :2.0mm.
Injection volume and mode : 50 pl,
Post-injection valve switch time ~ : 0.0 min
Loop loading speed :5ul/s
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Syringe speed 18 ul/s

Flush/Wash source : 20/80 (v/v) methanol/su.

Flush/Wash volume : 1500 pl

Flush speed :250 pl/s

Tray temperature control :4°C

Column Oven Control :40°C

Surveyor LC pump

Column : Phenomenex Synergy Max RP 2.1x150mm 5u

Mobile faz A :0.02 M Amonyum asetat

Mobile faz B : Asetonitril + %0,1 Formik Asit

Analiz siiresi : 15 dakika

Akis hizi :0.25 ml/dk

Akis Program:
Zaman (dk) Akis Hizi (ml/dk) | Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 0,25 15 85
5 0,25 15 85
6 0,25 00 100
9 0,25 00 100
10 0,25 15 85
15 0,25 15 85

MS dedektor: Thermo Finnigan TSQ LC-MS-MS

Ionization Mode +/-ESI  /SRM
API Nebulizing gas pressure 55 psi

Drying gas temperature 350°C

Drying gas pressure 10 psi

Scan Time 0.700 sec

SIM Width 0,01 amu
Needle —4500/ + 5000V
Shield + 500V
Capillary 50V

Detector +1750 V
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CID Gas Pressure 1,50 mfforr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Q1=0.7 Q3=0.7

Taranacak iyon degerleri :
Isim Ana Iyon Uriin Iyonlar
Nikarbazin 301.1 137 - 107
Lasolasid 6134 377 - 359
Monensin 693.5 461 - 675
Salinomisin 773.5 431 - 531
Narasin 787.5 431 - 531
Maduramisin 934.8 647 - 629

Yapilan Spike ¢aligmalar1 Konsantrasyon ve tarih girilerek C:\ Xcalibur \ Data \ Grup ad1 \ Analiz
yil1 \ Matriks \ Performans klasoriine kaydedilir.

Merlin programi kullanilarak elde edilen sonuglar C:\ Xcalibur \ Data \ Grup adi \ Analiz yili \
Matriks \ Raporlar klasoriine kaydedilir.

7.5. Analiz Sonuglarmin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi
Negatif sonuglar “ Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir ” seklinde raporlanir.

Analiz sonucunda matrik spike analizinde elde edilen pikin RT si ile numuneden elde edilen pikin

RT si % 20 fark ile tutuyorsa, o numune i¢in pozitif olma olasilig iizerinde durulur.

LC-MS/MS analizlerinde Analiz sonucunda Pozitif oldugu diistiniilen numunenin kii¢tik pikin
alani ile biiyiik pikin alanlarinin oranlari, matriks spike tan elde edilen parcalanmis iyonlarin

oranlart ile karsilastirihir. % 20 fark ile tutuyorsa pozitiftir denir.

Pozitif sonuglarin miktar tayini i¢in kontrol numuneleri ile hazirlanan matriks kalibrasyon egrisi
kullanilir.

Analiz sonucunda elde edilen piklerin alani eklenen standardin numunedeki konsantrasyonuna
karg1 grafige gecirilir (y: Piklerin alani, x: Konsantrasyon )

Elde edilen kalibrasyon grafiginin dogru denklemi (y = ax + b ) kullanilarak pozitif numunelerde

tespit edilen madde miktar1 hesaplanir. (y: Piklerin alani, x:Konsantrasyon, a ve b: Dogrudan
bulunan sabit sayilar).

Tespit edilen miktar(pg/kg) : x = (y + b )/a seklinde hesaplanir.
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9. REVIZYON
Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadur.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE LEVAMIZOL VE BENZIMIDAZOL GRUBU
ILAC KALINTILARININ LC-MSMS ILE

ANALIZI METODU

1. AMAC

Bu analiz metodu siitte levamizol ve benzimidazol gurubu antihelmintiklerin ve

metabolitlerinin LC MS MS kiitle spektorometresiyle analiz edilmesini amaglar

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, siitte Levamizol ve Benzimidazol gurubu ve metabolitlerinin (albendazole,
albendazole sulfon, albendazole sulfoxide, albendazole-2-aminosulfon, fenbendazole
sulfon, flubendazole, ketotriklabendazole, levamisol, thiabendazole, thiabendazole 5-oh,

triklabendazole) ilag kalintilarinin LC-MS/MS sistemi ile analizini kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1 Kullanilan kimyasal maddeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢alisilmali,

onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2 Bulasma olasiligina kars: tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve gii¢lii bir organik ¢oziicti ile temizlenmelidir.

3 Her analizden 6nce cihaza 100 ng/mllik standart enjeksiyon yapilip sonug 6nceki

analizlerle kargilastirilarak sistemin performansi kontrol edilir.

4 Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanmali, grafiginin
hazirlanmas1 ve kullanilmasi, (P.19) Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak
gerceklestirilmelidir.

5 Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar arasi prosediirler dikkate alinmali, konuileilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
HPLC: Yiiksek Performansli Likit Kromatografi

www.tarim.gov.tr 269




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

LC/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

ES: Eksternal standart

PP: Polipropilen

LOD: Tayin limiti (Limit of detection)
LOQ: Ol¢iim limiti (Limit of quantitation)
CCa: Karar limiti

CCp: Saptama yetenegi

CV: Tekraredilebilirlik (Repeatibility)
MW molekiil agirhig

S1 Benzimidazol standart karigimi

R1 Benzimidazol internal standart karisimi

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu analiz metodu siitte Levamizol ve Benzimidazol gurubu antihelmintiklerin ve
metabolitlerinin LC-MS MS kiitle spektorometresiyle analiz edilmesini saglayan hasas bir
metotur. Analiz metodu benzimidazol gurubu ve levamizol gurubu etken maddelerinin
ve metabolitlerinin pek ¢ogunun bir arada bakilmasini saglayan bir metotur. Bu metotla
analizler iki asamada gergeklestirilir;

1. Siitiin analize hazirlanmasi

2. LC-MS/MS ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

1. PP Santrifiij tipi 15 mLlik

Enjektor 5 mLlik

Filtre 0.45 pm

Ependrof tiipii

Pipet ucu (200, 1000 ve 5000 uLlik)

Ayarlanabilir pipet 100-200 pL (Ependrof Seri No:06102815)
Ayarlanabilir pipet 200-1000 pL (Ependrof, Seri No:08121321)
Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL (Ependrof, Seri No:08121321)
Hassas terazi (GB 10288)

¥ ® N & Uk » D
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10. Multireaks vorteks (253030604010507000009)

11. Sogutmali santrifiij (GB 9969 ve GB 10439 )

12. Benzimidazol Gurubu HPLC Kolonu 75x4,6 mm 5

13. Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS

14. Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.1)

7.2. Kullanilan Kimyasallar

[] Standart karisimi (S1) ve i¢ standart karisimi (R1):

S1 Benzimidazole standart karisim standardinin icerigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon pg/L (ppb)

Albendazole 265 4000
Albendazole Sulfon 297 4000
Albendazole Sulfoxide 281 4000
Albendazole-2-aminosulfon 239 4000
Fenbendazole Sulfon 331 400
Flubendazole 313 2000
Ketotriklabendazole 329 4000
Levamisol 204 400
Thiabendazole 201 4000
Thiabendazole 5-OH 217 4000
Triklabendazole 359 4000

R1 i¢ standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon pg/L (ppb)

Albendazole Sulfon-d3 300 4000
Albendazole Sulfoxide-d3 284 4000
Fenbendazole Sulfon-d3 334 400
Flubendazole-d3 316 2000
Thiabendazole-13C6 207 4000

ST Standart karisimi ve R1 i¢ standart: Derin dondurucuda (-20 °C) saklanmalidir.

Diger reaktifler oda sicakliginda saklanmalidur.

[] Asetik Asit Merck

[ Asetik Asit (%1):100 ml Bir siseye pipetle 1 mlasetik asitalinir Uzerine Meziir yardimiyla
99 ml deiyonize su ilave edilir

[] Etil Asetat Merck
Metanol Merck
[] Deiyonize Su

—
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[
[

Metanol (%20): 1 Litrel lik meziirle 200 ml metanol 6lgiiliir, iizeri deiyonize su bir litreye
tamamlanir.

Mobil Faz A: Metanol/Su (%30)/ (%70)/
Mobil Faz B: Metanol

7.3. Numunenin Analizi

A

Homojen hale getirilmis siit numunesinden 4 ml, 50 mLlik santrifij tiiptine alinir.
100 pl Internal standart ilave edilir. 15 saniye vorteks karistiricida karigtirilir.

200 pl %1 Asetik Asit ilave edilir. 15 saniye vorteks karistiricida karigtirilir.

10 mL Etil Asetat ilave edilir. 3 dakika vorteks karistiricida karistirilir.

4000 x g ‘de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonunda, Gistteki berrak ¢ozeltiden pipet
ile 7 ml (2x3,5 ml) alinip 15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve azot akimi altinda 42°C sicaklikta

ve 10.0 psi basingta sar1 yagimsi kalint1 olusana kadar kurutulur.

Kurutma isleminden sonra tiipe 1,0 ml Metanol ilave edilir. Vorteksle 15 saniye karistirilir.
Ultrasonik banyoda 5 dk bekletilir.

Ultrasonik banyodan sonra tekrar vortekslenir. Tiipiin i¢indeki sivinin tamami enjektor

ile alinir. 0.45 mm filtreden eppendorf tiip igine siiziiliir.

Siiziilen kisimdan 500 pL viale alinir. Uzerine 500 pL Metanol ( %20) ilave edilerek
vortekslenir. LC-MS/MS sistemine 20 pL enjeksiyon yapilir.

Matris Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

[] 3adet4.0 mL blank Siit numunesi 50 mLlik santrifiij tiipiine alinir.
[] Uzerine asagidaki tabloya uygun Standart konsantrasyonundan ilave edilir.
; . . 50 pg/
Stit numunesindeki Konsantrasyon K 100ug/kg 150 pg/kg
g
Eklenecek Standart Hacmi 50 ul 100 pl 150 pl
[l Hazirlanan bu numunelere 7.2.1.2-7.2.1.4 numarali islemler uygulanir.
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7.4. LC-MS-MS ile Analiz
[l HPLC parametreleri
Gradient pompa programi:
Zaman % A % B Flow
00:00 80 20 0.3
00:12 20 80 0.3
03:00 20 80 0.3
03:06 0 100 0,4
05:00 0 100 0,4
05:06 80 20 0,4
08.00 80 20 0.4
08:01 80 20 0,3
Kolon: Benzimidazol Gurubu HPLC Kolonu 75x4,6 mm 5 p
Akis hizi: 0.50 mL/dakika
Enjeksiyon hacmi: 20 pLb
Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 10 :90 metanol: su karisimi (h/h)
[l MS/MS parametreleri:
Ionization Mode ESI +
API Nebulizing gas pressure 55 psi
Drying gas temperature 400 °C
Drying gas pressure 35 psi
Scan Time 0.69 sec
SIM Width 2.0 amu
Needle + 5000V
Shield + 500V
Capillary 70V
Detector + 1600 V
CID Gas Pressure 2.00 mTorr
Spray Champer T 65°C
Mass peak width in amu Ql1=15 Q3=1.5
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[ MS-MS tarama parametreleri

MS
MS-MS Parcalama | Dwell
Analit MH+ Capillary
(m/z) Enerjisi Time
(m/z)

Albendazole 266 234 70V 20 0,027
Albendazole Sulfon 298 266 70V 18 0,027
Albendazole Sulfon-d3 301 266 70V 18 0,027
Albendazole Sulfoxide 282 240 70V 12 0,027
Albendazole Sulfoxide-d3 285 243 70V 12 0,027

Albendazole-2-
240 133 70V 25 0,027

aminosulfon

Fenbendazole Sulfon 332 300 70V 20 0,027
Fenbendazole Sulfon-d3 330 300 70V 20 0,027
Flubendazole 314 282 70V 20 0,027
Flubendazole-d3 317 282 70V 20 0,027
Levamisol 205 178 70V 20 0,046
Thiabendazole 202 175 70V 25 0,027
Thiabendazole-13C6 208 181 70V 25 0,027
Thiabendazole 5-OH 218 191 70V 25 0,027
Ketotriklabendazole 328,5 181,3 -70V 25 0,200
Triklabendazole 358,5 196,5 -70V 35 0,100

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz
sonucu siipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amaciyla tekrar analizi edilir.
Aksi halde sonug negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Diizeyde Bulunamadi.”

seklinde raporlanir.

Siipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik
bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama agagidaki sekilde yapilir.
Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili

piklerin alanlari tayin edilir. Piklerin alan1 konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.
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Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen tetrasiklin pikinin alani (y degeri) dogru

denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanur.

Analiz Sonucu (pg/kg) : x=(y-b)/a

. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

Pendik VKE Dokiiman Veri Kontrol Prosediirii

Pendik VKE Metot Validasyonu Prosediirii

Pendik VKE Kalite Kontrol Prosediirii

Official Journal of the European Communities 2002/657/EC Council Directive 96/23/EC

concerning the performance of analytical methods and the interpretation of results ,12

BowoN = o®

August 2002 implementing.
5. Gowik, P, Polzer J., AV 014-01-V06 Proceedings for the Validation of Test Methods 2003

9. REVIZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan revizyonlar asagidaki tabloda yer almaktadur.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SUTTE AVERMEKTIN GRUBU ILAC
KALINTILARININ LC-MSMS ILE

ANALIZI METODU
1. AMAC

Bu test prosediirii, siit numunelerinde Avermektin grubu (ivermektin, abamektin, doramektin,

moksidektin, eprinomektin) ilag kalintilarinin tespiti ve miktar tayini amaciyla kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, siit numunelerinde Avermektin grubu ila¢ kalintilarinin ekstraksiyonu ve LC-MS/MS ile

dogrulama metodunu igerir.
Avermektinler:

Ivermektin, Abamektin, Doramektin, Moksidektin, Eprinomektin, Selamektin (IS).

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullamilan kimyasal malzemeler toksik ozellik gosterdiginden geker ocak altinda caligiimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidur.

2. Standartlar, numune hazirlanan ortamda hazirlanmamalidir.

3. Bulagma olasihigina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

4. Analizden Once analitlerin tespit limitleri (MKL varsa MKL diizeyinde) diizeyinde standart
karisimi enjeksiyonu yapilarak sistemin performansi kontrol edilir. Analize baslayabilmek i¢in
alikonma zamanindaki sapmanin +%5’ten az ve piklerin alanlarindaki farkin +%10dan az

olmasi gerekir.
5.Kullanilan LCkolonu her seri analizden sonra temizlenip uygun ¢oziicii sisteminde saklanmalidur.
6. Her seri analizden sonra cihazin tampon ¢ozelti gecen hatt1 su gegirilerek temizlenmeli, MS
sisteminin “cone” kismi su piiskiirtiilerek ya da ¢ok kirli ise yerinden ¢ikarilip yikanarak

temizlenmelidir.

7. Numuneler, analizi yapilana kadar derin dondurucuda saklanmalidir. Analiz sonucu
raporlandirilan numunelerden sonucu negatif olanlar imha edilir, pozitif olanlar ise derin

dondurucuda bir yil saklanir.

276 TESHISTE METOT BIRLIGI




6.

s [ s [ [ [ [ o A

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

Analiz kalitesinin kontrolii icin bir kalite kontrol test grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol
Test Grafiginin Hazirlanmasi ve Kullanilmas: Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak
gerceklestirilir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

KISALTMALAR/ TANIMLAR

CC Karar limiti

CC, Tespit Limiti

Kontrol Numunesi: Standart ile gii¢lendirilmis rnek.
LC: Likit Kromatografi

LC-MS/MS: Likit Kromatografi-Kiitle Spektrometresi/Kiitle Spektrometresi
APCI: Atmosferik Basingta Kimyasal Iyonizasyon
DIS: Deiyonize su

MGPL: Minimum Gerekli Performans Limit

MKL: Maksimum Kalint1 Limiti

MeCN: Asetonitril

MeOH: Metanol

IS: Internal Standart

N : Azot

S, :Stok Standart

0

PP: Polipropilen Santriftij Tiip

TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

O
O

Protein ¢oktiiriilmesi ve uzaklastirilmasi

LC-MS/MS ile dogrulama analizi

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

O
O
O

15 ml'lik PP santriftj tiipii
50 ml'lik PP santrifiij tiipii
Enjektor 2 ml
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Enjektor filtresi (0,45 pm)

1,8 ml vial ve 500 pl insert vial
1000 mI'lik balon joje

10 mI'lik balonjoje

250 ml'lik meziir

Hassas terazi

Multireaks

Sogutmali santrifiij

Numune yogunlastirict
Ultrasonik banyo

Otomatik pipetler (100, 200, 1000, 5000 pl)

I s [y [y [ [y [ B |

Thermo Finnigan TSQ Quantum
-Surveyor AS

-Sureveyor LC pompa

-TSQ Quantum

- Yazilim ve {iriin bilgisi

= Xcalibur 1.4 SP1 for Surveyor AS and LC pump
= Xcalibur 1.4 for TSQ Quantum

» The firmware 1.4 for Surveyor AS
7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Ivermektin

Eprinomektin

Selamektin

Abamektin

Doramektin

Moksidektin

Asetonitril

Trietilamin

Sodyum Kkloriir

[ [ I [ |

Deiyonize su
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Cozeltiler;
1. %0.1’lik TEA Cozeltisi: 1000 pl TEA (7.2.9) alinarak Deiyonize su (7.2.11) ile 1000
mle tamamlanur.

2. 3M NaCl Cozeltisi: 175,5 g NaCl tartilarak 1000 ml deionize suda ¢ozdiiriiliir.

3. Stok Standart ve Calisma Cozeltilerin Hazirlanmasi

Avermektin-S Stok ¢ozeltisi:

Her bir standart madde 10 mg+0.05 tartilarak 10 mI'lik cam balona alinir. 10 ml Asetonitril eklenir.
Coziintinceye kadar ultrasonik banyo ve vortekste birakilir. Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu
1 mg/mldir.

Avermektin S, calisma ¢ozeltisi,

Avermektin-S stok soliisyonundan 1 ml+0.01 ml alnarak 10 mI'lik cam balon alinir. Asetonitril ile

10 mle tamamlanir. Hazirlanan ¢ozeltinin konsantrasyonu 100 pg/mldir.

Avermektin S, ¢alisma ¢ozeltisi,

Avermektin-S, soliisyonundan 1 ml+0.01 ml alinarak 10 mlI'lik cam balon alinir. Asetonitril ile 10
mle tamamlanir. Hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu 10 pg/mldir.

4. Siit numuneleri i¢in spike ¢ozeltisinin hazirlanmasz:

Siit spike gozeltisi, Tablo 1debelirtildigi gibi eprinomektin 0,5 ng/ul, abamektin 0,5 ng/pl, doramektin
0,5 ng/ul, ivermektin 0,5 ng/pl ve moksidektin 1 ng/pl icerek sekilde 100 ml olarak hazirlanir. Bu
amagla, eprinomektin S, ¢alisma ¢ozeltisinden 0,5 ml, abamektin S, ¢alisma ¢ozeltisinden 0,5
ml, doramektin S, ¢aligma ¢ozeltisinden 0,5 ml, ivermektin S, ¢alisma ¢ozeltisinden 0,5 ml ve

moksidektin S ¢alisma ¢ozeltisinden 1 ml aliarak metanol ile 100 mle tamamlanur.
5. Internal Standart Cozeltisinin hazirlanmast:

Internal standart olarak selamektin kullanilir. Internal standart ¢6zeltisi de 3 ng/ul olacak sekilde

hazirlanir. Selamektin S, ¢aligma ¢6zeltisinden 3 ml alinarak 100 mle tamamlanur.
6. Final Cozeltisi:
99,9 ml Asetonitril iizerine 100 pl %0,1 TEA ¢ozeltisinde ilave edilerek 100 ml hazirlanir.
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Tablo 1: Siit numunelerinde uygulanacak yiiklemeler

Alimacak | Analit
0.5 MRL/ | 1 MRL/ 1.5 MRL/ | MRL
Analit miktar konsantrasyonu
1MGPL |2MGPL |3MGPL | pg/kg
(ml) (100 ml)
Eprinomektin | 0,5 (S,) 0,5ng /ul 20 pg/kg
Abamektin 0,5 (S,) 0,05 ng /ul 0 ug/kg
Doramektin 0,5 (S,) w,05 ng /ul 100 pl 200 ul 300 pl 0 pg/kg
Moksidektin | 0,1 (S,) 1 ng /ul 40 pg/kg
Ivermektin 0,5(S,) 0,05 ng /ul 0 pg/kg
Selamektin (Internal Standart) (3 ng/ pl)

7.3. Numune Hazirlanmasi
1 Homojen hale getirilen siit numunesinden 5 ml alinir ve 50 ml'lik santrifij tiiptine koyulur.

2 Spike amaciyla Tablo 1de belirtilen sekilde yiiklemeler yapilir ve 30 dakika calkalayicida
bekletilir.

10 ml asetonitril ilave edilir tekrar 15 dk vortekste karistirilir.
5ml 3 M NaCl ilave edilir, 5 dk vortekste karistirilir.

10 dakika 4000 g de +4 °Cde santrifiij edilir.

Ust faz dan 5 ml alinarak 15’lik PP tiipe aktarilir.

Tiipler 40 °Cde N, gaz1 altinda ugurulur.

Kurutulan tiiplere 500 pl final ¢ozeltisiltACN, %0,1 TEA) ilave edilerek 15 dk multireakste
karistirilir.

® X N U A W

9 Enjektor filtrelerden gegirilerek insort viallere aktarilir.
10 50 ul enjeksiyon yapilr.

7.4. Cihaz Parametreleri

LC-MS/MS ile ilgili parametreler;

TSQ QUANTUM EKIPMAN (Thermo Finnigan )
1. Surveyor Autosampler (AS)

Enjeksiyon hacmi 25 ul,

ignenin dipten yiiksekligi :1,8 mm.

Siringa hiz1 :8 ul/s

Akis hacmi: :1000 pl
Akis/yikama kaynagi :20/80 (v/v) methanol/su.
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Yikama hacmi :2500 pl
Yikama hiz1 :250 pl/s
Enj. sonrasi valf degisim siiresi :0.0 min
Loop yiikleme hiz1 :5ul/s
Enjeksiyon modu :Kismi valf
Autosampler 1s1 kontrol :10°C
Kolon 1s1 kontrol :40°C
Surveyor LC pump

Mobile faz A :Asetonitril (%85)

Mobile faz B : Trietilamin (%0.1)(%15)
Analiz siiresi : 10 dakika

Akis hizi :0.3 ml/dak.

Kolon : Zorbax Extend C18, 150x2.00, 5 pm

2. Thermo Finnigan TSQ

Cihaz : TSQ Termo Finnigan

fyon Source : ESI

Source Sicaklig :400°C

Tarama sekli : SRM

Auxe gaz : 10

Spray gaz 160

Argon gaz 1
Analit Ana fyon 1.Uriin 2.Uriin Collision energy Polarty
Abamektin 871.40 565.20 229.10 26/36 -
Ivermektin 873.50 567.30 228.70 26/30 -
Moksidektin 638.50 528.30 236.10 20/30 -
Eprinomektin 912.50 565.40 269,90 26/30 -
Doramektin 897.50 591.30 229.10 26/35 -
Selamektin 768.40 750.20 722.20 24/24 -
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Sorumlu pik alanlar1 kullanilarak matriks kalibrasyon egrisinin lineer regresyonu elde edilir. Elde

edilen bu degerle her bir analittteki varolabilecek miktarlar hesaplanabilir.

x=(y-a)/b

b=b=(nSxy,- Sx Sy)/ \ {nSx* - (§x)°}

a=(Sy-bSx)/n

x: Ornekteki analite konsantrasyonu (mg 1)

x: i.nci standartin analit konsantrasyonu (mg 1)

a: Kalibrasyon egrisinin intercepti

b: Kalibrasyon egrisinin egimi

y: Ornekteki analit pikinin alan1

y;: L.nci analit pik alam

n: her bir konsantrasyon araligindaki analiz say1st

Pozitif sonuglar icin hesaplama kontrol numunelerinin analizi ile elde edilen kalibrasyon grafiginin
dogru denklemi (y = ax + b ) kullanilarak hesaplanir. (y: Piklerin alani, x:Konsantrasyon, a ve b:
Dogrudan bulunan sabit sayilar).

Tespit edilen miktar (mg/kg) : x=(y+b)/a

Validasyon datalari, 2002/657/EC direktifine uyumlu, Metot Validasyon Prosediiriine goére

belirlenmistir.

Not: Farkli laboratuar sartlarinda, metot taniminda sunulan karakterlerin performanslarinda
farkliliklar olugabilir. Bu yilizden, parametreler tiim ¢alismalarda her laboratuar tarafindan yeniden

belirlenmeli ve diizenli olarak dogrulanmalidur.
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. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
1. DurdenD. A. (2007). Positive and negative electrosprey LC-MS-MS methods for quantitationof

o0

the antiparasitic endectocide drugs, abamectin, doramectin, emamectin, eprinomectin,
ivermektin, moxidectin and selamectin in milk. Journal Chromatography B. Analyte Technocol.
Biomed. Life Sci. 2. 850(1-2), 134-46.

2. Metot Validasyon Prosediiri, P 13.

3. Kalite Kontrol Prosediiri, P 19.

4. Piotr JEDZINIAK et al. (2009). Multi-Residue Screening Method fort the Determination
of Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug Residues in Cow’s Milk with HPLC-UV and its
Application to Meloxicam Residue Depletion Study. Bull Vet Ins Pulawy. 53, 731-739.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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YUMURTADA ANTIKOKSIDIAL GRUBU ILAC
KALINTILARININ LC-MS/MS ILE

ANALIZI METODU

1 AMAC

Yumurta da Antikoksidial (lasolasid, maduramisin, monensin, narasin, salinomisin ve nikarbazin)

ila¢ kalintilarmin LC-MS/MS Sistemi ile analizlerinin yapilmasi.

2 UYGULAMA ALANI

Antikoksidial (lasolasid, maduramisin, monensin, narasin, salinomisin ve nikarbazin) ilag

kalintilarinin ekstraksiyon yontemini, LC-MS/MS sistemi ile analizini ierir.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

1. Kullanilan kimyasal malzemeler toksik 6zellik gosterdiginden ¢eker ocak altinda ¢alistimals,
onliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalidir.

2. Bulasma olasiligina karsi tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, eger cam malzeme

kullanmak gerekiyorsa bunlar kromik asit ve giiclii bir organik ¢oziicii ile temizlenmelidir.

3. Analiz kalitesinin kontrolii i¢in bir kalite kontrol grafigi hazirlanir. Kalite Kontrol Grafiginin

hazirlanmasi ve Kullanilmas: Kalite Kontrol Prosediiriine uygun olarak gerceklestirilir.

4. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii attk malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/

Uluslar aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5 TANIMLAR

HPLC: Yiiksek Performansh Likit Kromatografi
LC-MS/MS: Likit Kromatografi / Kiitle Spektrometresi
ESI: Elektro sprey iyonizasyon

IS: Internal standart (I¢ standart)

ES: Eksternal standart

LOD: Tayin limiti (Limit of detection)
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LOQ: Olgiim limiti (Limit of quantitation)

CCa: Karar limiti

CCy: Tespit Limiti

PP: Polipropilen

6

TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot 3 asamada gerceklestirilir;

L.
2.
3.

7

Antikoksidial ilaglarin metanolle ile yumurtadan ayristirilmasi.
Sivi-sv1 ekstraksiyonu ile analitlerin kirliliklerden ayrigtirilmasi.

LC-MS/MS sistemi ile tarama analizinin yapilmasi

TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Kullanilan Ekipman

[

N OOOoOoOo@OoO@Oo@QOo@Ooo@.d &

I [ [ I [ |

PP Santrifiyj tiipti 15 mLlik

Enjektor 2 mLlik

0.45 mikron filtre

Pipet ucu (200-5000 pLlik)

Ayarlanabilir pipet20-200 puL

Ayarlanabilir pipet 1000-5000 pL

Hassas Terazi (GB 10288)

Multireaks Vorteks

Sogutmali Santrifiij

Zivak Tandem Gold Triple Quadrapole LC-MS-MS
Kromatografik program: Tandem Gold Workstation (Version 6.9.2)

.2. Kullanilan Kimyasallar

S1: Antikoksidial analizi i¢in ES (-20 °Cde saklanmalidir)

R1: Nigersin IS (1ppm) (-20 °Cde saklanmalidir)

R2: %5 Methanol (Oda sicakliginda saklanmalidur.)

R3: Asetonitril (Oda sicakliginda saklanmalidir).

Mobil Faz A: %60 Methanol %40 Su %0.04 Formik Asit (Oda sicakliginda Saklanmalidur. )
Mobil Faz B: Asetonitril %0.1 Formik Asit (Oda sicakhiginda saklanmalidur.
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S1 Antikoksidial standart karisimi icerigi ve konsantrasyonlari

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
Monensin 671 160
Narasin 765 1000
Lasolasid A 591 400
Salinomisin 751 400
Maduramisin 917 400
Nikarbazin 426 400

R1 i standart ve konsantrasyonu

Analit MW Konsantrasyon ug/L (ppb)
Nigerisin 725 1000

7.3. Numunenin Analizi

Numunenin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon

[0 Homojen hale getirilen 2,0 g yumurta numunesi, 15 ml'lik PP santrifijj tiiptine alinir.
[J 100 ul R1 ve 2 ml R2 ilave edilir.15 saniye vorteks karistiricida karistirilr.

[ 6 mlR3ilave edilir. 2 dk vorteks karistiricida karistirilir.
O

4000 gde 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonunda, iistteki berrak ¢ozeltiden enjektor ile
alinir.0.45 um filtreden siiziilerek viale alinir. LC-MS/MS sistemine 20 ul enjeksiyon yapilr.

Matris Standardinin Analize Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon
[ 3 adet 2.0 g cirpilip homojen hale getirilmis blank yumurta numunesi 15 mLlik santrifiij

tiiptine alinir.

[0 Uzerine asagidaki tabloya uygun S1 ilave edilir.

Eklenecek Standart Hacmi 50 uL | 100 pL 1:]?

Monensin 4 8 12

Narasin 25 50 75

Dokudaki Konsantrasyon Lasolasid A 10 20 30
(ug/kg) Salinomisin 10 20 30
Maduramisin 10 20 30

Nikarbazin 10 20 30
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HPLC parametreleri
Gradient pompa programi:
Zaman % A % B Flow
00:00 70 30 0.5
02:00 70 30 0.5
05:30 0 100 0.5
09:30 0 100 0.5
09:31 70 30 0.5
13:00 70 30 0.5
Kolon: Antikoksidial grubu HPLC kolonu 75x3,0 mm 4 u (ZIVAK)
Akas hizi: 0.50 ml/dak
Enjeksiyon hacmi: 20uL
Otomatik 6rnekleyici yikama solventi: 15:85 MeOH: Su karisimu (h/h)
MS/MS parametreleri:

Ionization Mode ESI (+), ESI (-)

API Nebulizing gas pressure 55 psi

Drying gas temperature 250°C

Drying gas pressure 32 psi

Scan Time 0.90 sec

SIM Width 1.5 amu

Needle + 5000V

Shield + 600V

Capillary 30V

Detector + 1600 V

CID Gas Pressure 2.00 mTorr

Spray Champer T 65°C

Mass peak width in amu Q1=1.5 Q3=1.5
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MS-MS tarama parametreleri

M
MS-MS Parcalama | Dwell
Analit MH+ Capillary L .
(m/z) Enerjisi Time
(m/z)
Nikarbazin (-) 300,7 136,6 30V 10 0,150
Lasolasid A (-) 589 234,6 30V 35 0,150
Monensin 693 675 30V 35 0,100
Nigerisin 742 657 30V 30 0,100
Salinomisin 773 431 30V 45 0,100
Narasin 787 431 30V 45 0,100
Maduramisin 939 877 30V 20 0,100

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplanmasi

Numune analizinin sonucunda standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik bulunursa analiz sonucu

stipheli olarak degerlendirilir ve numune kontrol amacryla tekrar analiz edilir. Aksi halde sonug

negatif olarak degerlendirilir ve “Tespit Edilebilir Limit Diizeyinde Bulunamamistir” Seklinde

raporlanir.

Stipheli numunenin tekrar analizi sonucunda yine standart ile ayn1 alikonma zamaninda pik

bulunursa analiz sonucu pozitif olarak degerlendirilir ve hesaplama asagidaki sekilde yapilir .

Sonuglar cihaz programindan ya da matris standart numunelerinin analiz sonucu kullanilarak

hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Matris standart numunelerinin enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardan ilgili piklerin

alanlari tayin edilir. Her pik alaninin i¢ standart pik alanina oranlar1 hesaplanir. Hesaplanan bu

deger konsantrasyona karsilik grafige gecirilir.

AY = ax+b

AES/AIS

N W b 1 OO NN

\

konsantrasyon

AES: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili antikoksidiyal pikinin alan
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AIS: Matris standart numunesinin analizinden elde edilen ilgili i¢ standart pikinin alan

Numune analizi sonucunda numunede tespit edilen antikoksidiyal pikinin alani ilgili i¢ standardin

alanina oranlanarak (y degeri) dogru denkleminde (y=ax+b) yerine konup sonug hesaplanir.

Analiz Sonucu (ug/kg) : x=(y-b)/a

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
1. Pendik Dokiiman Veri Kontrol Prosediirii

2. Pendik Metot Validasyonu Prosediirii

3. Pendik Kalite Kontrol Prosediirii

4

ZIVAK ZV-1029-0200-40 LC-MS/MS Analiz Seti Yumurta Matrisinde Antikoksidial Grubu
Antibiyotikler Kalint1 Analizi Talimat1 (ZV-1029-0200-40-KK-T Rev.01)

9. REViZYON

Bu analiz talimati ile ilgili yapilan glincellemeler asagidaki tabloda yer almaktadir.

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALDA PESTISIT KALINTILARININ GC-ECD-FPD,
HPLC-PCD ILE TAYINI METODU

1 AMAC

Ballarda organik klorlu, organik fosforlu, pretroid ve karbamat grubu pestisitlerin GC-ECD-FPD,
HPLC-PCD ile analizlerinin yapilmasini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI
Bu analiz metodu, ballarda karbamat (metomil, metiyokarb, aldikarb, karbofuran), organik klorlu

(beta-endosulfan, brompropilat), organik fosforlu (diklorvos, malatiyon, diazinon, paratiyon-
metil, klorprifos, kaumafos) ve pretroid (sipermetrin, flumetrin tau-fluvalinat ) grubu pestisitlerin
GC-ECD, GC-FPD, HPLC sistemi ile analizlerini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gecirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden

geker ocak altinda calisilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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S KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  : Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayic1 Dedektor
GC-FPD  : Gaz Kromatografi-Alev Fotometrik Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre

HPLC : Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

PCD : Kolon Sonrasi Tiirevlendirme Sistemi

OPA : Orto-ftalaldehit

VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRL : Maksimum Kalint1 Limiti

MRPL : Minimum Gerekli Performans Limiti

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot asagidaki adimlari takip eder:
1. Kati-sivifaz ekstraksiyonu ile analitlerin diklormetan fazina ge¢mesi

2. Cihaz analizi

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipmanlar

GC-ECD-FPD

HPLC-PCD

GC-MS

Floresans Dedektor (FLD)

(S

Kolon Sonrasi Tiirevlendirme Sistemi (PCD)
GC kolonu

HPLC kolonu

Oto Enjektor

Vorteks

GC-MS Kolonu

Vial

© % 9 S U A W RN = NN

i i
o= o

Pipet ucu

[y
w

Otomatik Pipet

[y
A

Analitik terazi
Buzdolabi

ek
9}
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16 Cam malzeme(beher, meziir)
17 Ultra toraks

18 Rotary evoporator

19 Extrelut NT20 kartus

20 Buzdolab1

21 Coziict siizme diizenegi

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Su (Ultra saf olarak tiretilmis)
2. Thiofluor

3. Aseton (>99,8 saflikta)

4. Orto-ftalaldehit (OPA)

5. Orto-ftalaldehit Reaktifi

6. Hidroliz Reaktifi

7. Asetonitri (=99,9)

8. Etanol(=99,9)

9. Aseton(>99,8)

10. Metanol(=99,9)

11. Siklohekzan(>99,9)

12. Izooktan(>99,5)

13. Diklorometan(=>99,9)

14.Standart Maddeler(Metomil, Metiyokarb, Aldikarb, Karbofuran, Beta-Endosulfan,
Brompropilat, Diklorvos, Malatiyon, Diazinon, Paratiyon-Metil, Klorprifos, Kaumafos,

Sipermetrin, Flumetrin Tau-Fluvalinat)
15. Hidrojen gaz1
16. Kuru hava
17. Azot gaz1
18. Helyum gaz1

Standart Cozeltiler

Karbamat Grubu Pestisitler i¢in Standart Cozeltiler;

1.Standart ana stok ¢ozelti: 10 ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler kullanilmaktadur.
2.Standart ara stok ¢ozelti: 10 ng/pl yogunlugundaki Standart ana stok ¢ozeltilerden 1ng/ul
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yogunlukta olacak sekilde standart miks 4 ara stok ¢ozeltisi hazirlanir.Bu amagla her bir analite ait
10 ng/ul yogunluktaki standart ana stok ¢ozeltilerden 100er pl alinarak iizerine 600 pl siklohekzan
eklenip 1ng/ul yogunlukta standart miks 4 ara stok ¢ozeltisi elde edilir.

3.Pozitif(Spike) numune: Metot validasyonu ve 6l¢iim belirsizligi calismalarinda 1 ng/ul
yogunlukta hazirlanmis standart miks 4 ara stok g¢ozeltisinden sirastyla 0,05, 0,1 ve 0,15 ng/pl
yogunlukta olacak sekilde standart ekilmis bal numuneleri bir baget yardimiyla iyice karigtirilir ve
7.3. basamagindan itibaren numune ekstraksiyon islemi uygulanur.

Pretroid Grubu Pestisitler I¢in Standart Cozeltiler;

1. Standart ana stok ¢ozelti: 10 ng/ul yogunlugundaki Referans Standart ¢6zelti kullanilir.

2. Standart ara stok ¢ozelti: 10 ng/pl’lik Sipermetrin ana stok ¢ozeltisinden 500 pl alinip 4500

ul Asetonitril ile 5 ml'ye tamamlanarak 1 ng/ul'lik 5 ml Sipermetrin standart ara stok ¢ozeltisi
hazirlanir. Kalan 2 standart icin 10 ng/pl yogunlugundaki standart ana stok ¢ozeltilerden 500
ul alinip 4000 pl Siklohegzan ile 5 ml'ye tamamlanarak 1 ng/pl’lik 5 ml standart miks-2 ara stok

¢ozeltisi hazirlanir.

3.Pozitif (Spike) numune hazirlanmasi: Metot validasyonu ve dl¢iim belirsizligi ¢aligmalarinda
Ing/ul yogunlukta hazirlanmis Sipermethrin ve standart Miks 2 ara stok ¢ozeltisinden Tablo 1de
belirtildigi gibi sirastyla 0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
ekimi yapilan bal numuneleri bir baget yardimu ile iyice karistirilir ve 7.3 basamagindan itibaren

numune ekstraksiyonu islemi uygulanir.

Tablo 1. Pozitif (Spike) numune hazirlanmak i¢in ekimi yapilan standart miktarlar1

MRL Miktar Miktar ul Sipermetrin ul miks-2 Standart
(ng/g) (ng/g) (Ing/ul) (Ing/ul)
Sipermetrin Mix -2 (10 gr 6rnek icin) | (10 gr 6rnek icin)

0 0 0 0 0

0.5 5 5 50 50

1 10 10 100 100

1.5 15 15 150 150

2 20 20 200 200

Organik Klorlu ve Organik Fosforlu Pestisitler i¢in Standart Cozeltiler
1.Standart ana stok ¢ozelti:10 ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler kullanilmaktadur.

2.Standart ara stok ¢ozelti hazirlama: 10 ng/pl'lik Brompropilat ana stok ¢ozeltisinden 2500 pl
alinip 2500 pl siklohekzan ile 5 mI'ye tamamlanarak 5 ng/ul'lik 5 ml Brompropilat standart ara stok
gozeltisi hazirlanir. Kalan 7 standart igin 10 ng/ul yogunlugundaki Standart ana stok gézeltilerden
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Ing/ul yogunlukta olacak sekilde standart miks 7 ara stok ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla her bir
analite ait 10 ng/ul yogunluktaki standart ana stok ¢ozeltilerden 500er pl alinarak tizerine 1500 pl
siklohekzan eklenip 1ng/pl yogunlukta 5 ml standart miks 7 ara stok ¢ozeltisi elde edilir.
3.Internal standart ara stok ¢ozelti hazirlama: 10 ng/ul'lik PCB 209 ana stok ¢ozeltisinden 50 pl
ve 10 ng/pl'lik Trifenilfosfat ana stok ¢ozeltisinden 250 pl alinip 4500 ul siklohekzan ile 5 ml'ye
tamamlanarak 1 ng/pl'lik 5 ml internal standart ara stok ¢ozeltisi hazirlanir.

4.Pozitif (Spike) numune hazirlanmasi : Metot validasyonu ve dl¢iim belirsizligi calismalarinda
Ing/ul yogunlukta hazirlanmis Brompropilat ve standart Miks 7 ara stok gozeltisinden tablo
1de belirtildigi gibi sirastyla 0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL ayrica her seviyeye 0,010 ng/pl
yogunlukta internal standart ekimi yapilan bal numuneleri bir baget yardimu ile iyice karistirilir ve

7.3. basamagindan itibaren numune ekstraksiyonu islemi uygulanir.

Tablo 2. Pozitif (Spike) numune hazirlanmak i¢in ekimi yapilan standart ve internal standart

miktarlar
‘ ul miks 7 .
) ) ul Brompropilat ul Internal
Miktar Miktar Standart
MRL (5ng/pl) Standart (1ng/
(ng/g) (ng/g) ) (Ing/ul) )
. ) (10 gr 6rnek . ul) (10 gr 6rnek
Brompropilat | Mix 7 o (10 gr 6rnek |
i¢in) o icin)
i¢in)
0 0 0 0 0 100
0.5 50 5 500 50 100
1 100 10 100 100 100
1.5 150 15 1500 150 100
2 200 20 2000 200 100

7.3. Numune Analizi

1. Analize alinacak bal 6rneginden 10 gr, 50 ml’ lik behere tartilir ve baget ile karistirilir.
Uzerine 10 ml su ve 10 ml aseton eklenir.

2.1100 rpmde 2 dk ultratoraksda homojenize edilir.

3.Homojenize edilen karisim Extrelut NT20 kartustan gegirilir ve 10 dakika kurumaya birakilir.

4.Kuruma isleminden sonra Extrelut NT20 kartustan 5x20 ml Diklorometan gegirilir ve eluat 250

ml’lik cam balona toplanir.
5.Toplanan eluat Rotary evoparatorde diisiik basingta ve 40°C altinda ugurulur.
6.Ucurma islemi sonrasi balonun dibinde kalan kuru kalinty; karbamat grubu insektisitler icin 1

ml su ve asetonitril ¢ozeltisi( 1:1,V:V) ilavesiyle ¢oziiliir ve viale alinarak HPLC-PCD cihazina
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enjekte edilir. Organik klorlu, organik fosforlu ve pretroid grubu insektisitler i¢in izooktan/aseton

gOzeltisi ( 4:1,V:V) ¢ozeltisi ile ¢oziilerek GK-ECD-FPD cihazina enjekte edilir

7.4. Cihaz Parametreleri

GC-ECD-FPD (Firin Programi ve Cihaz Sartlarr)

Sicaklik Artis Hiz1 Firin Bekleme Toplam
C) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangig¢ 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless GC-ECD-FPD Kolon : HP-5
Akis Hizi : 1.50 mL/dk Uzunluk 130 m.
Gaz : Azot Cap1 10,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik 10,25 um
GC-MS(Firin Programi ve Cihaz Sartlar
Sicaklik Artis Hizi | Firin Bekleme Toplam
(°C) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
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Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS

Akis Hiz1 : 1.0 mL/dk Uzunluk :30 m.

Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik  :0,25 pm 1
Interface Sicaklig: : 280 °C Iyonlastirma Tipi :Elektron Impact
Enjektor Sicaklig : 250 °C

HPLC Cihaz $artlar1
Hareketli faz olarak metanol-su ¢ozeltisi, tiirevlendirmede ise hidroliz reaktifi (950 ml) ve Orto-
ftalaldehit (OPA) reaktifi (950 ml) kullanilir.

HPLC Kolon  :Karbamat Kolon C18 (15cm x | Metot Suresi :41 dakika
4.6mm id x 5mm, Pickering)
HPLC Koruyucu kolon: XDB-C8 4.6X12.5 mm | Enjeksiyon miktar1 :20 ml
Agilent

Akis Hiz1 :1 ml/dk Dedektor parametreleri :
Eksitasyon dalga boyu :330nm
Emisyon dalgaboyu  :465nm

HPLC Mobil Faz Gradiyent Programi

A:Su

B:Metanol

Zaman (dk) A% B%
0 85 15
0.5 85 15
28.5 30 70
28.6 0 100
33.5 0 100
33.6 85 15
41 85 15

Kolon Sonrasi Tiirevlendirme (PCD)Sistemi
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Analiz ¢ozeltisi 1 (Hidroliz reaktifi : Pickering) Akis: 0.3 ml/ dakika

Analiz ¢ozeltisi 2 (Orto-ftalaldehit (OPA) ¢ozeltisi: Pickering) Akis: 0.3 ml/ dakika
HPLC kolon sicakligr: 42 °C

Reaksiyon sicakligr : 100 °C

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi
1. Aranan maddelerin standartlari tek tek cihaza enjekte edilerek alikonma zamanlari belirlenir.

2. Her bir grup analizde sonuglarin degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD-FPD/HPLC-PCD'ye sirasiyla
standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kér numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

3. Numune kromatogramy, standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogramu ile

kargilastirilir ve aranan maddelerin alitkonma zamanlar1 kontrol edilir.

4. Her madde igin 0.5, 1.0, 1.5, 2,0, vb. diizeylerinde olacak sekilde standart madde eklenerek

hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kér numune cihaza enjekte edilir.

5. Pozitif (spike) numuneler ile kér numunenin cihaz verilerinden konsantrasyona kars: pik alanin

grafigi cizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olugturulur.

6. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, pik alani degerinin kalibrasyon

egrisi kullanilarak ng/mL olarak hesaplatilir.

7. Her bir analit icin elde edilen degere validasyon raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢tim

belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar degerlendirilir.

8. GC-MS analizi i¢in aranan maddelerin standartlar: tek tek cihaza enjekte edilerek alikonma

zamanlari, ana iyon ve diger iyonlari(en az {i¢ iyon) belirlenir.

9. Sonra cihaza sirastyla standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kér numune
enjekte edildikten sonra siipheli numune enjekte edilir. Aranan maddenin alikonma zamani,
kromatogramdaki ana iyon ve diger iyonlar (en az {i¢ iyon ) asagida verilen tablodaki sekli ile teyit
edildikten sonra, siipheli numune kromatogram/kiitle spektrumu standart kromatogram/kiitle
spektrumu ve pozitif(spike) numuneye ait kromatogram/kiitle spektrumu ile karsilagtirilarak karar

verilir.

10. 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir. Ayrica Analiz kalitesinin kontrolii i¢cin
her bir analite yonelik Kalite Kontrol Grafigi hazirlanir.
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Tablo 2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Pargalanma Iyonlart

Pestisidler 315 0 .7 — Y —s s e X
Diklorvos 220 109 15 185
Diazinon 304 179 137 152
Malatiyon 330 173 127 125
Klorprifos 349 197 199 314
Kaumafos 362 109 97 362
Paration-Metil 263 263 109 125
Trifenilfosfat 326 325 77 65

Bromopropilat 426 341 339 343
Beta-Endosulfan 404 195 237 207
PCB 209 494 497 499 496
Sipermetrin I 415 181 163 165
Sipermetrin II 415 181 163 165
Sipermetrin III 415 163 181 165
Sipermetrin IV 415 163 181 165
Tau-fluvalinat I 250 252 209 181
Tau-fluvalinat II 250 252 209 181
Flumetrin 510,4 163 165 226
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2. Kearney G., Alder L., Newton A., Klein ].(2003). A Multiresidue LC/MS/MS method for the
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BALDA AMITRAZ VE METABOLITLERININ
GC-MS ILE TAYINI METODU

1 AMAC
Balda amitraz ve metabolitlerinin GC-MS sistemi ile analizlerinin yapilmasini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, ballarda Amitraz ve metabolitlerinin (2,4 Dimetil Anilin, N,2,4-Dimetilfenil-N’-
Metilformamid ) GC-MS sistemi ile analizini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yo6netici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

cu e .

3.Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat:”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonras1 ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5 KISALTMALAR/TANIMLAR
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii

MRPL : Minimum Gerekli Performans Limiti
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6 TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

1. Kati-siv1 ekstraksiyonu ile analitlerin asetonitril fazina gegmesi

2. Dispersive solid faz ekstraksiyon basamag; ile ekstraktin temizlenmesi

3. GC-MS ile analizin yapilmasi.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipmanlar
GC-MS
Oto Enjektor
Vorteks
GC-MS Kolonu
Vial

[

Pipet ucu
Otomatik Pipet
Analitik terazi
Buzdolab1

© ® 9 9 U A W RN = NN

10 Cam malzeme(beher,meziir)
11 Sogutmali santrifiij

12 Coziicti siizme diizenegi

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Su (Ultra saf olarak iiretilmis)

2. Asetonitril (GK saflikta)

3. Aseton (>99,8 saflikta)

4. Magnezyum siilfat ( >98,0 saflikta )

5. Asetik asit (CH,COOH) (99.6 analitik saflikta)

6. Sodyum asetat (>99.0 saflikta)

7. PSA (Primer sekonder amin)

8. Helyum Gaz1

9. Standart Maddeler (Amitraz, 2,4 Dimetil Anilin, N,2,4-Dimetilfenil-N’- Metilformamid )
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7.2.1. Kullanilan Standart Cozeltiler

1. Standart ana stok gozeltisi: Amitraz ve N,2,4-Dimetilfenil-N’- Metilformamid igin 10 ng/
il yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler kullanilir. 2,4 Dimetil Anilin i¢in Yogunlugu
0,98gr/ml olan 2,4 Dimetil Anilinden 10 ul alinarak tizerine 9790 pl aseton eklenerek 1000 ng/
ul yogunlukta 2,4 Dimetil Anilin ana stok ¢ozeltisi hazirlanr.

2. Standart ara stok ¢ozelti hazirlanmasi: 1000 ng/pl yogunlukta 2,4 Dimetil Anilin ana stok
gozeltisinden 100 pl alinir ve tizerine 9,9 ml aseton eklenerek 10 ng/ul yogunlugunda 2,4 Dimetil
Anilin ara stok ¢ozeltisi hazirlanir.

3. Pozitif (Spike) numune hazirlanmasi: Metot validasyonu ve 6l¢tim belirsizligi calismalar1 igin 10
ng/ml konsantrasyonunda standart ¢ozeltilerden Tablo 1de belirtildigi gibi sirastyla IMRPL, 1.5
MRPL, 2 MRPL, 2.5 MRPL seviyelerinde olacak sekilde standart ekimi yapilan bal numuneleri
bir baget yardimu ile iyice karistirilir ve 7.3 basamagindan itibaren numune ekstraksiyonu islemi

uygulanur.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlanmak i¢in ekimi yapilan standart miktarlar:.

o o o o
) Z. U [}
) ja o Ram | T g g
s|  3E| 53z| 3. &3z |8 i3z
= s E|g &3 £ES | &2 ZE5|E 2358
= = < | &5 %E SEL | §E SEL S SEL
8~ 8 T | 8 E<= _GEg | EE_CEg |E~CEE
EBE | E~2 | £ AT | 3355 | As2cas | 2255
5|22 | 25| 2833 | £PEis| 2EPtim APEis
a7 g <« g ¥ g e ES s=° NS sgo |wSSswo
= | M o | MEZZ | < CH BT | ZECTHEIEZ |G H BT
0 |0 0 0 0 0 0
1 | 200 200 200 2000 2000 2000
1.5 | 300 300 300 3000 3000 3000
2 | 400 400 400 4000 4000 4000
2.5 | 500 500 500 5000 5000 5000

7.3. Numune Analizi
1. 10 g bal numunesi 50 ml'lik cam santrifijj tiipiine konulur.
2. Uzerine 10 ml saf su ilave edilerek 1 dk vorteks ile karistirihr.

3. Karigima daha sonra 100 pl Asetik Asit, 10 ml Asetonitril, 4 g Magnezyum siilfat ve 1 g Sodyum

Asetat eklenir.
4. Karisim 1 dk vorteks ile karistirilir.
5. Daha sonra 3500 rpmde 5 dKk siireyle santrifiij edilir.
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6. Santriflij sonunda st fazdan 4 ml, igersinde 0,6 g Magnezyum siilfat ve 0,2 g PSA (Primer
Sekonder Amin) bulunan15 ml'lik cam tiipe aktarilir ve 30 sn vorteksle karistirilir.

7. Daha sonra karisim 3500 rpmde 5 dk siireyle santrifiij edilir.

8. Santriflij sonunda elde edilen st faz 0.45 mikron filtreden gegirilip, viale toplanir ve cihaza
enjekte edilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
GC-MS(Firin Programi ve Cihaz Sartlarr)

Sicaklik Artis Hizi Firin Bekleme Toplam
(°C/dak.) Sicakligi(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hizi :2,3mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik :0,25 um
Interface Sicakligr : 280 °C Iyonlastirma Tipi ~ :Elektron Impact
EnjeksiyonSicaklig : 250 °C Kiitle Tarama Aralig1 :91-149

7.5. Sonuglarm Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1. Aranan maddelerin standartlar1 cihaza enjekte edilerek alikonma zamanlari, ana iyon ve diger
iyonlarla(3 iyon) belirlenir.

2. Her analizde cihaza sirasiyla standart, ¢oziicli, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kor numune
enjeksiyonundan sonra analizi yapilan numuneler enjekte edilir.

3. Aranan maddenin gelis zamani, kromatogramdaki ana iyon ve diger iyonlar (en az 3 iyon)
asagida verilen tablodaki sekli ile teyit edildikten sonra siipheli numune kromatogrami kiitle
spektrumu, standart ve pozitif (spike) numuneye ait kromatogram/kiitle spektrumlari ile
karsilastirilir.

4. Her maddeigin 1, 1.5, 2, 2.5, 5 vb. MRPL diizeylerinde hazirlanan pozitif (spike) =~ numuneler
ile kdr numune cihaza enjekte edilir.

5. Pozitif (spike) numuneler ile kdr numunenin cihaz datalarindan konsantrasyona karsi pik
alaninin grafigi cizilerek en az 5 noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

6. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu cizilen kalibrasyon egrisi
kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir.

7. Her bir analit icin elde edilen degere validasyon raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢iim
belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar degerlendirilir.

8. 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gecerli kilinir. Ayrica Analiz kalitesinin kontrolii i¢cin
her bir analite yonelik Kalite Kontrol Grafigi hazirlanir.
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Tablo 2:Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Pargalanma Iyonlart

Madde ad1 Ana Iyon |Pargalanma iyonlar1
Amitraz 121 132,120,106

2,4 Dimetil Anilin 121 120,106,91
N,2,4-Dimetilfenil-N’Metilformamid 120 121,106,149

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Lehotay S.J. (2004). Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (QUEChERS) Approach for
Determining Pesticide Residues. FIFRA Fall Pesticide Analytical Workshop.

9.REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIK VE KANATLI ETLERINDE ORGANIK
KLORLU INSEKTISITLERIN GC-ECD

ILE TAYINI METODU

1 AMAC

Balik ve kanath etlerinde organik klorlu insektisitlerin tespitini ve teyidinin yapilmasini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek balik ve kanatl etlerinde organik klorlu
insektisitleri (alfa-HCH, hekzaklorobenzen, heptaklor, aldrin, 4,4-DDE, 4,4- DDD, 4,4-DDT, 2,4
DDT, gama-HCH, beta-HCH) GC-ECD sistemi ile analizini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gecirilmelidir.

2. Kullanmilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢aligilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin
gerektirdigi diger tedbirler alimmalidir.

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagsma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonras ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.
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S KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  :Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayic1 Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRL : Maksimum Kalint1 Limiti

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

1. DPestisitlerin organik ¢oziicii faza gegirilmesi

2. Organik ¢6ziiciiden suyun uzaklagtirilmasi

3. Organik ¢oziiciiden yagin clean-up ile uzaklastirilmasi
4

GC-ECD ile analizin yapilmas.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipmanlar

GC-ECD, GC-MS

Oto Enjektor

P

Vorteks

GC-ECD, GC-MS Kolonu
Vial

Santrifij

Rotary evaporator

Ultra torax

Pipet ucu

[y
(—]

Otomatik Pipet

[
-

Analitik terazi
Buzdolab1

prd
w N

Cam malzeme(beher,meziir)

ek
E~N

Helyum Gaz

[y
9

Azot Gaz1
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Petroleter

2. Benzen (% 99.5 saflikta)

3. Sodyum siilfat (% 99.0 saflikta)

Aseton (%99.8 saflikta)

Izooktan (%99.5 saflikta)

N-hekzan

Florosil (J. Baker)

Extrelut 1 kartus (E.Merck)

Stilfiirik asit (H2S0, %95 saflikta, dansite 1,84kg/1)

A U o

Standart Cozeltiler;

1. Standart ana stok ¢ozeltisi:10 ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler
kullanilmaktadir.

2. Standart ara stok ¢ozeltisi: 10 ng/pl yogunlugundaki Standart ana stok ¢ozeltilerden 1ng/pl
yogunlukta olacak sekilde standart miks ara stok ¢ozeltisi hazirlanir. Bu amagla 1ng/pl yogunlukta
standart Miks 10 ana stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in her bir analite ait 10 ng/ul yogunluktaki standart
ana stok c¢ozeltilerden 500er pl alinarak, 1ng/ul yogunlukta 5 ml'lik standart miks 10 ara stok
¢ozeltisi elde edilir.

3. Internal standart ara stok ¢ozeltisi: 10 ng/pl’lik PCB 209 ana stok ¢6zeltisinden 500 pl alinip
4500 pl siklohekzan ile 5 ml'ye tamamlanarak 1 ng/pl'lik 5 ml internal standart ara stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

4. Pozitif (Spike) numune: Metot validasyonu ve olgiim belirsizligi ¢aligmalarinda 1ng/ul
yogunlukta hazirlanmis standart Miks 10 ara stok ¢ozeltisinden tablo 1de belirtildigi gibi sirastyla
0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL ve 5,0MRL diizeylerinde olacak sekilde standart ve ayrica her
seviyeye 1 ng/ul yogunlukta internal standart (PCB 209) ¢6zeltisinden 100 pl eklenir.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlanmak i¢in ekimi yapilan standart ve internal standart

miktarlart
, ul Internal Standart (1ng/
MRL Miktar (ng/g) ul Standart (1ng/pl) D
m

0 0 0 100

0.5 5 50 100

1 10 100 100

1.5 15 150 100

2 20 200 100

5 50 500 100

www.tarim.gov.tr 307




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

7.3.Numune Analizi
1.Homojenize edilmis balik ve kanatli eti numunelerinden 10 g tartilarak 250 mI'lik bir santrifij
tiipiine koyulur ve tizerine 100 pl internal standrt eklenerek 30 snultratoraks ile karistirilir

2.Uzerine100 ml petroleter aseton ( 1/1,V/V) karigimindan ilave edilerek 9500 rpmde 2
ultratoraksta homojenize edilir. Daha sonra santrifiij tiipii ultratoraksin altina konularak ultratoraks
5 ml petroeter ve aseton karisimiyla yikanir ve yikama karisimida santrifiij tiipiine toplanir.
3.Karisim 1600 rpmde 10 dKk siireyle santrifiij edilir. Organik ¢6ziicii faz: (list faz), icerisine 25 gr
sodyum siilfat konularak hazirlanmis olan (yaklasik 6 cm, 200X200 m id uzunlugundaki) cam
kolondan gegirilir ve cam balona toplanir.

4.Santrifiij tiiptindeki kalan kisim 50’'ml lik petroleter ilavesi ile ayni sekilde birkez daha tekrar
edilir ve Daha sonra cam kolon 3X5 ml petroleter ile yikanir ve hepsi ayni balona toplanur.

5.Bir araya gelmis karisim Rotary evaporatorde 40°C’ de ve diisiik basingta ugurulur.

6. Hazirlanan 30cmx10mm teflon musluklu cam kolonlara 2.5 gr aktive edilmis florosil doldurulur.
tizerine 1 cm yiiksekliginde susuz sodyum siilfat konulur. Kolon 3x5 ml n- hekzan-benzen (4/1)
karisimu ile sartlandirilir.

7..Rotary evaporatorde ugurulduktan sonra cam balonda elde edilen kuru kalint1 3x1 ml n-hekzan
ile ¢ozdiiriilerek, sartlandirilmis olan florosil kolona eklenir.

8.Daha sonra florosil kolondan 30 ml (6x5 ml) n-hekzan/benzen karisimi (4/1) gegirilerek biitiin
karisim cam balona toplanir.

9.Toplanan karisim Rotary evaporatérde 40°C’ de diisiik basingta ugurulur.

10.Temizleme (Clean up) sathasi: 1 ml H SO, dikkatlice extrelut NT1 kartusa bosaltilir. 10 dk
oda sicakliginda kurumaya birakilir. Sonra ugurma balonundaki kuru kalintiya 3x1 ml petroleter
eklenir. Vortekslenir ve ekstrakt NT1 kartustan gecirilir. NT1 kartus 5 dakika oda sartlarinda

kurutulur. Sonra kartuga 10 ml petroleter eklenerek temiz balona toplanir.

11.Karisim diisiik basingta ve 40°C sicaklikta ucurulur ve elde edilen kuru kalinti Iml isooktan

ilavesiyle ¢oziilerek viale alinir ve ¢ihaza enjekte edilir.

7.4. Cihaz Parametreleri

GC-ECD (Firin Programi ve Cihaz $artlari)

Sicaklik Artis Hizi | Firin Bekleme Toplam

(cC) Sicakligi(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangig 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0

308 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ .

TESHISTE METOT BIRLIGI | <o
Mode : Splitless GC-ECD Kolon : DB-XLB
Akis Hiz1 :1.50 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Azot Cap1 : 0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinhk  :0,25 pm
GC-MS(Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artis Hizi Firin Bekleme Toplam

(°C) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hizt :2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinhik :0,25 pm
Interface Sicakligi : 280 °C Iyonlastirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicakligt  :250°C

7.5 Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1. Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD'ye sirastyla

standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kor numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

. Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami
karsilagtirilir ve gelis zamanlar1 kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek (Tablo 1 ve 2& gore) hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kor numune
cihaza enjekte edilir.

. Kérnumune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlariile internal standardin pik alani oranlanip
derisim degerlerine kars: grafik cizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, gizilen kalibrasyon
egrisi kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon

raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢iim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar

degerlendirilir.

. Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinir.

www.tarim.gov.tr
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6. Sonra cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

7. Daha sonra sirasiyla ¢oziicii, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kor numune ve

‘ < ‘) T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI

pozitif stipheli numune cihaza enjekte edilir.

8. Aranan maddenin Tablo 3de belirtilen gelis zamani ve karakteristik iyonlar1 (en az iig iyon),

standart ve pozitif (spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

9. 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

Tablo 2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Pargalanma Iyonlart

Pestisidler (Z}::fam Tanimlanan iyonlar , m/z

(dl) Molekiil agirlig Q1 Q2 Q3
Alfa-HCH 12.414 288 181 183 219
Hexachlorobenzene 12.693 282 282 284 286
Heptachlor 17.201 370 270 272 274
Aldrin, 18.961 362 263 265 293
44 DDE 24.409 316 246 248 318
44 DDD 26.044 318 165 235 237
44 DDT 27.332 352 165 235 237
2’4 DDT 26.134 352 165 235 236
Gama-HCH 13.815 288 181 183 219
Beta-HCH 13.569 288 181 183 219
PCB 209 33.971 494 428 496 497

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Di Muccio, A., Attard Barbini, D., Generalli P, Pelosi, P, Stefanelli, P, Stefanelli, P., Amendola, G.,
Girolimetti, S.(1998).Methods for organochlorine pesticides and chlorobiphenyls residues in foods
of animal origin in use pesticides residues. The Italian National Reference Laboratory (Pesticide
Residues Section of the ISS - Instituto Superiore di Sanita National Institute of Health) Roma, 3

rd edition.Rev.

9.REVIZYON

Revizyon No

Tarih

Revizyon Yapilan Madde

Revizyon Nedeni
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KANATLI ETINDE PRETROID
INSEKTISITLERIN GC-ECD ILE TAYINI

1

AMAC

Kanatl etlerinde Pretroid Insektisitlerin tespitini ve teyidinin yapilmasini amaglar.

2

UYGULAMA ALANI

Buanaliz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek kanatlilarda Pretroid Insektisitleri (Sipermetrin,

Deltametrin, Tetrametrin ) GC-ECD sistemi ile analizini kapsar.

3

TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

E~N

GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

Kullanilan kimyasal malzemeler, toksikolojik 6zellik gosterebileceginden giivenlik ~ yoniinden
geker ocak altinda galigilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmalive  analizin

sy e .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

5

Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda

saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”
esas alinmalidir.

Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar
aras1 prosediirler dikkate alinmaly, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  : Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayict Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRL : Maksimum Rezidii Limiti
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6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

[S—

Pestisitlerin organik ¢oziicii faza gegirilmesi

2. Organik ¢oziictiden suyun uzaklagtirilmasi

3. Dispersive kat1 faz ekstraksiyon ile clean-up yapilmasi
4. GC-ECD ile analizin yapilmast.

7 TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1 GC-ECD, GC-MS

Oto Enjektor

Vorteks

GC-ECD, GC-MS Kolonu

Vial

Santrifiij

Derin dondurucu

Pipet ucu

o 0 O &N B A W N

Otomatik Pipet

k.
<

N, altinda ugurma sistemi (Ornek yogunlastirici)

[y
j—y

Analitik terazi
Buzdolab1

—
W N

Cam malzeme(beher,meziir)

k.
E~N

Helyum Gazi

k.
9}

Azot Gaz1

[
(=)

Hidrojen Gazi

[
|

Kuru Hava

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Magnezyum siilfat (%99 saflikta)

2. Su (Ultra saf olarak tiretilmis)

3. PSA (Primer sekonder amin) (Varian)
4. Sodyumasetat (% 99.0 saflikta)

5. N-Hekzan (GC saflikta)

312 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

6. Aseton (GC saflikta)

7.  Asetonitril (GC saflikta)

8. Siklohekzan (GC saflikta)

9. Asetik asit (CH,COOH, Analitik saflikta)
Standart Cozeltiler

1. Standart ana stok ¢ozeltisi:10ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler kullanilmaktadr.

2. Standart ara stok ¢ozelti hazirlama: 10 ng/pl'lik Tetrametrin ana stok ¢ozeltisinden 500 pl alinip
4500 pl Siklohekzan ile 5 ml'ye tamamlanarak 1 ng/pl'lik 5 ml Tetrametrin standart ara stok ¢ozeltisi
hazirlanir. Kalan 2 standart icin 10 ng/ul yogunlugundaki Standart ana stok ¢ozeltilerden 1ng/pl
yogunlukta olacak sekilde standart miks ara stok ¢ozeltisi hazirlanir. Bu amagla 1ng/pl yogunlukta
standart Miks 2 ana stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in her bir analite ait 10 ng/pl yogunluktaki standart
ana stok ¢ozeltilerden 500er pl alinarak tizerine 4000 pl siklohekzan eklenip 1ng/ul yogunlukta
standart miks 2 ara stok ¢ozeltisi elde edilir.

3. Pozitif (Spike) numune hazirlanmasi: Metot validasyonu ve dl¢iim belirsizligi ¢aligmalarinda
Ing/ul yogunlukta hazirlanmig Tetramethrin ve standart Miks 2 ara stok ¢ozeltisinden tablo 1de
belirtildigi gibi sirastyla 0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL diizeylerinde olacak sekilde ekim
yapilan kanath numuneleri vorteks ile 30 sn karistirthr ve 7.3. basamagindan itibaren numune

ekstraksiyonu islemi uygulanir.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlanmak i¢in ekimi yapilan standart miktarlar:.

} ] ) ul miks 2
Miktar Miktar pl Tetrametrin
MRL Standart
(ng/g) (ng/g) (Ing/ul)
. . R (1ng/ul)
Tetrametrin Mix 2 (5 g 6rnek icin) }
(5 g 6rnek icin)
0 0 0 0 0
0.5 5 25 25 125
1 10 50 50 250
1.5 15 75 75 375
2 20 100 100 500

7.3. Numune Analizi

1. Homojenize edilmis kanatl numunesinden 5 g tartilarak 50 mI'lik bir santrifijj tiiptine koyulur.

Uzerine 10 ml su ve 15 ml asetonitril eklenir.
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Karigim 3 dk boyunca vorteksle karistirilir.

Karisim 3 dk boyunca vorteksle karistirilir.
Daha sonra 5000 rpmde 5 dk siireyle santrifiij edilir.

Karisima daha sonra 100 pl asetik asit ile 2 g Magnezyum siilfat ve 0,5 g Sodyum asetat eklenir.

Santrifiij sonunda elde edilen {ist faz cam tiipe alimir ve 40°C’ de N, altinda ugurma iglemi

7. Cam tiipiin dibinde kalan kuru kalint1 5 ml aseton/N-hekzan (V:V, 1:9) karisimiyla ¢oziiliir.

8. Karisim 5 dk ultrasonik banyoda tutulur.

9. Uzerine 50 mg PSA ilave edilir. Ardindan karisim 30 sn boyunca vorteksle karigtirilir.

10.Daha sonra 5000 rpmde 1 dk siireyle santrifiij edilir.

11. Santrifiij sonunda iist faz 0.45 mikron filtreden gegirilip, viale alinir ve cihaza enjekte edilir.

7.4. Cihaz Parametreleri

GC-ECD (Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artis Hiz1 Firin Bekleme Toplam

(°C) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless GC-ECD Kolon : HP-5
Akis Hizt : 1.50 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Azot Cap1 : 0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik  :0,25 um
GC-MS (Firin Programi ve Cihaz $artlart)

Sicaklik Artis Hizi Bekleme Toplam

Firin Sicakligi(°C)

(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hizi : 2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik  :0,25 um
Interface Sicaklig1 : 280 °C Iyonlagtirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicaklig: :250°C
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7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi Ve Hesaplamanin Yapilmasi

1.Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD'ye sirasiyla
standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kér numune enjeksiyonundan sonra analizi
yapilan numuneler enjekte edilir.

2.Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami
karsilastirilir ve gelis zamanlar1 kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek (Tablo 1e gore) hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kér numune cihaza
enjekte edilir.

3.Ko6r numune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlar1 ile derisim degerlerine kars1 grafik
gizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

4 Pozitit (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, ¢izilen kalibrasyon egrisi
kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon ~ raporunda

hesaplanan genisletilmis 6l¢tim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar degerlendirilir.
5.Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinir.
6.Sonra cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

7.Daha sonra sirastyla ¢oziicii, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kor numune ve

pozitif stipheli numune cihaza enjekte edilir.

8.Aranan maddenin Tablo 3de belirtilen gelis zamani ve karakteristik iyonlar1 (en az iig iyon),

standart ve pozitif (spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

9.2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

Tablo 2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Parcalanma Iyonlari

Tanimlanan iyonlar , m/z
Pestisidler Molekiil
. Ql Q2 Q3
agirligy

Sipermetrin I 415 181 163 165
Sipermetrin II 415 181 163 165
Sipermetrin III 415 163 181 165
Sipermetrin IV 415 163 181 165
Tau-fluvalinat I 250 252 209 181
Tau-fluvalinat II 250 252 209 181
Flumetrin 510,4 163 165 226
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CIG SUTTE ORGANIK FOSFORLU
INSEKTISITLERIN GC-FPD ILE TAYINI METODU

1. AMAC

Cig siitte organik fosforlu insektisitlerin GC-FPD ile analizlerinin yapilmasini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek cig siitlerde organik fosforlu insektisitlerin
(Malatiyon, Diazinon, Triklorfon) GC-FPD sistemi ile analizini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-FPD  :Gaz Kromatografi-Alev Fotometrik Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre

PSA : Primer Sekonder Amin
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VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRL : Maksimum Kalint1 Limiti

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

1. Analit asetonitril fazina gegirilir.

2. Magnezyum siilfat ilavesiyle ortamdan su uzaklastirilir.
3. PSA eklenerek yagin ortamdan uzaklagmasi saglanir.
4. GC-FPD ile analizin yapilmasi.

7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. GC-FPD

GC-MS

Vorteks

Vial

Santrifij

Ornek yogunlastirict

Manifold ve vakum pompast

Buzdolab1

0 ® N O U B wWDN

Dispensir

10. Otomatik Pipet
11. Analitik Terazi
12. Santrifijj tiipti

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Asetonitril

N-hekzan

Siklohekzan

Aseton

Sodyum siilfat

Magnezyum siilfat

N o u & wWwNPRE

Sodyum kloriir
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8. PSA(Primer Sekonder Amin)

9. Filtre amach (Extract clean) kolon

10. Standart Maddeler (Malatiyon, Diazinon, Triklorfon)

Cozeltiler;
Aseton/Hekzan(1:1): 100 mI'lik erlene meziir kullanilarak 50 ml aseton ve 50 ml hekzan katilarak
elle ¢alkalanir.

Standart Cozeltiler;
1. Standartanastokg¢ozelti: 10ng/ulyogunlugundakiReferansStandart¢ozeltilerkullanilmaktadr.

2. Standart ara stok ¢ozelti: 10 ng/pl yogunlugundaki Standart ana stok gozeltilerden 1ng/ul
yogunlukta olacak sekilde standart ara stok ¢ozelti hazirlanir. Bu amagla 1ng/ul yogunlukta
standart Miks 3 ara stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in her bir analite ait 10 ng/pl yogunluktaki
standart ana stok ¢ozeltilerden 500er pl alinarak iizerine 3500 pl siklohekzan eklenip 1ng/ul
yogunlukta standart Miks 3 ara stok ¢ozelti elde edilir.

3. Internal standart ara stok ¢ozelti: 10 ng/ul'lik Trifenilfosfat ana stok ¢ozeltisinden 500 pl alinip
4500 pl asetonitril ile 5 mI'ye tamamlanarak 1 ng/pl yogunlugunda 5 ml internal standart ara
stok ¢ozeltisi hazirlanir.

4. Pozitif (Spike) numune: Metot validasyonu ve dl¢ciim belirsizligi ¢aligmalarinda 1ng/pl
yogunlukta hazirlanmis standart Miks 3 ara stok ¢ozeltisinden tablo 1de belirtildigi gibi sirastyla
0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL ve 5,0MRL diizeylerinde olacak sekilde standart ve ayrica
her seviyeye 1 ng/pl yogunlukta internal standart(Trifenilfosfat) ¢ozeltisinden 150 pl eklenen ¢ig

stit numuneleri vorteks ile 30 sn. karistirilarak 7.3 basamagindan itibaren ekstraksiyon islemi

uygulanir.

Tablo. 1 Pozitif (Spike) numune hazirlamak icin ekimi yapilan standart miktarlar1

Konsantrasyon Diazinon/Malation/ Trifenilfosfat(IS)
(ng/ml) Triklorfon
MRL Diazinon/Malation/ (1ng/pl) (1ng/pl)
Triklorfon (15 g 6rnek i¢in) (15 g 6rnek i¢in)
0 0 ol 150 ul
0.5 5 75 ul 150
1 10 150 pl 150 pl
1.5 15 225l 150 pul
20 300 pl 150 pul
50 750 ul 150 pl
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7.3. Numune Analizi

1.

15 ml ¢ig siit numunesi cam pipet yardimi ile 50 mI'lik plastik santrifijj tiipiine alinir. Uzerine
150 pl internal standart ilave edilip 30 sn vorteks ile karistirilir.

Uzerine 15 ml asetonitril ve 6 g¢ magnezyum siilfat ilave edilerek tekrar 30 sn. vortekslenir ve
3500 rpmde 5 dk siireyle santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi elde edilen karisima 4 g sodyum Kkloriir eklenip vorteks yardimiyla tekrar
karistirilir ve santrifiij asamasi tekrar edilir.

0,5 g PSA ve 2,5 g sodyum siilfat ilave edilerek hazirlanan 13 ml hacmindeki filtre amagh kolon
5 ml asetonitril ile sartlandirilir.

Sartlandirilmis kolonun altina deney tiipii yerlestirilerek santrifiij sonrasinda elde edilen iisteki
siv1 faz kolondan gegirilir ve kolon 5 ml asetonitril ile yikanur.

Deney tiiptinde toplanan ¢ozelti azot altinda 40°Cde ugurulur ve elde edilen kuru kalint1 200 pL

aseton:hekzan(1:1) karisimu ile ¢oziilerek viale alinir ve cihaza enjekte edilir.

7.4. Cihaz Parametreleri
GC-FPD (Firin Programi ve Cihaz Sartlarr)

Sicaklik Artig Hizi Firin Bekleme Toplam
(°C/dak.) Sicakligi(°C) Zamani(dak.) | Zaman(dak.)
Baslangig 60 2,0 2
Basamak 1 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless GC-FPD Kolon : HP-5
Akis Hizt : 2,4 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Azot Cap1 : 0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinhik  :0,25 pm
Inlet Sicaklign  :250°C
GC-MS (Firm Programi ve Cihaz Sartlar)
Sicaklik Artig Hizi 5 Bekleme Toplam
Firin Sicakligi(°C)
(°C/dak.) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 8,0 280 10,0 41,87
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Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS

Akis Hiza :2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.

Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik  :0,25 pm
Interface Sicaklig: : 280 °C Iyonlagtirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicaklign ~ :250°C

Tablo 2. Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Parcalanma Iyonlart

Tanimlanan iyonlar(Q) , m/z
Analit Molekiil
agirligi(g/mol) Q1 Q2 Q3
Triklorfon 257,40 93 109 145
Diazinon 304,35 137 152 179
Malation 330,36 125 127 173

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi
1. Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi igin; GC-FPDye sirasiyla

standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kor numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

2. Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami
karsilastirilir ve gelis zamanlari kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kdr numune cihaza enjekte edilir.

3. Kér numune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlartile internal standardin pik alani oranlanip
derisim degerlerine kars: grafik cizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

4 Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, ¢izilen kalibrasyon egrisi
kullanilarak ng/mL olarak hesaplatiir. Her bir analit icin elde edilen degere validasyon
raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢tim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar
degerlendirilir.

5.Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinr.

6. Cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

7..Daha sonra sirasiyla ¢oziicii, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢dziicii, kor numune ve
pozitif stipheli numune cihaza enjekte edilir.

8.Aranan maddelerin gelis zaman1 ve karakteristik iyonlar1 (en az {i¢ iyon), standart ve pozitif
(spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

9.2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir. Ayrica Analiz kalitesinin kontrolii igin her
bir analite yonelik Kalite Kontrol Grafigi hazirlanur.
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KANATLI PLAZMASINDA ANABOLIK
HORMONLARIN GC-MS ILE TAYINI METODU

1 AMAC

Kanath plazmasinda anabolik hormon kalintilarinin (stilbenler, steroidler, zeranol ve metabolitleri)

GC-MS sistemi ile analiz edilmesini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI
Bu analiz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek kanatli hayvan plazmasindaki anabolik

hormonlarin(17 beta estradiol, 17 alfa estradiol, progesteron, testesteron, dietilstilbestrol, dienestrol,
hekzestrol, zearalanone, zearalenone, a-zearalanol, - zearalanol, a-zearalenol, - zearalenol) GC-

MS sistemi ile analizini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin galismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidr.

4. Bulagma olasiligina karsi miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.
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S KISALTMALAR/TANIMLAR

GC- MS : Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre
VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRPL : Minimum Gerekli Performans Limiti

TBME : Tersiyer Biitil Metil Eter

BSTFA+TMCS: (N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) + (Trimethylchlorosilane)

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot asagidaki adimlari takip eder:
1. Analitin eter fazina gegmesi
. Heptan uygulanarak yagin ortamdan uzaklagmasi saglanir.

2
3. Kati faz ekstraksiyonu uygulanarak analit safsizliklardan ayristirilir.
4. BSTFA+TMCS ilavesiyle analit ugucu forma getirilir.

5

. GC-MS ile analizin yapilmasi.

7 TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. GC-MS

2. Vorteks

3. Etiv

4. Vial

5. Santrifij

6. Ornek yogunlastirict

7. Tirevlendirme tiipii

8. PH metre

9. Calkalayic1

10. Manifold ve vakum pompast
11. Derin dondurucu

12. Buzdolab:

13. Dispensir

=
Y

. Otomatik Pipet
. Analitik Terazi

[
A U

. Santrifijj tiipti
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7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (GC saflikta)

Isooctan (GC saflikta)

TBME (Tersiyer Biitil Metil Eter)

Heptan

BSTFA+TMCS (N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) + (Trimethylchlorosilane)
Sodyum asetat

Glasiyel asetik asit (%100)

Distile su

Etanol (GC saflikta)

© ® N NNk w D

. Petrol eter

—
- O

. Standart Maddeler (17 Beta Estradiol, 17 Alfa Estradiol, Progesteron, Testesteron,
Dietilstilbestrol, Dienestrol, Hekzestrol, Zearalanone, Zearalenone, a-Zearalanol, f- Zearalanol,
a-Zearalenol, - Zearalenol)

12. Azot gaz1

13. Helyum gaz1

14. C 18 kartus (500mg, 6ml)

Cozeltiler;
1. 2M Asetat Tamponu (PH 5,2) Hazirlama:129,5 g sodyum asetat tartilir. Uzerine 25,2g asetik asit

eklenir. 800 ml distile suda ¢oziiliir. PH:5,2+0,1 olacak sekilde asetik asit ilavesi yapilir. PH metreyle
PH kontrolii yapilir. Toplam hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

2. TBME/Petrol Eteri (30/70) Karigimi1 Hazirlama: 100 ml'lik erlene meziir kullanilarak 30 ml
TBME ve 70 ml Petrol eter katilarak elle ¢alkalanir.

3. Metanol/su (1/1) Karisimi Hazirlama: 100 mI'lik erlene meziir kullanilarak 50 ml metanol ve 50
ml distile su katilarak elle calkalanir.

Standart Cozeltiler;

1. Standart ana stok ¢ozelti hazirlama: Analiz edilecek her bir analit icin toz halindeki standart
maddeden 10 mg hassas terazide tartilir. Daha sonra koyu renkli sise icerisinde 10 ml etanol

yardimiyla ¢oziiliir. Olusan ¢ozelti 1000 pug/ml’lik ana stok ¢ozeltisidir.
2. Standart ara stok gozelti hazirlama: Her bir analit i¢in hazirlanan 1000 pg/mllik ana stok

gozeltisinden 1ml alinarak 9 ml etanol yardimiyla toplam hacim 10 ml olacak sekilde yeni bir ara
stok ¢ozelti elde edilir. Olusan ¢ozelti 100 pg/mllik ara stok ¢ozeltisidir.Bu sekilde seyreltmeler
yapilarak 10 ug/ml, 1 pg/ml ve 100 ng/ml ara stok ¢ozeltileri hazirlanir.
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3. Pozitif numune (Spike) hazirlanmasi : Metot validasyonu ve 6l¢iim belirsizligi ¢caligmalarinda
analiz edilecek her bir analit i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmis 100 ng/ml konsantrasyonunda standart ara
stok ¢ozeltilerinden sirastyla IMRPL, 1,5 MRPL, 2MRPL, 2,5 MRPL, 5 MRPL diizeylerinde olacak
sekilde asagidaki tabloya (Tablo 1) uygun standart eklenen plazma numuneleri vorteksle 30 sn
karistirlarak homojenize edilir ve numune ekstraksiyonu basamaginda 7.3 maddesinden itibaren

ekstraksiyon islemi uygulanir.

Tablo 1: Plazma numunelerine (1 ml) ekimi yapilan standart miktarlar

MRPL Diizeyleri Konsantrasyon  Diizeyleri | 100 ng/ml'lik ara stok ¢ozeltisinden
(ng/ml) eklenen miktar(pl)

0 0 0

1 2 20

1,5 3 30

2 4 40

2,5 5 50

5 10 100

7.3. Numunenin Analizi
1. 1 ml plazma numunesi cam santrifijj tiiptine konulur.
2. Uzerine 1 ml 2M asetat tamponu (PH:5,2) ilave edilir ve vorteks yapilir.

3. 5 ml TBME/Petrol eteri (30/70) karigimu ilave edilir. 10 dk ¢alkalayicida galkalanir. 000 devirde
5 dk santrifiij edilir.

4. Karisim 2 saat derin dondurucuda (-17°C/-27°C ) bekletilir.
5. Eter kismi temiz bir tiipe alinir ve 50 °Cde Azot altinda buharlastirilir.

6. Kurukalint1 5 ml metanol/su (1/1) ile ¢6ziiliir. Uzerine 1 mlheptan ilave edilerek 30 sn vortekslenir
ve 5 dk 3000 devirde santrifiij yapilir. Heptan kismu atilir. (Heptan agamas iki kez tekrarlanir.)

7. C18 kolonu sirastyla 5 ml metanol ve 5 ml su ile sartlandirilir.
8. 5 ml metanol/su (1/1) ile ¢oziilmiis kalint1 kolondan gegirilir.
9. 2 ml metanol/su (1/1) ile kolon yikanr.

10. 2 ml metanol ile elusyon yapihr.

11. Eluat 50 °Cde azot altinda buharlastirilir. Kuru kalint1 0,5 ml metanol ile vortekslenerek ¢oziiliir
ve tiirevlendirme tiiplerine aktarilir. 50 °Cde azot altinda tekrar buharlastirlir.

12. Kuru kalintrya 0.1 ml BSTFA+TMCS ilave edilir ve vortekslenir. 60 °Cde 1 saat
etlivde tiirevlendirilir.

13. 50 °Cde azot altinda buharlastirihir. Kuru kalint1 25 pl isooctan ile vortekslenerek ¢oziiliir ve
viale aktarilir.

14. GC-MS cihazina enjeksiyon yapilir.
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7.4. Cihaz Parametreleri

GC-MS(Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik  Artis
Bekleme Toplam

Hizi/dak. Firin Sicakligi(°C)

¢C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 90 1 1
Basamak 1 |20 250 21 30
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hizi : 1.0 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi  : 2pL Film Kalinlik 0,25 pm
Enjektor Sicaklign 230 C Iyonlagtirma Tipi  :Elektron Impact(EI)
Interface Sicakhigi  :280 C Kiitle Tarama Aralig1 :124-416

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1. Aranan maddelerin standartlar1 cihaza enjekte edilerek alikonma zamanlari, ana iyon ve diger

iyonlarla belirlenir.

2. Her analizde cihaza sirasiyla standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kér numune

enjeksiyonundan sonra analizi yapilan numuneler enjekte edilir.

3. Aranan maddenin gelis zamani, kromatogramdaki ana iyon ve diger iyonlar (en az 3 iyon)
asagida verilen tablodaki sekli ile teyit edildikten sonra siipheli numune kromatogrami kiitle
spektrumu, standart ve pozitif (spike) numuneye ait kromatogram/kiitle spektrumlar: ile

karsilagtirlir.

4. Her madde igin 1, 1.5, 2, 2.5, 5 MRPL diizeylerinde hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kor
numune cihaza enjekte edilir.
5. Pozitif (spike) numuneler ile kdr numunenin cihaz datalarindan konsantrasyona karsi pik
alaninin grafigi cizilerek en az 5 noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.
6. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu ¢izilen kalibrasyon egrisi
kullanilarak ng/mL olarak hesaplatilir.
7. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢tim
belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar degerlendirilir.
8. 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir. Ayrica Analiz kalitesinin kontrolii i¢in
her bir analite yonelik Kalite Kontrol Grafigi hazirlanir.
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Tablo 2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Pargalanma Iyonlart

Anabolik madde ad Ana Iyon Pargalanma iyonlar1
17beta-Estradiol 416 285,326,232
17alfa-Estradiol 416 285,326,232
Testesteron 360 345,270,226
Progesteron 314 272,229,124
Dietilstilbestrol 412 397,383,191
Dienestrol 410 395,381,245
Hekzestrol 207 399,163,179
Zearalanone 307 335,450,449,260
Zearalenone 260 305,462,333,151
a-Zearalanol 538 523,335,307,433
B- Zearalanol 538 523,335,307,433
a-Zearalenol 446 333,536,305,260
B- Zearalenol 446 333,536,305,260

8. ILGILi DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon.(1996).Council Directive 96/23 of 29 April 1996 on measures to monitor certain
substances and residues there of in live animals and animal products. off. J. Europ. Comm. L125,
10-31.

2. Anon.(1995)SOP ARO/405,RIVM.Analysis of bovine serum for 17 B-estradiol with GC-MS.

3. Dickson L.C., Macneil ]J.D.,Reid J., Fesser A.C.E.(2003).Validation of screening method
for residues of diethylstilbestrol, dienestrol, hexestrol and zeranol in bovine urine using
immunoaffinity chromatography and gas chromatography/mass spectrometry, Journal of
AOAC, 86:631-639

4. Herbold, H.A., Sterk,S.S., Stephany,R.W,, van Ginkel,, L.A. (1997) Multi residue method using

coupled column HPLC and GC-MS for determination of anabolic compounds in samples of
urine. RIVM, Bilthoven - The Netherlands, ARO SOP nr. 401

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIK DOKUSUNDA POLIKLORBIFENILLERIN
GC-ECD ILE TAYINI METODU

1 AMAC

Balik dokusunda poliklorbifenillerin tespitini ve teyidinin yapilmasini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek baliklarda poliklorbifenillerin (PCB 28, 30, 52,
101, 118, 153, 180) GC-ECD sistemi ile analizini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4 GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kogullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gecirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisilmals, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

cu . .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonras ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar
aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili glincel gelismeler takip edilmelidir.

S5 KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  : Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayict Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
VKMAE  : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisti
MRL : Maksimum Kalint1 Limiti
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6 TEST METODUNUN KISA TANIMI
Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

[S—

Pestisitlerin organik ¢oziicii faza gegirilmesi

2. Organik ¢oziictiden suyun uzaklagtirilmasi

3. Kati faz ekstraksiyon ile yagin uzaklastiriimasi
4. GC-ECD ile analizin yapilmast.

7 TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1 GC-ECD, GC-MS

2 Oto Enjektor
3 Vorteks
4 GC-ECD, GC-MS Kolonu
5 Vial

6  Santrifijj
7  Vakum manifold

8 Pipetucu

9 Otomatik Pipet

10 Analitik terazi

11 Buzdolab:

12 Cam malzeme(beher,meziir)
13 Helyum Gaz1

14 Azot Gazi

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. Magnezyum siilfat %99.8 saflikta)

2. PSA (Primer sekonder amin) (Varian)
3. Sodyumasetat (% 99.0 saflikta)

4. Heptan (GC saflikta)

5. Isooctan (%99.5 saflikta)

6. C18 kolon /Alltech)
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Standart Cozeltiler;

1. Standart ana stok ¢ozeltisi:10 ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler
kullanilmaktadir.

2. Standart ara stok ¢ozeltisi: 10 ng/pl yogunlugundaki Standart ana stok ¢ozeltilerden 1ng/pl
yogunlukta olacak sekilde standart miks ara stok ¢ozeltisi hazirlanir. Buamagla 1ng/ul yogunlukta
standart Miks 10 ana stok ¢ozeltisi hazirlamak icin her bir analite ait 10 ng/ul yogunluktaki
standart ana stok ¢ozeltilerden 500er pl alinarak, 1ng/ul yogunlukta 5 ml'lik standart miks 10
ara stok gozeltisi elde edilir.

3. Internal standart ara stok ¢ozeltisi: 10 ng/pl'lik PCB 209 ana stok ¢ozeltisinden 500 pl alinip
4500 pl siklohekzan ile 5 ml'ye tamamlanarak 1 ng/ul'lik 5 ml internal standart ara stok ¢ozeltisi
hazirlanmugstir.

4. Pozitif (Spike) numune: Metot validasyonu ve &lgiim belirsizligi ¢alismalarinda 1ng/ul
yogunlukta hazirlanmis standart Miks 10 ara stok ¢ozeltisinden tablo 1de belirtildigi gibi
sirasiyla 0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL ve 5,0MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
ve ayrica her seviyeye 1 ng/ul yogunlukta internal standart (PCB 209) ¢ozeltisinden 100 pl

eklenir.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlanmak icin ekimi yapilan standart ve internal standart

miktarlar
MRL Miktar (ng/g) standart (ingia) |
1Ktar (n andar n
g'g H st Standart (1ng/pl)

; 0 0 100
0.5 5 50 100
. 10 100 100
1.5 15 150 100
5 20 200 100
- 20 500 100

7.3. Numune Analizi

1.

Homojenize edilmis balik numunesinden 10 g tartilarak 50 ml'lik bir santrifiij tiiptine koyulur
ve iizerine 100 pl internal standart ilave edilip 30 sn vorteks ile karistirilir.

. Karigimin tizerine 4 gr Magnezyum siilfat (500 °Cde bir gece bekletilmis) 1 gr sodyum asetat ve

10 ml Heptan eklendikten sonra tiipiin agz1 sikica kapatilarak 1 dkelle ¢alkalanr.
Karisim 3500 rpmde 3 dk santrifiij edilir.
C18 kolonunun {iizerine 350 mg PSA ve 1cm olacak sekilde Magnezyum siilfat ilave edilerek

hazirlanan kolon vakum manifolt cihazina yerlestirilir ve 2x5 ml heptan ile sartlandirilir. Daha
sonra vakum manifoltun alt kismina cam tiipler yerlestirilir.

. Santrifiij sonrasi elde edilen tist faz C18 kolonundan gegirilerek cam tiiplerde toplanir ve viallere

alinarak cihaza enjekte edilir.
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7.4. Cihaz Parametreleri
GC-ECD (Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artis Hizi Firin Bekleme Toplam
(°C) Sicakligi(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless GC-ECD Kolon : DB-XLB
Akis Hiz1 : 1.50 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Azot Cap1 : 0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinhik  :0,25 pm
GC-MS(Firin Programi ve Cihaz Sartlarr)
Sicaklik Artis Hiz1 Firin Bekleme Toplam
(°C) Sicakligi(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hiz1 :2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1pL Film Kalinhk  :0,25 um
Interface Sicakligi : 280 °C Iyonlastirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicakligt  :250°C

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin Yapilmasi

1. Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD'ye sirastyla

standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kor numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

2. Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami

karsilastirilir ve gelis zamanlar1 kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek (Tablo 1e gore) hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kér numune cihaza

enjekte edilir.

3. Kor numune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlar1 ile internal standardin pik alani oranlanip
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derisim degerlerine kars: grafik cizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

4. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, cizilen kalibrasyon
egrisi kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon
raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢iim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar
degerlendirilir.

5. Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinir.
6. Sonra cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

7. Daha sonra sirastyla ¢oziici, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kér numune ve
pozitif stipheli numune cihaza enjekte edilir.

8.Aranan maddenin Tablo 2’ de belirtilen gelis zaman1 ve karakteristik iyonlar: (en az {ig iyon),
standart ve pozitif (spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

9.2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

Tablo2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Parcalanma Iyonlari

Gelis Tanimlanan iyonlar , m/z
Pestisidler . Molekil Ql Q2 Q3
amant (dk) agrlisy

PCB 30 257 256 186 150 PCB 30
PCB 28 257 256 186 150 PCB 28
PCB 52 290 292 220 255 PCB 52
PCB101 324 326 254 324 PCB101
PCB 118 324 326 254 218 PCB 118
PCB 153 358 360 290 252 PCB 153
PCB 180 392 252 324 394 PCB 180

8. ILGIL DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Lehotay S.J., Mastovska K.(2005).Evaluation of Two Fast and Easy Methods for Pesticides Residue
Analysis in Fatty Food Matrixes. Journal of AOAC Int,88, No. 2

2. Lehotay S.J. (2005).Validation of Fast and Easy Method for the Determination of Residues from

229 Pesticides in Fruits and Vegetables Using Gas and Liquid Chromatography and Mass
Spectrometric Detection. Journal of AOAC Int.88: 595

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

www.tarim.gov.tr 333




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

CIG SUTTE ORGANIK KLORLU INSEKTISITLERIN
GC-ECD ILE TAYINI METODU

1. AMAC

Cig siitte organik klorlu insektisitlerin GC-ECD sistemi ile analizinin yapilmasini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu organik klorlu insektisitlerin (alfa-HCH, hekzaklorobenzen, aldrin, gama-HCH,
Beta-HCH, 2,4-DDT, 4,4-DDE, 4,4-DDD, 4,4-DDT ) GC-ECD sistemi ile analizini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER
1. Test 6ncesinde laboratuvar kogullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gézden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda ¢alisilmaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

e .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulasma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar
malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”
esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar
aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.

5.KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  : Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayict Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre

VKMAE  : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisti
MRL : Maksimum Kalmnt1 Limiti
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6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

Analitler aseton fazina ge¢mesi.

Magnezyum siilfat ilavesiyle ortamdan su uzaklagmasi.
Ortama benzen-pentan eklenmesi.

Florisil ile matrikler temizlenmesi.

SAE S

GC-ECD ile analizin yapilmas.

7. TEST METODUNUN TANIMI:
7.1. Kullanilan Ekipmanlar

1. GC-ECD

GC-MS

Vorteks

Vial

Santrifiij

Ornek yogunlastirici

Manifold ve vakum pompast

Buzdolabi

© ® N NNk »D

Dispensir

10. Otomatik Pipet
11. Analitik Terazi
12. Santrifiij tiipti

7.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
N-pentan

Siklohekzan

Aseton

Benzen

Magnezyum siilfat

Isooktan

Florisil

® N SN W=

Filtre amach (Extract clean) kolon
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Standart Maddeler (Alfa-HCH (alfa-hekzaklorosiklohekzan), Hekzaklorobenzen, Aldrin, Gama-
HCH (gama-hekzaklorosiklohekzan), Beta-HCH (beta-hekzaklorosiklohekzan) , 2,4-DDT (o,p-
DDT), 4,4-DDE (p,p-DDE), 4,4-DDD (p,p-DDD), 4,4-DDT (p,p-DDT)

Cozeltiler;

1. Benzen/n-Pentan(30:70): 100 ml'lik erlene meziir kullanilarak 30 ml benzen ve 70 ml n-pentan
katilarak elle galkalanir.

Standart Cozeltiler;

1. Standart ana stok ¢ozeltisi:10 ng/pl yogunlugundaki Referans Standart ¢ozeltiler
kullanilmaktadir.

2. Standart ara stok ¢ozeltisi: Miks ara stok ¢ozeltisi hazirlamak icin Alfa-HCH, Gama-HCH,
Hekzaklorobenzen, Aldrin, Beta-HCH, 2,4-DDT, 4,4-DDT, 4,4-DDD ve 4,4-DDEnin 10 ng/
pllik ana stok ¢ozeltilerinden sirastyla 40, 100, 100, 30, 30, 100, 100, 100 ve 100 pL alinip 300 pL
siklohekzan ile 1,0 mLye tamamlanir.

3. Internal standart ara stok ¢ozeltisi: 10 ng/pl'lik PCB 209 ana stok ¢ozeltisinden 1 ml alinip 9
ml siklohekzan ile 10 ml'ye tamamlanarak 1 ng/ul'lik 10 ml internal standart ara stok ¢ozeltisi
hazirlanir.

4. Pozitif (Spike) numune: Metot validasyonu ve 6l¢tim belirsizligi calismalarinda Miks ara
stok ¢ozeltisinden tablo 1de belirtildigi gibi sirastyla 0,5MRL, 1,0MRL, 1,5MRL, 2,0MRL ve
5,0MRL diizeylerinde olacak sekilde standart ve ayrica her seviyeye 1 ng/pl yogunlukta internal
standart(PCB 209) ¢ozeltisinden 50 pl eklenen ¢ig siit numuneleri vorteks ile 30 sn. karistirilarak

7.2.2.2 basamagindan itibaren ekstraksiyon islemi uygulanir.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlamak i¢in ekimi yapilan standart miktarlar1

1]\)/[i§{21;yleri M'iks ara stoktan eklenen Inj[ernal standarttan  eklenen
miktar(uL) miktar(uL)
0 MRL 0,0 50
0,5 MRL 25 50
1,0 MRL 50 50
1,5 MRL 75 50
2,0 MRL 100 50
5,0 MRL 250 50
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7.3. Numune Analizi

1. 5.0 mL ¢ig siit numunesi 50 mLlik plastik santrifiij tiipiine konulur. Uzerine standart ve internal
standart ekimi Tablo 1de ifade edildigi gibi yapilir (Kér numune ve analize alinacak numunelere
sadece internal standart eklenir).

2. Uzerine 6 mL aseton ve 2,5 g magnezyum siilfat eklenerek 30 s vortekslenir ve 3500 rpmde 3
dakika siireyle santrifiij edilir.

3. Santriflij sonras1 6mL benzen:n-pentan(v/v, 30:70) ilave edilerek tekrar 30 s vortekslenir ve
3500 rpmde 5 dakika siireyle santrifiij edilir.

4. Tkinci santrifiij sonrasinda elde edilen iistteki stv1 fazdan 9 mL deney tiipiine alinip azot altinda

40°Cde ugurulur.
5. 1000 mg florisil kartus tizerine 2,0 g sodyum siilfat eklenerek kolon hazirlanir. Daha sonra kolon

vakum manifolda yerlestirilerek, 2x2 mL benzen:n-pentan(v/v, 30:70) ile sartlandirilir.

6. Sartlandirilmis kolonun altina deney tiipii yerlestirilir. Azot altinda ugurularak elde edilmis
kuru kalint1 2 mL benzen:n-pentan(v/v, 30:70) ile ¢oziiliip kolondan gegirilir ve kolon 3 mL n-
benzen:n-pentan(v/v, 30:70) ile yikanir.

7. Deney tiipiinde toplanan ¢ozelti azot altinda 40°Cde ugurulur ve elde edilen kuru kalinti 100 pL
isooktan ile ¢oziilerek viale alinir ve GK-ECD cihazina enjekte edilir.

7.4. Cihaz Sartlar

GC-ECD (Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artis Hizi Firin Bekleme Toplam
(°C/dak.) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangig 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless GC-ECD Kolon : DB-XLB
Akis Hiz : 2,4 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Azot Cap1 10,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinlik  :0,25 pm
Inlet Sicaklign  :250°C
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GC-MS (Firin Programu ve Cihaz $artlar)

Sicaklik Artis Hizi Firin Bekleme Toplam
(°C/dak.) Sicaklig1(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-MS Kolon : HP-5MS
Akis Hizt : 2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 :0,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1pL Film Kalinhik  :0,25 um
Interface Sicakligi : 280 °C Iyonlagtirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicakligs  :250 °C

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Hesaplamanin yapilmasi

1. Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD'ye sirasiyla
standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢6ziicii ve kér numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

2. Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami
karsilastirilir ve gelis zamanlari kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek (Tablo 1e gore) hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kor numune cihaza
enjekte edilir.

3. Kor numune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlar1 ile derisim degerlerine kars1 grafik

gizilerek en az bes noktali kalibrasyon egrisi olusturulur.

4. Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, ¢izilen kalibrasyon
egrisi kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon
raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢tim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar
degerlendirilir.

5. Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinir.

6. Sonra cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

7. Daha sonra sirasiyla ¢oziici, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kor numune ve

pozitif stipheli numune cihaza enjekte edilir.
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8. Aranan maddenin Tablo 2’ de belirtilen gelis zamani ve karakteristik iyonlar: (en az ii¢ iyon),

standart ve pozitif (spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

9. 2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.

Tablo 2: Aranan Maddelerin Ana Iyon ve Parcalanma Iyonlari

Madde ad1 Ana Iyon Parcalanma iyonlar1
Alfa-HCH 183 181 219 217
Gama-HCH 111 109 181 183
Beta-HCH 219 181 109 183
Hekzaklorobenzen 284 286 282 142
Aldrin 66 263 79 91
44 DDE 246 318 248 316
44 DDD 235 237 165 236
4£4DDT 235 237 165 236
2’4 DDT 235 237 165 236
PCB 209 498 214 500 178

8. ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER

1. Antignac J.P,Bizec B.L.,Monteau F,Andre E(20039.Validation of Analtical Methods Based on
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and Application, Analytica Chimica Actra, 483: 325-334.
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Analysis in Fatty Food Matrixes, Journal of AOAC Int.88: 630-638.
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YUMURTADA ORGANIK KLORLU INSEKTISITLER
ve POLIKLOROBIFENILLERIN GC-ECD ILE TAYINI
METODU

1 AMAC

Yumurta numunelerinde organik klorlu insektisitlerin ve poliklorobifenillerin (PCB) GC-ECD

sistemi ile analizlerinin yapilmasini amaglar.

2 UYGULAMA ALANI

Bu analiz metodu, hayvansal gida olarak tiiketilecek yumurtada organik klorlu insektisitlerinin
(alfa-HCH, hekzaklorobenzen, heptaklor, dieldrin, aldrin, gama-HCH, beta-HCH, 2,4-DDT, 4,4-
DDE, 4,4-DDD, 4,4-DDT) ve PCBlerin (PCB28, PCB30, PCB52, PCB101, PCB118, PCB153,
PCB180) GC-ECD sistemi ile analizlerini kapsar.

3 TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

S

1. Test 6ncesinde laboratuvar kosullarinin ¢alismaya uygunlugu ve giivenligi gozden gegirilmelidir.

2. Kullanilan kimyasal maddeler, toksikolojik ozellik gosterebileceginden giivenlik yoniinden
geker ocak altinda calisiimaly, 6nliik, eldiven gibi koruyucu kiyafetler kullanilmali ve analizin

sy .

3. Testle ilgili her tiirlii cihaz ve malzemelerin kullanim ve bakim talimatlarina uyulmalidir.

4. Bulagma olasiligina karst miimkiinse tek kullanimlik malzemeler tercih edilmeli, miimkiin
degilse bulagmay1 6nlemek amaciyla, kullanilan malzemeler analitin 6zelligi ve laboratuvuar

malzemelerinin temizligi ile ilgili genel prensipler esas alinarak temizlenmelidir.

5. Numuneler, analizi yapilana kadar analit ve matriksin 6zelligi dikkate alinarak uygun kosullarda
saklanmalidir. Analiz sonucu raporlandirilan numunelerden sonucu negatif veya pozitif
olanlarin imhasi ya da saklanmasi konusunda laboratuvarin kendi “Numune Kabul Talimat1”

esas alinmalidir.

6. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan her tiirlii atik malzemelerin saklanmasi ve imhasinda Ulusal/Uluslar

aras1 prosediirler dikkate alinmali, konu ile ilgili giincel gelismeler takip edilmelidir.
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S KISALTMALAR/TANIMLAR

GC-ECD  :Gaz Kromatografi-Elektron Yakalayici Dedektor
GC-MS  :Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
VKMAE : Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
MRL : Maksimum Rezidii Limiti

6 TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot asagidaki adimlari takip eder:

1. Pestisitlerin organik ¢oziicii faza gegirilmesi

2. Organik ¢6ziiciden suyun uzaklagtirilmasi

3. Kati faz ekstraksiyon teknigi ile clean-up yapilmasi
4. GC-ECD ile analizin yapilmast.

TEST METODUNUN TANIMI
. Kullanilan Ekipmanlar

GC-ECD, GC-MS

Oto Enjektor

P

Vorteks

GC-ECD, GC-MS Kolonu
Etiv

Vial

Santrifij

Pipet ucu

© % 9 9 W A W RN = N

Otomatik Pipet

[y
(—]

Analitik terazi
Buzdolab1

p—
N -

Cam malzeme(beher,meziir)

k.
w

Vakum Manifoltu

[
=

Helyum Gaz

[y
n

Azot Gaz1
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7.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Magnezyum siilfat (%98 saflikta)

PSA kolon (Primer sekonder amin kolon, 500 mg'lik kolon)
Benzen (% 99.0 saflikta)

N-Heptan (% 99.0 saflikta)

Sodyum kloriir (% 99.5 saflikta)

Asetonitril (% 99.0 saflikta)

Asetik asit (CH,COOH, Analitik saflikta)

A A S

7.2. Kullanilan Standart Cozeltiler
1. Standart ana stok ¢6zelti:10 ng/ul yogunlugundaki Referans Standart ¢6zeltiler kullanilmaktadar.

2. Standart ara stok ¢ozelti hazirlama: Miks1 ara stok ¢ozeltisi hazirlamak icin Alfa-HCH, Gama-
HCH, Heptaklor, 4,4-DDT, 4,4-DDD ve 4,4-DDEnin 10 ng/ul'lik ana stok ¢ozeltilerinden
sirastyla 600, 300, 600, 375, 375 ve 375 pL alinip 375 uL siklohekzan ile 3 mLye tamamlanir.
Miks 2 ara stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in Hekzaklorobenzen, Dieldrin, 2,4-DDT, Aldrin ve Beta-
HCHnin 10 ng/ul'lik ana stok ¢ozeltilerinden sirastyla 600, 300, 375, 300 ve 300 L alinip 1125
uL siklohekzan ile 3 mLye tamamlanir. 0,5 ppnrlik Miks 3 ara stok hazirlamak icin PCB28, PCB
30, PCB52, PCB101, PCB118, PCB153, PCB180’ in 10 ng/pl yogunlugundaki standart ana stok
gozeltilerinden 100er uL alinip 1300pL isooktan ile 2 ml'ye tamamlanir.

3. Internal standart ara stok ¢ozelti hazirlama: 10 ng/pl’lik PCB 209 ana stok ¢6zeltisinden 1 ml
alinip 9 ml siklohekzan ile 10 ml'ye tamamlanarak 1 ng/ul'lik 10 ml internal standart ara stok

¢ozeltisi hazirlanir.

4. Pozitif (Spike) numune hazirlanmasi : Metot validasyonu ve 6l¢tim belirsizligi ¢alismalar igin

kullanilan pozitif numuneler Tablo 1'e gore hazirlanir.

Tablo 1: Pozitif (Spike) numune hazirlamak i¢in ekimi yapilan standart ve internal standart

miktarlar1
*MRL Miks 1'den | Miks 2den eklenen | Miks 3den | Internal standarttan
diizeyleri eklenen miktar(puL) eklenen eklenen miktar(pL)
miktar(pL) miktar(pL)
0,0 0,0 0,0 0,0 100
0,5 25 25 28 100
1,0 50 50 56 100
1,5 75 75 84 100
2,0 100 100 112 100
5,0 250 250 280 100
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7.3. Numune Analizi

1. Homojenize edilmis yumurta numunesinden 5,0 g alinarak 50 mLlik plastik santrifiij tiiptine
konulur. Uzerine standart ve internal standart ekimi yapilir. (Kér numune ve analize alinacak

numunelere sadece internal standart eklenir).

2. Uzerine 1 mL asetik asit, 10 mL asetonitril, 2 g magnezyum siilfat ve 2 g sodyum kloriir eklenerek,
30 sn. vortekslenir ve 3500 rpmde 5 dk siireyle santrifijj edilir.

3. 500 mg'lik PSA kartus tizerine 1,0 g magnezyum siilfat eklenerek kolon hazirlanir. Daha sonra
kolon vakum manifolda yerlestirilerek, 2x5 mL asetonitril ile sartlandirilir.

4. Sartlandirilmig kolonun altina deney tiipii yerlestirilir. Santrifiij sonrasinda elde edilen tistteki

sivi fazdan 6 mL kolondan gegirilir ve daha sonra kolon 2 ml asetonitril ile yikanir.
5. Deney tiiptinde toplanan ¢ozelti azot altinda 40°Cde ugurulur .

6.Tekrar 500 mg’lik PSA kartus {izerine 1,0 g magnezyum siilfat eklenerek yeni bir kolon hazirlanip,
vakum manifolda yerlestirilir ve 2x5 mL n-heptan-benzen(v/v, 70:30) ile sartlandirilir.

7. Rotary evaporatdrde ugurulduktan sonra cam balonda elde edilen kuru kalint1 3x1 ml n-hekzan

ile ¢ozdiiriilerek, sartlandirilmis olan florosil kolona eklenir.

8. Deney tiipiinde toplanan ¢ozelti azot altinda 40°Cde ugurulur ve elde edilen kuru kalint1 100 pL

n-heptan-benzen(v/v, 70:30) ile ¢oziilerek viale alinir ve cihaza enjekte edilir.

7.4. Cihaz Parametreleri

GC-ECD (Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artig Hizi Bekleme Toplam
Firin Sicakligi(°C)
(°C) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 60 2,0 2
Basamak 1 | 10 160 0,0 12,0
Basamak 2 | 2 260 10,0 72,0
Mode : Splitless
GK-ECD Kolon : HP -5
Akis Hiz : 1.50 mL/dk
Uzunluk :30 m.
Gaz 1 Azot
o ) Cap1 10,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL .
Film Kalinlik  :0,25 pm
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GC-MS (Firin Programi ve Cihaz Sartlari)

Sicaklik Artis Hizi Bekleme Toplam
Firmn Sicakligi(°C)

Q) Zamani(dak.) Zaman(dak.)
Baslangi¢ 70 2,0 2
Basamak 1 | 25 150 0,0 5,2
Basamak 2 | 3,0 200 0,0 21,87
Basamak 3 | 8,0 280 10,0 41,87
Mode : Splitless GC-KS Kolon : HP-5MS
Akis Hiz1 :2,3 mL/dk Uzunluk :30 m.
Gaz : Helyum Cap1 10,25 mm
Enjeksiyon Hacmi : 1uL Film Kalinhik  :0,25 pm
Interface Sicakligi : 280 °C Iyonlastirma Tipi :Elektron Impact
Inlet Sicaklig :250°C

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi Ve Hesaplamanin Yapilmasi

1.

344 TESHISTE METOT BIiRLIGI

Her bir grup analizde sonuglarin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi i¢in; GC-ECD'ye sirastyla
standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii ve kor numune enjeksiyonundan sonra analizi

yapilan numuneler enjekte edilir.

Numune kromatogramu ile standart kromatogrami ve pozitif (spike) numune kromatogrami
kargilastirilir ve gelis zamanlar1 kontrol edilir. Her bir analit i¢in Tiirk Gida kodeksinde belirtilen
MRL diizeyleri dikkate alinarak 0.5, 1.0, 1.5 ve 2,0 ve MRL diizeylerinde olacak sekilde standart
madde eklenerek (Tablo 1e gore) hazirlanan pozitif (spike) numuneler ile kér numune cihaza
enjekte edilir.

Kor numune ve pozitif (spike) numunelerin pik alanlariile internal standardin pik alani oranlanip

derisim degerlerine kars: grafik cizilerek en az bes noktal kalibrasyon egrisi olusturulur.

Pozitif (spike) numune veya siipheli numunenin konsantrasyonu, cizilen kalibrasyon
egrisi kullanilarak ng/g olarak hesaplatilir. Her bir analit i¢in elde edilen degere validasyon
raporunda hesaplanan genisletilmis 6l¢iim belirsizligi degeri(U) + seklinde eklenerek sonuglar
degerlendirilir.

Pozitif bulunan sonuglar GC-MS ile teyit edilir, autotune alinir.

Sonra cihaza standart enjeksiyonu yapilir ve cihazin analize hazir oldugu tespit edilir.

Daha sonra sirastyla ¢oziicii, standart, ¢oziicii, pozitif (spike) numune, ¢oziicii, kor numune ve
pozitif siipheli numune cihaza enjekte edilir.

Aranan maddenin Tablo 3de belirtilen gelis zaman1 ve karakteristik iyonlar1 (en az ii¢ iyon),

standart ve pozitif (spike) numune ile karsilagtirilir ve karar verilir.

2002/657/EC direktifine uyumlu olarak gegerli kilinir.
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Tablo 2:Analitlerin GC-MSdeki alikonma zamanlari ve karakteristik iyonlar1.

Tanimlanan iyonlar , m/z

Alikonma
Analitler Molekiil

zamani (dk) Q1 Q2 Q3 Q4

agirligl

Alfa-HCH 12,169 290,80 183 181 219 217
Gama-HCH 13,551 290,80 111 109 181 183
Beta-HCH 13,448 290,80 219 181 109 183
Hekzaklorobenzene | 12,473 284,81 284 286 282 142
Heptaklor 16,886 373,34 100 272 274 270
Dieldrin 23,964 380,93 79 81 82 77
Aldrin 18,597 364,93 66 263 79 91
4’4 DDE 24,180 318,03 246 318 248 316
44 DDD 25,860 320,05 235 237 165 236
44 DDT 27,135 354,51 235 237 165 236
2’4 DDT 25,905 354,51 235 237 165 236
PCB 209 33,751 498,66 498 214 500 178
PCB 28 16,275 257,55 256 258 186 260
PCB 30 13,366 257,55 256 258 186 150
PCB 52 18,029 291,99 292 220 290 222
PCB 101 22,771 326,44 326 254 328 324
PCB 118 25,510 326,44 326 328 324 254
PCB 153 26,331 360,88 360 362 145 144
PCB 180 29,250 395,33 394 396 324 392

8.ILGILI DOKUMANLAR KAYNAKLAR VE EKLER
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BALDA STREPTOMISIN KALINTILARININ
CHARM-II YONTEMI ILE KALITATIF TESPITI
ANALIZ METODU

1. AMAC

Bu test metodu, balda bulunmasmna izin verilmeyen aminoglikozid grubu antibiyotiklerden

streptomisinin Charm II yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadur.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, hayvansal gida maddelerinden balda streptomisin etkin maddeli ilaglara ait kalintilarin

kalitatif tespiti i¢in uygulanir. Balda tespit limiti 10 ppbdir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK UYARILARI ve ONLEMLER

1. Kimyasallar hazirlanirken agizla ¢ekilmemeli ve pipetér kullanilmalidir. Eldiven ve gozliikle
calisma yapilmalidir. Atiklar, kimyasal atik sisesine doldurulmalidur.

2. Charm- II testinin [*H] igerigi Nuclear Regulatory Commission ve Agreement State Regulations
tarafindan muaf tutulacak kadar diisiiktiir. Radyoaktif materyallere dokundugunuz zaman
asagidaki onlemleri aliniz.

3. Pipetleri agzinizla gekmeyiniz.

4. Radyoaktif materyallere dokunurken sigara igmeyiniz, bir sey yemeyiniz ve kozmetik

kullanmayiniz. Bu esnada yemek saglig1 ciddi bir sekilde tehdit eder.
5. Radyoaktif materyallere dokunduktan sonra ellerinizi iyice yikayiniz.
6. Dokiilen materyalleri hemen ve iyice siliniz.

7. Kat1 atiklar [’H] ya da ["*C] ile kontamine olmus olabilir bu yiizden materyaller etiketlenerek
karartildiktan ya da uzaklastirildiktan sonra normal ¢ope atilabilir.

8. Svi atiklar [*H] ya da ["C] ile kontamine olmus olabilir bu yilizden materyaller ya tibbi atik
gukurlarina konulmali ya da bol su ile yitkanmalhidir.

5. KISALTMALAR TANIMLAR
Analizor: Charm II LSC7600 analizorii. Cihaz drneklerin analizini yapar ve sayisal bir sonug

vererek yorumlar.
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Baglayici (Beyaz tablet): Streptomisisn etkin maddeli ilaglara baglanabilen spesifik reseptor alani

iceren ana molekiil yapisidir.
Santrifiij Tiipii: 50 ml'lik konik tiipler. Ornek hazirlama ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilir.

Kontrol Noktast: Negatif ve siipheli pozitif sonuglarin arasindaki kesisme noktasini gosteren
sayidir. Test sonuglarinin kontrol noktasindan biiyiik olmasi 6rnegin negatif oldugunu, kontrol
noktasindan kiigiik veya esit olmasi ise muhtemel pozitif oldugunu gosterir ve 6rnegin tekrar test
edilmesi gerekebilir. Her yeni reaktif i¢in yeni bir kontrol noktas1 olusturulur ve bu kontrol noktasi

kitin son kullanma tarihine kadar gecerlidir.

CPM: Dakika sayicisinin kisaltmasidir. Sonug 6l¢iim birimi.

Tissue Performans Negative Concentrate (TPNC): 30mllik agik renkli serum sisesinde toz halde
bulunur. 10 ml saf su ile ¢oziindiiriiliir. Coziindiiriildiigii zaman diliie edilmis bal gérevi goriir.

MSU Multi-Antimikrobiyel Konsantre Standart (MSUMA): Amber sise icerisinde liyofilize
toz halinde bulunan ¢esitli antimikrobiyel ilaglar iceren standart. 10 ml deiyonize su veya saf
su ile ¢oziildiigiinde 10 ppb streptomisin standardi igeren bir sivi elde edilir. Bu standart 6rnek
yiiklemelerinde ve diliie edilmis pozitif kontrol yapmak i¢in kullanilir.

Negatif Kontrol: Doku Performans Negatif Konsantrati diliie edilmis negatif 6rnegin CPM
sonuglarimni verir. Negatif Kontrol Performans izlemesi Negatif Kontrol ortalamasma %20 kadar
yakin olmahdir.

Negatif Kontrol Ortalamasi: 3 Negatif Kontrol CPM sonuglarinin ortalamasidir.

Negatif Bal Ortalamasi: Bal 6rnegi negatifkontrol ortalamasi ile karsilagtirildiginda bu ortalamanin
9%0-50 araliginda ise 6 test sonucunun ortalamasi alinip bundan %40 ¢ikartilarak Kontrol Noktas:
hesaplanir.

M2 Buffer: Ornek ekstraktlarinin pH’sin1 ayarlamada kullanilan tampon ¢ozeltidir.

MSU Ekstraksiyon Buffer: Ornekten antibiyotigi ekstrakte etmeye yarayan tampon ¢ozeltidir.
Optifluor: Radyoaktiviteyi agiga c¢ikaran sivi. Tastyict molekiile baglanmis olan isaretlenmis
antibiyotik o6rnegindeki [*H] molekiillerinden elde edilecek isimalarini agiga ¢ikartarak
radyoaktivitenin 6l¢iilmesini saglar. Kapagi agildiktan sonra 6 ay 6mrii vardir. Kapagi kapali sekilde
oda sicakliginda 2 sene saklanabilir.

Performans Izleme: Her calisma giiniinde test prosediiriiniin dogrulanmasi ve ekipmanlarin
fonksiyonlarini yerine getirebildiginin goriilmesi ve kontrol noktasinin dogrulanmasidir.

Pozitif Kontrol: Negatif Kontrol icinde MSUMA seyreltilerek 5 ppb streptomisin elde edilir. Pozitif
kontrol i¢in performans izleme sonuglar1 kontrol noktasinin altinda olmalidir.

Pozitif Kontrol Ortalamas:: 3 adet pozitif kontroliin CPM sonuglarmin ortalamasidir. Alternatif

kontrol noktasi belirlenmesi ¢calismalar1 esnasinda kullanilir.

ppb: Milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
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Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.
Tracer (Renkli Tablet): Kit tableti iizerinde isaretle belirtilmis olan renkli tablet. Bu tablet [*H] ile

isaretlenmis olan streptomisin standardh igerir.

Tipik Sayim Sayfasi: Her kit i¢in pozitif ve negatif kontrol noktalarinin hesaplanacag bir tablo

iceren kit ile beraber verilen sayfa.

Kontrol Noktasim1 Dogrulama: Dogrulama adimlari stiresinde belirli pozitif 6rnekleri kullanir ve

pozitif kontrol ortalamasindan hesaplanur.

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI
Balda streptomisin etkin maddeli ilaglarin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip Charm-

II cihazi ile tanimlanmasina yarayan hizli bir immunoassay metodudur.
7. TEST METODUNUN TANIMI

7.1. Materyal

Hayvansal gidalardan baldur.

1.2. Kullanilan Ekipman

Dereceli Pipetler, 2 ml, 5 ml ve 25 ml.
Santriftjj Tipleri (PP), 50 ml.

Su banyosu

Balon joje, 50 ml ve 100 ml, 1000 ml
Cam Huniler, 5cm ve 10 cm @.
Otomatik Pipet, 1ml ve 5ml

Hassas terazi

Karstiricy, vorteks

Sogutmali santrifiij

Charm-II inkiibator

Charm 6600 okuyucu

Otomatik pipet ucu, 1ml ve 5 ml

R [ [ [ B [ [ [ A S

Streptomycin, Gradient saflikta % 94
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7.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Negatif Kontrol Standart

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 100 ml 40°Cdeki sebeke suyu ¢oziiliip iyice ¢alkalanir.
Kullanmadan 6nce 15 dakika 4+2 °Cde tutulur. Coziindiiriilmiis olan standart 2-6 °Cde 3 giin
saklanabilir. -15°Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.

MSU Multi-Antimikrobiyal Standart (MSU-MA) -10 ppb streptomisin Standardi:

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10 ml distile su ile ¢6ziiliip iyice ¢alkalanir. Kullanmadan
once 15 dakika oda sicakhiginda tutulur. Coziindiirtilmiis olan standart 2-8°Cde 2 giin saklanabilir.
-15°Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.

Tissue Performance Negative Concentrate (Doku Performans Negatif Konsantrati)

2-6°Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. 10ml saf su ile ¢oziiliir ve iyice ¢alkalanir. Kullanmadan
once 15 dakika oda sicakliginda tutulur. Coziindiirtilmiis olan standart 2-6°Cde 2 giin saklanabilir.
-15°Cde veya altinda 2 ay saklanabilir.

MSU Buffers, M2 Buffer

2-6 °Cde kuru bir yerde muhafaza edilir. MSU Extraction Buffer 1 litre saf suda ¢oziiliir ve iyice
karigtirilir. M2 Buffer ise 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanir. Coziilerek hazirlanmis olan tamponlar
2-6 °Cde 2 ay saklanabilir.

Tabletler: Tabletleri -15 °Cde ya da yada daha diisiik sicaklikta saklaymn. Dondurucudan sadece o
giin i¢inde kullanacaginiz kadar tablet alin. Giinliik kullanim sirasinda tabletler 12 saat kadar oda
sicakliginda kalabilirler.

1 M NaOH Cozeltisi

40 gr. NaOH tartilir balon jojede 1 litre suda ¢oziiliir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

7.4.1.1. Kontrol Noktasinin Olustrulmasi

1. 4 ml Tissue Performance Negative Concentrate 12 ml MSU Extraction Buffer ile dilue edilir.
Negatif kontrol hazirlanmis olur. Negatif kontrol oda sicakliginda tutulmahdur.

2. Negatif kontrol sonuglarinin ortalamasini alinir. Bu Negatif Kontrol Ortalamasidir. Bu giinlik
izleme icindir ve tipik bir negatif bal 6rnegi icin kontrol noktasi olusturmada kullanmak i¢in

yeterlidir.

3. Tipik bir bal 6rnegi test edilir ve negatif kontrol ortalamasindaki CPM degeri ile karsilagtirilir.
Eger bal negatif ise sonug %0-50 araliginda olmalidir. Negatif ballar siklikla %-20-50 araliginda

olurlar.

4. Eger sonuglar bu araliklarda ise 6 tane yeterli goriilen tipik negatif bal 6rnegi test edilir.
Sonuglarin ortalamasi alinir. Bu negatif bal 6rnegi ortalamasidir. Eger bu araligin disinda ise

bagka bir numune analiz edilir.
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10.
11.

Negatif bal 6rnegi ortalamasindan %40 ¢ikarin. Bu Kontrol Noktasidir.
CPM sonuglar1 tipik sayim sayfasindaki sonuglarla karsilastirilir. Sonuglar tipik sayim

ortalamasinin %20 araliginda olmaldir. Eger sonuglar bu aralikta degilse kontrol noktasi

olusturma islemi tekrarlanir.

Yiiklenmis bal numunesinin hazirlanmasi i¢in 0.9 ml (900 pl) Doku Performans Negatif
Konsantrenin igine ¢oziindiiriilmis 0.1 ml (100 pl) MSU-MA, iyice karistirilir. 9.8 ml Doku
Performans Negatif Konsantrenin i¢ine bu karisimdan 0.2 ml (200 pl) eklenerek diliie edilir.
iyice karistiriir.Bu karigimdan 6 ml alinarak 18 ml MSU Ekstraksiyon Buffer ile karistirilir.
Kullanirken pozitif kontrol oda sicakhiginda tutulabilir.

Hazirlanan 3 adet yiiklenmis numune analiz edilir ve ortalamas alinir.

Ortalama CPM degeri bulunur.

Ortalamaya %20 eklenerek kontrol noktas: tespit edilir.

Ug adet negatif kontrol standardi analiz edilir ve ortalamasi bulunur. Bu Negatif Kontrol
Ortalamasidir. Burada elde edilen sonuglar Tipik Sayim Sayfas1 ortalamasinin % 20 araliginda
olmalidir.

Kontrol noktasi, negatif ile muhtemel pozitif sonug (stipheli) arasindaki sinir noktasidir. Her yeni

kit i¢in bir kontrol noktasi ve kontrol ortalamasi belirlenmelidir. Streptomisin igermeyen 6 negatif

numuneye (% 25 negatif kontrol ortalamasi igerisinde olmalidir) istenilen tarama seviyesinde
yiikleme yapilarak analiz edilir. Ortalama CPM degeri bulunur. Ortalamaya %20 ilave edilerek
kontrol noktasi tespit edilir.

7.4.1.2 Numunenin Hazirlanmasi

1.

Odassicakliginda saklanan numuneler karigtirilarak homojen hale getirilir. Balda seker kristalize
olmugsa, numune homojenize oluncaya kadar 1lik su igerisinde tutulur.

Santrifijj tiipiine 10 gr. bal tartilir tizerine 30 ml MSU Ekstraksiyon Tamponu ilave edilir, iyice
karigtirihir. pH degeri kontrol edilir. pH 7.5 olmalidir. Eger pH degeri 7.5den diisiik ise M2
Buffer ile pH 7.5¢ ayarlanir. Eger pH degeri 7.5den yiiksek ise 0.3 ml 0.1 M HCI eklenerek

karistirilir ve tekrar ol¢iiliir. Hala yiiksek ise damla damla ilave edilerek ayarlanir.

7.4.2. Analizin Yapilmasi

L.
2.
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Bos test tiipiine beyaz tablet eklenir.
0.3 £ 0.1 ml (300 pl + 100 pl) saf su eklenir. Tabletin pargalanmasi icin 10 saniye karistirilir

(tabletin iyice par¢alanmast icin gerekiyorsa ek siire taninabilir).

Test tiipiiniin igine 5.0 + 0.25 ml 6rnek ya da standart eklenir (her bir 6rnek i¢in yeni ug

kullanilir), 10 saniye karistirilir.
35+ 2 °Cde 2 dakika inkiibe edilir.

Inkubasyondan sonra bir kalem yardimuyla yesil tablet test tiipiine ilave edilir.
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11.
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10 saniye karistirilir.

35 + 2°Cde 2 dakika inkubasyona birakilir.

3300 rpmde 5 dakika santrifiij edilir.

Ustteki ekstrakt dékiiliir (Santrifiij durduktan sonraki herhangi bir gecikme dipteki ¢okeltinin

de ekstraktla birlikte dokiilmesine neden olabilir). Test tiipiiniin kenarlar1 emici bir kagit havlu
ile silinir.

300 pl + 100 pl saf su eklenir. Tabletin par¢alanmasi icin 10 saniye karistirilir (tabletin iyice
par¢alanmast i¢in gerekiyorsa ek siire taninabilir).

3.0 £ 0.5 ml optiflour eklenir. Bulutumsu goriintii uniform bir sekilde dagilincaya degin
karistirilir.

Analizoriin iginde 60 saniye saydirilir. [*'H] kanalindaki CPM degerini okunur. Pozitif ya da

negatif belirlemeye gére kontrol noktas ile karsilastirilir.

7.5. Analiz Sonucunun Degerlendirilmesi

1.
2.
3.

4.

Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden biiytikse 6rnek negatiftir”(not found).
Eger 6rnegin CPM degeri kontrol noktasinin degerinden kiigiikse 6rnek “siipheli pozitiftir”
Negatif olarak degerlendirilen 6rneklerin analiz sonucu negatif olarak raporlanir. Ornek
‘stipheli pozitif’ olarak degerlendirildi ise drnegin konfirmasyon analizine alinmasi gerekir.

Ulusal Kalinti Izleme Genelgesine gore belirli sayida negatif érnegi temsilen bir ornek

konfirmasyon analizine alinur.

7.6. Numune Sonuglarinin Hesaplanmasi

Her ¢alismadan 6nce bir tane negatif ve bir tane de pozitif kontrol hazirlanip test edilmelidir. Bu,

kontrol noktasini ve prosediirleri valide etmemizi saglar.

www.tarim.gov.tr 351




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
e TESHISTE METOT BIRLIGI

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Anon. Tirrk Gida Kodeksi. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktit Maddelerin Siniflandirilmasi Ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi. 04.05.2012
tarih ve 28282 sayili RG.

2. Bornova VKE Laboratuvar Giivenligi Prosediirii
3. Bornova VKE Deney Metotlar1 ve Deney Metotlarinin Gegerli Kilinmasi Prosediirii
4. CharmII Streptomycin Test for Honey
5. Charm Control Point Setup worksheets
9.REVIZYON
Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALDA KLORAMFENIKOL KALINTILARININ
ELISA YONTEMI ILE KALITATIF TESPITI ANALIZ
METODU

1. AMAC

Bu test metodu, gida degeri olan ballarda kullanimi yasaklanmis olan kloramfenikoliin balda
Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile kalitatif tespitini amaglamaktadir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu metot, bal numunelerinde kloramfenikoliin kalitatif tespiti i¢cin uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiIi SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4, GUVENLIK /UYARILAR/ONLEMLER

Laboratuvarda calisirken Laboratuvar Giivenligi Prosediirii ve Laboratuvarda Giivenli Caligma
Talimati uygulanmalidir. Analiz sonucu olusan atiklar Enstitii Atiklarinin Imhasi Talimati uygun

olarak imha edilmelidir.

Kitler kullanilmadan 6nce 2-8°C’ler arasinda saklanmalidir. Son kullanma tarihi gegen kitler
kesinlikle kullanilmamalidir. Kit igerisinden ¢ikan ayni lot numarali soliisyonlar ile kullanilmalidir;
lot numarasi farkli kitler ile soliisyonlar bir arada kullanilmamalidir. Kullanimi tamamlanan tiim

soliisyonlar derhal buzdolabina konulmalidir. Kitin kullanilmamis kismi, orijinal ambalajinda ve
buzdolabinda saklanmalidir.

Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yonteminin tekrarlanabilirligi biiytik ol¢tide
yikama islemi yapilan kuyucuklarm bir érnekliligine bagli olup, ELISA test prosediirii siranin
dikkatli bir sekilde takip edilerek uygulanmasi gerekmektedir. Test prosediirii asamasinda kit
kuyucuklarinin kurumasina asla izin verilmemelidir. Caligmalar esnasinda hazirlanan reagentlar el
ile karigtirilmals, kesinlikle vortex kullanilmamalidir. Inkiibasyon sirasinda kuyucuklarin direk giin
15181na maruz kalmamasi i¢in, kuyucuklarin tizeri 6rtiilmelidir. Kromojen 1s1ga duyarh oldugundan,
kuyucuklara kromojen ilave edildikten sonra inkubasyon sirasinda karanlikta bekletilmelidir.
Renk bozuklugu sekillenen kromojen kullanilmamahdir. 1 N siilfiirik asit iceren stop soliisyonun
kullanim1 esnasinda deri ile temasindan kaginilmalidir. Yapilan kontrol sonucunda standartlar
arasindaki korelasyonu uygun olmayan kitler kullanilmamalidir. Standart 1 (0 ppt) soliisyonunda
herhangi bir bozulma meydana geldiginde, 0.6 absorbans (A, <0.6) degerinden daha diisiik
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bir absorbans degeri verdigi goz oniinde bulundurulmalidir. Standart 1 ve standart 4 absorbans

degerleri arasinda belirgin bir farklilik bulunmalidir.

5. KISALTMALAR / TANIMLAR

Absorbans: Bir 151k demeti bir maddeden gecerken 1518in madde tarafindan emilen kismi,
gecirgenligin negatif logaritmasi, optik yogunluk, sogurganhk, OD.

ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay. Belli bir enzimle isaretlenmis test maddesi olan

antijen veya antikor kullanilarak spesifik antijen veya antikoru belirleme amaciyla uygulanan, gok

duyarl bir laboratuvar yéntemi.

Kromojen: Pigment haline doniisebilen 6ncii madde; renk verici maddeyi olusturan kendisi

renksiz herhangi bir madde.

Substrat: Belirli bir enzimin 6zgiin olarak etkiledigi bir bilesik veya reaksiyona giren madde.
Standart: Hedef bilesigin bilinen konsantrasyonundaki ¢ozeltisidir.

Blank: Negatif numune

Spayk: Standart yiiklii numune

MRPL: Minimum Required Performance Limit, Gerekli En Az Performans Limiti

ppm: Parts per milion. Milyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
nm: Nanometre

ppb: Parts per biliar, milyarda bir tanimlamasinin kisaltmasidir. mg/kga tekabiil eder.
ppt: Parts per trillion, trilyonda bir tanimlamasinin kisaltmasidir.

ml: Mililitre

wl: Mikrolitre

N: Normal

OD: Optik dansite

6. TEST METODUNUN KISA TANIMI

Bu metot bal numunelerinde kloramfenikoliin test metodunda belirtildigi gibi ekstrakte edilip
ELISA yontemi ile 450 nm dalga boyuna sahip spektrofotometrede (ELISA okuyucu) absorbansinin

ol¢tilmesine dayanan immunoassay metodudur.
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7. TEST METODUNUN TANIMI
7.1. Materyal
Bal numuneleridir.
7.2. Kullanilan Ekipman
7.2.1. Malzemeler
[] Dereceli pipetler (1 ml, 5 ml ve 10 mI'lik)
Santrifijj tiipleri (Polipropilen 50 mI'lik)
Cam tiipler (vida kapakli, 10 mT'lik)
Meziir (25 mI'lik)
Balon joje (10 ml, 50 ml,100 ml ve 1000 mI'lik)

Cam huni (5cm ve 10 cm ¢apinda)

[ [ I [y o |

Filtre (0,45 nm)

7.2.2. Laboratuvar Araglar
Otomatik pipetler (1ml ve 5ml'lik)
Mikropipet: 100ul ve 1000 pl
Otomatik ve mikropipet uglar
Blender

Karistiric

Hassas terazi (1 mg hassasiyette)
Vorteks

Coklu vorteks

Sogutmali santrifiij

Coklu ugurucu

ELISA plate okuyucu ( Bio-Tek, EL808)

R [ [ [ I [

7.2.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmasi

7.2.3.1. Kimyasal Maddeler

[] Etil Asetat, gradient saflikta

N-Heksan, gradient saflikta

Methanol, gradient saflikta

Referans Standart: Chloramphenicol (Sigma Aldrich, 31667, CAS:56-75-7)

Y [

Kloramfenikol Enzim Konjugati,
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SN A

= O O O 0 &8

Kromojen, .

Stop Soliisyon, .

Buffer .

Mirotiterplatte ( 96" lik )

Kloramfenikol Standart Soliisyonlarsi,.

Standart 1: 0 ng / kg Kloramfenikol i¢eren standart soliisyon, .
Standart 2: 25 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon, .
Standart 3: 50 ng / kg Kloramfenikol iceren standart soliisyon, .
Standart 4: 100 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon, .
Standart 5: 250 ng / kg Kloramfenikol i¢ceren standart soliisyon, .

Standart 6: 750 ng / kg Kloramfenikol igeren standart soliisyon, .

7.2.3.2. Cozeltiler ve Hazirlanmasi

[

Yikama Cozeltisi-PBST nin Hazirlanmas:: Kit ile birlikte gelen yikama soliisyonu bidistile su ile

¢oziindiiriiliip son hacim 1000 m!’ ye tamamlanir.1 ay buzdolabinda saklanarak kullanilabilir

Kloramfenikol Enzim Konjugatinin Hazirlanmast: Bir kisim kloramfenikol enzim konjugaty,

on kisim buffer ile 1:11 oraninda diliie edilir.

Kloramfenikol Ana Stok Standard1 (0,1 mg/ml-100 ppm): 10 + 01 mg Kloramfenikol standardj,
metanol ile 100 ml hacimli balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile -30 °C

arasindaki derin dondurucuda 3 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Ara Stok Standardi (1 ug/ ml-1 ppm): 100 pl Kloramfenikol Ana Stok soliisyonu,
metanol ile 10 mllik ol¢iilii balonda 6l¢ii ¢izgisine kadar diliie edilir (karanlikta -20 °C ile -30
°C arasindaki derin dondurucuda 1 ay saklanabilir).

Kloramfenikol Spayk Standardi (0.010ug/ml-10 ppb): 100 pl Kloramfenikol ara stok soliisyonu,
saf su ile 10 mllik olgiilii balonda ¢izgisine kadar diliie edilir (buzdolabinda ve karanlikta 1
hafta saklanabilir).

7.3. Numunelerin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

Test 5 basamaktan olugmaktadir.

1.
2
3
4.
5
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Numunenin homojen hale getirilmesi,

Etil asetat ile ekstrakte edilmesi,

Azot gazi altinda ugurularak bufer ile son hacmin elde edilmesi,

Uygun bir konjugat ve spesifik substrat aracilig ile inkiibasyona birakilmas,
ELISA okuyucuda 450 nanometrede tespit edilmesi.
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7.4. Test Numunesinin Homojenizasyonu ve Ekstraksiyonu

1. Bal numuneleri homojen hale getirilir.

Bal numunesinden 50 mI'lik santrifijj tiipiine 2,0 + 0,1 g tartilir.
Uzerine 4 ml saf su eklenir. Homojenize edilir.

4 ml etil asetat eklenerek 15 dk otomatik vorteks ile karigtirilir.
15 dakika 20 °C de 4000 rpmde santrifijj edilir.

Ust fazdan 1 ml cam tiipe alinir. 55°Cde azot gazi ile ugurulur.
0,5 ml buffer eklenir ve 15 dakika vortekslenerek ¢oziiliir.

© N ok »

0,45 nm filteden siiziilerek 10 ml'lik cam tiiplere alinur.

7.5. Kontrol Orneklerinin Ekstraksiyonu
1. Homojenize edilmis kontrol 6rneginden bir santrifijj tiiptine numune ile ayn1 miktarda alinir.

2. Ekstraksiyon islemleri numuneye uygulandig sekli ile aynen tekrarlanur.

7.6. Spayk Kas Doku Orneginin Hazirlanmasi

1. Homojenize edilmis kontrol 6rneginden bir santrifiij tiipiine numune ile ayn1 miktarda alinir.
2. Her tiipe, 10 ppb kloramfenikol spayk standardindan her 1 gr 6rnek i¢in 30 pl ilave edilir.

3. Ekstraksiyon islemleri numuneye uygulandig: sekli ile aynen tekrarlanur.

7.7. Analizin Yapilmasi

1. Kit icerisindeki plate ve tiim soliisyonlar analiz 6ncesinde, karanlik ortamda oda 1sisina (20 —
25 °C) gelinceye kadar bekletilir.

2. Kullanilacak standart ve numune sayilari diisiiniilerek gerekli sayida kuyucuk baska bir
mikroplate alinir. Mikroplate yerlesim plani standartlar, kontrol 6rnekleri, spayk ornekleri,
numuneler seklinde olmalidir (Tablo.2). Giinliik laboratuvar ¢alismalarinda Std 1 ve 6 kullanilir.
Mikroplate yerlesim plani kullanilan standartlara uygun sekilde hazirlanir.

Tablo.1. Mikroplate Yerlesim Plani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Std1 N1 |N9 | « « « <« « « « «
B | Std2 N2 « « « « « « « « « «
C| Std3 N3 « « « « « « « « « «
D | Std4 N4 « « « « « « « « « «
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E Std 5 N5 « « « « « « « « « «
F Std 6 N6 « « « « « « « « « «
G| Bl N7 « « « « « « « « « «
H| spk | N8 | <] < | < | < || < | < | <] <]«

Std: Kloramfenikol Standart Soliisyonu
Blk: Kontrol Ornegi

Spk: Spayk Ornegi

N: Numune

1. Tim kuyucuklara ilgili standartlar ve 6rneklerden 50 ml eklenir.

2. Kuyucuklara 50°'ser ml dilue edilmis enzim konjugati ilave edilir.

3. Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 — 25 °C) 1 saat siire ile inkiibasyona birakalir.

4. Inkubasyon siiresi biten mikropleyte oda 1sisina gelmis yikama soliisyonundan her bir kuyucuk
icin 250 ml olacak sekilde ¢oklu mikropipet yardim ile eklenir, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirilir ve dokiiliir. Yikama islemi 3 kez tekrar edilir.

5. Yikama isleminden sonra kuyucuklara 100er ml kromojen solusyonundan ilave edilir.

6. Kromojen ilave edilmis plate, el ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirilir.

7. Mikroplate, karanlik bir ortamda, oda 1sisinda (20 — 25 °C) 15 dakika siire ile inkiibasyona
brrakilir.

8. Inkiibasyon sonrast her kuyucuga 100 ml stop soliisyon ilave edilerek, mikroplate dikkatlice
karistirilir.

9. Mikroplate, ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda, 30 dakika icerisinde okutulmalidir.

7.8. Analiz Sonuglarinin Degerlendirmesi

1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Cut-off degerine esit veya daha diisiik absorbans veren 6rnekler siipheli pozitif, daha yiiksek

absorbans veren Ornekler negatif olarak degerlendirilir. Siipheli pozitif olarak degerlendirilen

orneklere konfirmasyon testi uygulanir. Kloramfenikol A6 grubunda bulunan yasakli ilaglardandir.

Minimum gerekli performans limiti 0.3 ppb olarak belirlenmistir.

2. Geri Alim Degeri
1.

Kontrol numunesinin ve spayklarin absorbanslari karsilastirilarak,

2. Standart ve spayk absorbanslar1 karsilastirilarak uygun bir geri alm yapilip yapilmadigina
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karar verilir,
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7.9. Bu test metodunda gegerlilik i¢in, 2002/657 AB direktifi uygulanir.
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