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OZET

Glinliik hayatta tiikettigimiz bircok gida iirliniinde; uygunsuz kosullarda
tiretim veya muhafaza sartlarina bagli olarak, tek hiicreli mantarlar tarafindan
tiretilen ve mikotoksin adi verilen bilesikler bulunmaktadir. Bunlarin en
onemlilerinden biri olan Aflatoksinler; viicuda alinma dozuna bagl olarak toksik,
mutajenik, terotojenik ve kanserojenik etkilere neden olmaktadir. Bu ¢alismada;
Elazig merkez ve merkeze bagli 22 kdyden temin edilen siit numunelerinde, insan
saglign acisindan giiglii toksik etkiye sahip Aflatoksin M1 diizeylerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Elazig’da faaliyet gosteren 30 siit {iretim
isletmesinden elde edilen toplam 60 adet siit numunesi, tek kullanimlik temiz
kaplarda ve soguk zincirde tasinmak suretiyle, Elazig i1 Gida Kontrol
Laboratuvarina getirilerek burada HPLC araciligiyla, Aflatoksin M1 diizeyi
yoniinden analiz edilmistir. Yapilan analiz neticesinde 60 adet ¢ig siit
numunesinin 16 (%27) tanesinin AFM1 icermedigi, 36 (%60) tanesinin yasal
smurlar iginde AFM1 igerdigi ve geri kalan 8 (%13) tanesinin ise yasal sinirlarin

tistinde AFM1 igerdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siit, Aflatoksin M1, HPLC, Elaz1g



THE DETERMINATION OF AFLATOXIN M1 LEVELS IN MILK BY
HPLC SAMPLES PRODUCED IN ELAZIG

ABSTRACT

Harmful toxins are known as mycotoxins is produced by single-celled
fungi and produced in a lot of food consumed in daily life depends on production
or storage conditions under unfavorable conditions. Aflatoxins; one of the most
important of these, cause toxic, mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects
depending on the dosage . The aim of this study is determine the levels of
aflatoxin M1 in the milk samples produced in the Elaz1ig and its 22 villages. A
total of 60 milk samples obtained from 30 milk production operations operating in
Elazig province were brought to Elazig Provincial Food Control Laboratory by
carrying them in disposable clean cups and cold chain and analyzed here by
HPLC in terms of aflatoxin M1 level. As a result of analysis, it was found that 16
(27%) of the 60 raw milk samples did not contain AFM1, 36 (60%) contained
AFML1 within the legal limits and the remaining 8 (13%) contained AFM1 above

legal limits.

Keywords: Milk, Aflatoxin M1, HPLC, Elaz1g



1. GIRIS

Mikotoksinler; uygun olmayan sartlarda iiretilen veya depolanan yem
hammaddeleri veya iiriinlerinde tek hiicreli mantarlar tarafindan iretilen ve bu
besinleri tliketen hayvan veya insanlarda zehirlenmeler ile 6lime yol agabilen
toksik bilesiklerin genel adidir (1, 2). Mikotoksin terimi, Grek¢e mantar anlamina
gelen myco ve zehir anlamindaki toxin kelimelerinin birlestirilmesinden tiiretilmis

olup, sebep olduklar1 zehirlenmelere mikotoksikozis adi verilmektedir (3, 4).

Sekil 1. Aspergillus parasiticus’un elektron mikroskobundaki goriintimii



Giiniimiizde 110.000°1 agskin mantar tiirii belirlenmesine ve her tiirlii gida
ve yemin bu kiiflerin saldirisina hedef olmasina ragmen; bu tiirlerin biiyiik bir
kism1 mikotoksin olusturmamaktadir (5). Yapilan bazi arastirmalarda; mikotoksin
tireten kif sayisinin giiniimiizde yaklasik olarak 350 civarlarinda oldugunu ve
bunlarin 300 gesitten fazla mikotoksin sentezleyebildikleri belirlenmistir (6, 7).
Mikotoksinlerin tiretimini gergeklestiren mantarlar riizgar ve hava akimlariyla
tasinarak her ortamda bulunabilirler (8). Siit ve siit tirtinlerinde bulunan en 6nemli
mikotoksinler; Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius

tarafindan tUretilen aflatoksinlerdir (9 - 11).



Tablo 1. Mikotoksin ¢esitleri, kaynaklari, hedef organ, doku ve etkilenen hayvan tiirleri

Mantar cesidi

Mikotoksinler

Kaynaklar

Hedef organ, doku ve
olusan etki

Etkilenen
canhlar

A. flavus
A. parasiticus
P. puberulum

A. ochraceus
P. viridicatum

P. rubrum

F. roseum ve
diger Fusarium
tiirleri

P. citrinum

A. versicolor
A. nidulans

A. clavatus

P. patulum

A. ochraceus
P. puberulum
Fusaryum,
Trikoderma,
Sefalosporium
vb.

P. citreoviridae

F. tricinctum

Penicilium tiirleri

Fusarium tiirleri

A. flavus

A. oryzae
A. niger

A. oxalicum

C. purpurea
C. paspali

Aflatoksinler

Okratoksinler

Rubratoksinler

Zearelenon

Sitrinin

Aspertoksin
Sterigmatosistin

Patulin
Penisillik asit

Trikotesenler

Streoviridin

Butenolid

Penitremler
Fuminosinler
Kojik asit

Okzalik asit

Ergot alkoloidler

Tahil, yem ve

yagh
tohumlar

Tahil diriinleri
ve otlar

Tahul,
baklagiller ve

yagh
tohumlar
Tahil tirtinleri

Tahil
Uriinleri

Tahil,

piring ve

yem

Silaj, elma ve
yem

Tahil ve misir

Tahil iirtinleri
ve yemler
Piring ve tahil

urtinleri

Maisir, ot ve
tahil

Tahil tirtinleri
Misir
Misir

Bitki tiirleri

Tahil triinleri

Karaciger; gelisme hizi ve
verimde azalma, sarilik,
kanama, siirgiin, karaciger
kanseri ve bagisiklik
sisteminin stimiile
Karaciger ve bobrekde
hasar, istah kaybu, ishal ve
bagisiklik sisteminin
stimiile edilmesi
Aflatoksinlere benzer etki
gosterirler

Ostrojenik etki

Sinirsel belirtiler, ishal,
gelisme geriligi, karaciger

ve bobrek nekrozu, kalp ve

iskelet kasinda miyopati

Karaciger kanseri

Sinirsel belirtiler, beyinde
kanama ve deri kanseri
Deri kanseri ve kanamalar

Dermatit, deride nekroz
kanama, anemi ve
graniilositopeni vb.

MSS, kalp ve solunum
felci ve ¢irpinmalar

Bacaklarda gangren ve
kuyrukda nekroz

Kas titremeleri, felg ve
¢irpinmalar
Beyin ve akciger yangisi

Cirpinmalar ve 6dem

Midede kasilma, MSS ve
bobrekde hasar, kanama
ve kan kalsiyum
diizeyinde azalig

Kuru gangren, asir1 uyart
ve Koagiilasyon

Tiim hayvan
tiirleri ve insanlar

Kanatlilar ve
insanlar

Tiim hayvan
tiirleri

Gevis getirenler
ve domuz

Kanatlilar ve
domuzlarda

Tiim hayvan
tiirleri

Biiyiikbaglar

Tiim hayvan
tirleri
Tiim hayvan
tiirleri

Tiim hayvan
tiirleri

Sigirlar

Tiim hayvan
tiirleri

At, domuz, ve
kanatlilar
Tiim hayvan
tiirleri

Tiim hayvan
turleri

Tiim hayvan
turleri




Ultraviyole altinda mavi floresans veren iki bilesen, AFB ve AFB, olarak;
sar1-yesil floresans veren iki bilesen ise AFG ,ve AFG2 olarak tanimlanmigtir (12,

13). Ayrica, aflatoksin i¢eren yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde bu toksinlerin
bir tiirevinin daha salgilandig1 ortaya ¢ikmis ve siitte bulunmasindan dolay1 buna

siit toksini anlamina gelen aflatoksin M adi verilmistir (14).

0 O
0
(o] (o] OCH;
AFLATOXIN B AFLATOXIN B,
0 0 0o O
o) 0
OH | OH
o "o OCH, ) 0 OCH
AFLATOXIN M, AFLATOXIN M,

AFLATOXIN G, AFLATOXIN G,

Sekil 2. Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilari

1960 yili mikotoksinlerin incelenmesinde doniim noktasi olup, bu tarihe

kadar tarimsal itrinlerin kiiflenmesi sadece ekonomik bakimdan sorun



olusturuken; 1960 sonrasinda canlilarda olusturdugu septomlar nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bu zamana kadar basidiomycota i¢inde yer
alan sapkali mantarlarin 6liimcil toksinlerinin (amanita toksin, muskarin, kif
atrofini) bilinmesine karsin, filamentli funguslar tarafindan olusturulan toksinler
lizerine fazlaca bilgi toplanmamis durumdaydi. Ancak, 1960 yilinda; canlilar
tarafindan tiiketilmesiyle fazla miktarda toksikasyon goriilen, ayni zamanda
kanserojen 6zellikde olan, aflatoksin adi verilen bu metabolitin kesfinden sonra,
mikotoksinler bilim diinyasinda yogun arastirilan bir konu haline gelmistir (15,
16). Halbuki kiiflerin insan ve hayvanlarda hastalik olusturduklari, hatta sporadik
veya toplu Oliimlere yol agtiklarina iliskin veriler bir hayli eski tarihlere
dayanmaktadir. Eski tarihlerden beri bilinen, kayitlarda en fazla yer alan sapkali
mantarlar disinda kiif zehirlenmesi Claviceps purpurea (¢avdar mahmuzu) ile
enfekte olmus tahil {rinlerinin tiiketilmesiyle, ergotizm adi verilen olay
mikotoksikosis olayidir (17 - 19). Burada zehirlenmeye yol acan madde kiifiin
olusturdugu ergot alkoloididir (20, 21). M.O. 600 yillarda ¢avdar mahmuzu adu ile
bilinen Claviceps purpurea sklerotialariyla kontamine olmus tahillarin zararl
etkilerinden, o tarihlerde yazilmis olan Asur tabletlerinde soz edilmistir (22).
M.O. 400 yilinda ise Sparta' da ilk toplu zehirlenmeye iliskin kayitlar bulunmustur
(23). Orta ¢agda binlerce insan ergotizme yakalanmis olup, o tarihlerde Aziz
Antonius hummasi adi verilen vakalar yiiksek ates, el, kol, ayak, bacaklar ile el ve
ayak parmaklarinda nekroz, gangrenlesme gibi belirtilerin yani sira karincalanma
ve uyusma belirtileri gbsteren sinir hastaligi olarak eski kayitlarda goriillmektedir
(24, 25). Ulkemizde ilk aflatoksin kontaminasyon olay1 1967 yilinda farkedilmis

olup, o yil Kanada’ya ihra¢ edilen i¢ findiklarin bir kisminin kiiflenme



belirtileriyle geri gonderilmesi ile baslamistir (26, 27). Daha sonra 1972 ile 1974
yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri’ne ihrag edilen Antep fistiklari,

aflatoksin i¢erdigi i¢in ihrag¢ edilen tiriinler iade edilmistir (28).

Aflatoksinlerin halk saglig1 lizerine olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla,
19 Haziran 1993 yilinda Diinya Saglik Teskilatina (WHO) bagli olan, Uluslararasi
Kanser Arastirma Kurulusu (IARC) ile birlikte harekete ge¢ilmis ve AFBI1 birinci
dereceden, AFM2 (insanlar i¢in muhtemel kanserojen madde) ikinci dereceden

kanserojen madde grubuna alinmistir (29, 30).

Aflatoksinlerin zararli etkilerini minimize etmek amaciyla diinyada hemen
hemen biitiin iilkeler yasal bazi smirlamalar getirmek zorunda kalmistir (31).
Ulkemiz de Tiirk Gida Kodeksinde gidalar, icin aflatoksin limitleri belirlenmistir
(Tablo 2) (32). Yine Avrupa Birligi de bu konuda hassas davranarak gida
maddelerinde bulunmasina izin verilen en yiiksek aflatoksin diizeylerini

belirlemistir (Tablo 3) (33, 34).



Tablo 2. Tiirk Gida Kodeksinde baz1 gida maddeleri i¢in belirlenen maksimum aflatoksin
diizeyleri

Aflatoksin (n g/kg,L)
Gida Maddesi
B1+B2+G1+G2 M1
B1
Findik, yer fistig1 ve diger yagli kuru meyveler, yagh
tohumlar, incir, iizim ve kurutulmus meyveler ve 10 B
bunlardan iiretilen islenmis gidalar.
Tahuillar
2 4 -
Stit
0.05
Siit tozu
0.5
Peynir
y 0.25
Bebek mamalari ve devam formiilleri
0.05
Bebek mamalar1 ve bebek gidalart
1 2 0.01
Baharat
5 10 -




Tablo 3. Cesitli iilkelerde siit ve siit {iriinlerinde bulunmasina izin verilen maksimum AFM1

limitleri
Ulke Uriinler Maksimum Limit (Og/kg-1)
Belgika Siit, siit tozu, kondanse siit 0,1
Romanya Siit ve mamiilleri 0
Avusturya Cocuk ve bebekler i¢in pastorize siitler 0,01
Diger siitler ve siit {iriinleri 0,05
ABD Siit ve tUrinleri 0,5
Isvigre Siit, siit tozu, kondanse siit 0,05
Bebekler igin siit 0,01
1sve(; S1v1 siit Uriinleri 0,05
Hollanda Siit ve diger s1vi siit tiriinleri 0,05
Almanya St 0,05
Bebek siitleri 0,01
Rusya Siit ve siit trtinleri 0,05
Cocuk gidalart 0
Tirkiye Siit ve siit trtinleri 0,05

1.1.Mikotoksin Olusumuna Etki Eden Faktorler

Kiiflenme diye halk dilinde tabir edilen olay, ¢ogunlukla saprofit 6zellikli
mantarlarin invazyonuna bagli olarak, gida ve tarimsal iirlinlerin bozulmasi ve
tozlu lifli bir goriinim almasi olarak nitelendirilebilir (35). Kiiflenme genelde
ortam rutubetinin % 50-60’1n {izerinde oldugu, gida rutubetinin % 9, aw degerinin
ise 0.70’in tizerine ¢iktig1 sartlarda kiif mantarinin optimal iireme sartlarina
kavusmasi ve mikotoksin iiretmesi ile olusur (36). Aflatoksin sentezleyen
Aspergillus 10 °C ile 45 °C arasi sicakliklarda tirerken optimal tiremesi i¢in
gerekli sicaklik derecesi; 35-38 °C olup, en fazla toksin sentezledikleri sicaklik ise

25 °C ile 30 °C arasidir (37). Kiifler pH 2,1-11,2 gibi genis bir aralikta
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ireyebilmelerine  karsin; pH  3,0-8,0 arasinda  optimum  iiremeleri
gerceklesmektedir. Ancak, genel bir kural olarak bazik ortamlara gore hafif asit
pH’l1 gidalar, fungal etkinlikler i¢in daha uygun ortam olustururlar. Optimum
seviyede aflatoksin pH 6,0’da meydana gelir (38). Ortamda oksijen yogunlugunun
% 45°den % 1’e kadar diisiiriilmesi veya karbondioksit yogunlugunun % 10’dan
daha yukarilara cikartilmasi Aspergillus flavus’un tiremesini ve aflatoksin
iiretimini azaltic1 bir etki gosterir. Ortamin karbondioksit yogunlugun % 20’nin
tizerine ¢ikarildigr durumlarda ise kiiflerin meydana gelmesi ve toksin olusumu
kayda deger bir sekilde artmaktadir (39). Besin maddesinin gesidi ve fiziksel
durumu fungal gelisme, ¢ogalma ve mikotoksin ¢esitlerinin sentezi iizerinde etkili
olmaktadir. Kiifler, liremeleri i¢in organik karbonlara ve diger enerji kaynaklarina
ihtiyag duymakta olup; glikoz ve diger diisiik molekiill yapisina sahip
monosakkaridler ile suda ¢dziinebilen organik maddeleri besin kaynagi olarak
kullanirlar (40). Ayrica, kiiflerin iireyip toksin sentezleyebilmeleri icin pepton,
polipeptid ve aminoasitler gibi organik maddeleri azot kaynag olarak
kullanmaya; magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), potasyum (K), ¢inko (Zn), demir
(Fe), fosfor (P) gibi elementlere de ihtiyaglar1 vardir (41). Kiifler tireyebilmeleri
icin bazi1 uygun ortamlara ihtiya¢c duymaktadirlar. Gida maddelerinin igeriginde
bulunan yag ve karbonhidrat gibi molekiiller mantarlarin iiremesi ve toksin
meydana getirmeleri i¢in uygun ortami saglarlar. Tahil gruplarindan piring, yulaf,
bugday, misir vb. iirlinlerle beraber pamuk tohumu, soya fasulyesi, yer fistig1 gibi
irlinler, yag ve karbonhidrat miktar1 bakimindan zengin olduklarindan mikotoksin
iireten mantarlarin lireme ortamlar1 olugsmakda ve {retilen toksin tehlikeli

boyutlara ulagsmaktadir (42). Bitkisel {irlinlerde ozellikle hasat Oncesi veya
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uygunsuz depolanma sartlarina bagl olarak, hasat sonrasi hayvansal {iriinlerde ise
cogunlukla kontamine hayvan yemlerinin tiiketilmesine bagli olarak da
mikotoksinler ortaya cikabilmektedir (43). Siitte yiiksek miktarlara ulasabilen
AFML1 diizeylerinin, cesitli isleme teknikleri ile ne derece azalabileceginin
incelenmesi sirasinda pastorizasyon, sterilizasyon, buharla muamele etme, firinda
pisirme, sogutma ve dondurma gibi islemlere dayanikli oldugu ve bu islemlerden

onemli diizeylerde etkilenmedigi bildirilmistir (44, 45).
1.2. Mikotoksin Diizeylerinin Belirlenme Yontemleri

Aflatoksin diizeylerinin belirlenmesinde; Enzyme-linked immuno sorbent
assay, gaz kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, yiiksek basingli sivi

kromatografisi yontemleri ve teknige bagli olarak kiitle spektrometresinden

yararlanilmaktadir (46 - 48).

Tablo 4. Mikotoksin tanimlanmasinda kullanilan mikrotitre-plaka test kitleri

Mikotoksinler Test kitleri Gida, Uriin, Duyarhhk (ppb)“ Uretici firmalar
AF M1 Ridascreen Siit, Peynir 0.005-0.1 R-Biopharm, De
ELISA Stit 0.005 Riedel-de Héen, De
AF B1 Ridascreen Hububat, yem 0.625 R-Biopharm, De
ELISA Hububat, yem 0.4 . Riedel-de Hien, De
Aflatoksin B1 Hububat, yem 0.055 (0.1) Diffchamb, Fr
AF (B1 B2 G1 G2) Biokit Hububat 0.016 Cortecs, UK
OTA Ridascreen Hububat, yem Domuz 0.4 R-Biopharm, De
serumu, Bira Hububat 0.1
Biokit 0.05 Cortecs, UK
Zearalenon Ridascreen Hububat, yem 0.125 R-Biopharm, De
Bira 0.25
Serum, idrar 0.05
T-2 toksin Ridascreen Hububat 5 R-Biopharm, De
Deoksinivalenol ~ Ridascreen Hububat, bira 1.25 R-Biopharm, De
Fumonisin Ridascreen Misir 9 R-Biopharm, De
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ABD firmalarinca iiretilen hizli testler daha az duyarli immunofiltrasyon
esasli yontemlerdir. Avrupa' da pek kabul gérmemekle beraber, bu testlerin analiz
siireleri 10 dakika olup, bunlardan kalitatif veya yar1 kantitatif sonuclar

aliabilmektedir (49).

Tablo 5. Mikotoksinlerin belirlenmesinde hizli testler

Mikotoksinler Test kiti Test prensibi Gdalar, Uriinler Duyarlilik(ppb) Uretici firma
AFB1, B2, G1, AflaCup EZ-Scr. Immf. Immf. Misir, pamuk tohumu yem 10/20 Romer Labs, Union ABD Diagnostic
G2 Cite Prb. fmmf, Tahullar, findik, soya, Misir 5/20 (Editec), Kanada ldexx
AF B1,G1 Agri-Scr. Field Kit Tiip testi ~ Musir, pamuk tohumu. Yer fistig, 15 Neogen Lansing, ABD
yem
AF M1 Cite Prb Immf, Siit 0.5 Idexx, Almanya
T-2 EZ-Scr. Immf, Tahil 50 Diagnostic (Editec), Kanada
OTA EZ-.Scr. Immf, Tahil 20 Diagnostic (Editec), Kanada
Zearalenon EZ-Scr. Immf, Tahil 100 Diagnostic (Editec), Kanada

1.3. Aflatoksinlerin Metabolizmasi

Bulagik besinlerle alinan aflatoksinler sindirim kanalindan kolayca emilir
aflatoksikole doniigiir ve ¢ogunlukla serum albiiminlerine baglanirlar (50, 51).
Aflatoksinlerin az bir kismi ise makromolekiillerde (karacigerde hepatositler,
DNA, endoplazmik steroidlerin baglanma yiizeyleri ve g¢esitli enzimler gibi)
depolanirken, 6nemli bir boliimii de su ve yagda ¢oziinen metabolitlere (aflatoksin
Q1, P1, B2a, aflatoksikol M1 ve M2 gibi) doniisiirler. Ancak, ruminantlarda
sindirim kanalinda bulunan aflatoksinler, emilmeden Once rumen mikroflorasi
tarafindan kismen suda ¢6ziinebilen konjugasyon iiriinlerine cevrilirler (52, 53).

Buradan emilerek dolasima gegen toksinler, plazmadan hizla ayrilarak basta
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karaciger ve kaslar olmak ilizere yumusak dokulara dagilirlar. Perifer kanda
bulunan toksinlerin biiyiilk ¢ogunlugu karacigerde birikir (54 - 56). Normal
sartlarda toksik olmayan aflatoksinler, karacigerde mikrozomal enzim sistemiyle
metabolik degisiklige ugratilarak epoksit tiirevlerine (aflatoksin B1 2,3 epoksit

gibi) ¢evrildikten sonra toksik etkinlik kazanmaktadirlar (57, 58).

Aflatoksin B1 T°K?'S'TE
INSAN SICAN & Proteinlere baglanma
A TAZ, 344 A2, 2CNM
b (345 T

Aflatoksin-ekso 8,9-epoksit Aflatoksin-endo 8,9-epoksit
AFQ1 {Genotoksik) (Genotoksik degil)
AFM1 (Az toksik)
(Az toksik) “
27 Q§Q 5?7
. DNA
Aflatoksin-S-G j Aflatoksin-dihidrodiol ==> Aflatoksin-dialdehit

ﬂ Aflatoksin-DNA
ey

)
ﬂ DA,
anarimi
Aflatoksin-merkaptuirik asit

Aflatoksin -dialkol
Aflatoksin-N7-Guanin
Aflatoksin-Albumin
mMutasyan

\ Aflatoksin-glukronid l
L J L l

iDRAR

PERIFERAL KAN

Sekil 3. Reaktif metabolitlerin ve biyogostergelerin olusumuna aracilik eden AFB1metabolizmasi

1.4. Aflatoksinlerin Etkileri

Aflatoksin metabolitleri; DNA ve RNA polimeraz enzimlerinin etkisini
hizla engeller. Ayrica, DNA ¢ift sarmalin1 sablon olarak kullanip, RNA (mRNA)
sentezini gergeklestiren RNA polimeraz enziminin DNA’ya baglanmasin
engelleyerek pihtilasma proteinlerinin sentezi ve antikor olusumu gibi viicut i¢in
onemli olan metabolik sentezlerini bozarlar (59 - 61). Aflatoksin metabolitleri bu

etkisini; aflatoksin-kromatin etkilesmesi sonucunda bozulan kromatin kalip
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etkinliginin bozulmasina bagl olarak gosterirler. Aflatoksin-kromatin etkilesmesi
sonucunda DNA’ya baglanmis olan metabolit, mRNA sentezini engellemis
olmakta ve sonugta DNA’ya bagli olarak RNA sentezi ve dolayisiyla bazi protein

ve enzimlerin sentezi engelleyerek etki gostermektedirler (62 - 64).

INDIRGEME e T |
] ! 1
o o
Aflatoxicol | L I

REDUKTAZ ¢ )
SISTEM / Aflatoksin Q

HIDROKSILLENME
KARACIGER MEKROSOMASNDA . —

MEYDANA GELEN OKSITLEYIQ

/

SISTEMLER - ; !

l \ * | |
| N T VA
EPOKSIDASYON DEMETILASYON P 2
fy ™ Aflatoksin M1
Aflatoksin B1 l B

._l.
) N

o Atlatoksin P,
Aflatoksin Bs.epoxide

Sekil 4. AFB1’in viicuttaki metabolizmasi

Aflatoksinlerin diger olumsuz etkilerinden biri de immunoglobulin G,
immunoglobulin A, interferon ve komplementinin iiretiminde azalmaya neden
olmaktir. Ayrica, bu toksik bilesikler Lenfositlerin goglinii, lenfoblastlarin
gelismesini  ve fagositlerin etkinligini baski altina aldigindan, viicuttan
mikroorganizmalarin atilimi1  ve antijenlerin bagisiklik sistemine  girisini
baskilamaktadir. Aflatoksinlerin sayilan bu immunotoksik etkileri hayvan

denemeleri ile ortaya konulmus olmakla beraber, insanlardaki immunotoksik
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etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamustir (65). Aflatoksinlerin protein sentezi
ve karbonhidrat tizerine etkileri ise, glikojen sentezini; glikojen sentetaz ve
transglikosilaz ~ enzimlerinin  etkinligini  O6nleyerek ve  Glikoz-6-fosfatin
yiikseltgenmesini  hizlandirmak suretiyle karacigerdeki glikojen miktariin
azaltilmasiyla gostermektedir. Yag metabolizmasi tizerine olan etkileri ise,
karacigerde yag asitlerinin sentezi i¢in gerekli olan Sitozolik nikotinamid adenin
diniikleotid ve PH diizeyini arttirtp karacigerde yag birikimine neden
olmaktadirlar. Bu bilesiklerde bulunan trigliserollerle beraber, fosfolipidlerin ve
kolesteroliin taginmasini da engellerler (66). Hiicre solunumuna olan etkileri ise,
mitokondriumlarda gerceklesen oksidatif fosforilasyon reaksiyonu sirasinda
olmaktadir. Oksidatif fosforilasyon zincirinin engellenmesi mitokondriumlarda
enerjiye bagimli kalsiyum tasinmasinin engellenmesine, ATP ile karsilanan
mitokondrium zarinin enerji ihtiyacinin engellenmesi ve sonucta ATP’ye bagiml
zar geriliminin kaybolmasina neden olmaktadir (67). Aflatoksinler, insan ve
hayvanlarda karsinojenik (karaciger, kolon ve bobreklerde kanser olusumu),
mutajenik (aflatoksin B1 en mutajen mikotoksindir), teratojenik (protein
sentezinin inhibisyonu, canlilarda sakat veya Olii dogumlar), hepatotoksik
(karacigerde yaglanma, soluk renk, nekroz, kanamalar, sarilik ve siroz) etkileri
yaninda bobreklerde fonksiyon bozukluklari, immun sistemde zayiflama ve
interferon olusumunu azaltarak, genel durum bozuklugu ve verim diisiikliigline
neden olmaktadirlar (68 - 70). Aflatoksinlerin; 1s1 uygulamalarina kars1 direngli
olmalar1 nedeniyle, insan ve hayvanlarda tehlikeli sonuglar meydana

getirmektedirler (71). Ayrica Reye sendromu, kwashiorkor, ¢ocukluk donemi
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sirozu, kisirlik, bagisiklik sisteminin baskilanmasi, kronik mide yangilar1 ve bazi

solunum yolu hastaliklarina da neden olmaktadirlar (72, 73).
1.5. Aflatoksinlerin Atilimi

AFM1, AFB1 yemle alindiktan sonra %70-75’lik kismi ilk 24 saat
igerisinde diski, %15-20’lik kismi idrar ve geri kalan kismi1 ise degismeden veya
tirevleri halinde siitten atilmakta olup, diski, idrar ve siitle atilmayan kismin
takriben % 5 civarlarinda karacigerde biriktigi bildirilmektedir (74). Hayvan
viicuduna aliman AFB1, 6-24 saat i¢inde siitte tespit edilmekte, 12-48 saat i¢inde
en yiiksek diizeyine ulagmakta ve AFB1 alimi kesildikten 72-96 saat sonra siitte

azalmaktadir (75, 76).

Tablo 6. Rumende olusan biyotransformasyon {iriinleri ve yemlerdeki aflatoksinlerin siite gegisi

Rumen metabolizmasi Biyolojik Tahmini siite
sonucu olusan ana etkinliginin gecis
iiriinler azaltilmasi oranlari
Aflatoksin B1 Aflatoksikol Az nd20-12.4 ugl ™
Aflatoksin M1° Az % 2.0-6.2

1.6. Aflatoksinler ile flgili Yapilan Arastirmalar

Yapilan arastirma sonuglarina gore, AFMI’in siit ve siit triinleri
miktarlarindaki bulunma diizeylerinde, iilkeler ve iilkelerin cografi konumlarina
gore biiyiik farkliliklar tespit edilmistir (77). Cin Halk Cumhuriyetinde 2013-2015
yillart arasinda 1550 ¢ig siit numunesinde, HPLC kullanilarak yapilan AFMI

diizeyi tespiti calismasinda, 2013 yilinda 366 ¢ig siit numunesinin %2’ sinin, 0.01
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pg/l ile 0,24 pg/l arasinda, %11.7’sinin ise 0.05 pg/l ve tizerinde AFMligerdigi,
2014 yilinda 624 ¢ig siit numunesinin %28’sinin 0.24 pg/l ile 0,25 pg/l arasinda,
%7.7’sinin ise 0.05 pg/l ve iizerinde AFMligerdigi, 2015 yilinda ise 560 ¢ig siit
numunesinin %14.1°nin 0.01 pg/l ile 0,144 pg/l arasinda, %1.8’sinin ise 0.05 pg/l
ve iizerinde AFM1 igerdigi tespit edilmistir (78). 2015-2016 yillarinda italya’da
yapilan bir ¢alismada, 416 ¢ig siit numunesinin 51 tanesinde ( %12,3 ) AFMI
yasal sinir diizeyi olan 0.05 pg/l iizerinde AFM1 tespit edilmistir (79). Iran’mn
Qazvin Eyaletinde, 2015 yilinda, siit liretim ¢iftliklerden toplanan 224 adet ¢ig siit
numunesinin, 144 (%56,7) tanesinin, AFM1 yasal sinir diizeyi olan 0.05 g/l
tizerinde oldugu belirlenmistir (80). 2016 yilinda Malezya’da yayinlanan bir
calismada 53 adet siit ve siit iirinlerinden olusan numunelerden 19 ( %35,8 )
tanesinin AFM1 igerdigi, 4 ( %7,5 ) adet numunesinin ise yasal sinirlarin {izerinde
AFM1 igerdigi tespit edilmistir (81). 2014-2015 yillarinda Pakistan’da yapilan bir
calismada 74 adet ¢ig siit numunesinin 48 (%64) tanesinin AFM1 igerdigi, 60 adet
Uht siitiin 42 (%70) tanesinin AFM1 igerdigi tespit edilmistir (82). Tiirkiye’de,
25 ilden toplanilan ¢ig siit 6rneklerinde, 360 adet 6rnekden 159 (%44.3) tanesinde
AFMI1 tespit edilmis ve bunlarin 48 (%13,3) tanesinin ise 0.05 pg/I’nin iizerinde
AFM1 igerdigi saptanmistir (83). Yine Mardin ilinde 2016 yilinda yapilan
aragtirmada, 48 adet ¢ig siit numunesinden 26 tanesinin AFM1 igerdigi ve
bunlarin da 18 tanesinin yasal limitler {izerinde oldugu belirlenmistir (84). Trakya
bolgesinde yapilan ¢alismada 135 adet ¢ig siit numunesinin 116 (%86) tanesinde
AFMI1 igerdigi tespit edilmis olup, AFM1 bakimindan pozitif ¢ikan 6rneklerden
sadece 1 (%0,74) tanesinde yasal smirlarin tizerinde oldugu, AFMI igeren

numunelerin 0,001-0,068 ug/l arasinda degistigi saptanirken, genel ortalama 0,008
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ug/1 olarak bulunmustur (85). Aydin ve Denizli illerinde bulunan 2 kooperatife siit
veren 3 ciftlikten yaz ve sonbahar donemleri boyunca 81 siit 6rnegi iizerinde
yapilan caligmada incelenen Orneklerinin hepsinin AFMI1 igermesi ve bunlardan
20 tanesinin yasal siirlarin {lizerinde oldugu yapilan ¢alismayla belirlenmistir
(86). Kayseri ve koylerindeki inek siitlerindeki Aflatoksin M1 seviyelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, 90 ¢ig siit 6rneginden ELISA yontemi
kullanarak calisilmis olup; Tirkiye gida kodeksine gdére numunelerin 63 (%

70)’un yasal sinirlarin {izerinde oldugu tespit edilmistir (87).

Mikotoksin c¢esitleri arasinda hayvan tiirleri ve insanlar icin zehirli
olmalari, ayirim gozetmeksizin her cesit yem ve besin maddelerinde yaygin
kirlenmeye yol agmalari, bir ¢ok hayvan tiirlinde ve insanlarda karsinojenik
olmalar, kiiflii yemleri yiyen hayvanlarin et ve siit gibi tirlinlerinde kalintilarina
rastlanmas1 gibi sebeplerle, aflatoksinler; halen yogun bicimde arastirilan en
onemli mikotoksin grubunu olusturmaktadir. Yapilan bu arastirmada, Aflatoksinli
yemlerle beslenen evcil hayvanlardan elde edilen siitlerin, neden olmas1t muhtemel
saglik risklerinin ciddiyetine bagli olarak, Elazig’da bu konuda yapilmis bir
calismaya literatiirlerde rastlanmamasi sebebiyle; bu siitlerin kontroliine dikkat
cekmek amaciyla Elaz1g’daki 30 farkl: siit isletmesinden temin edilen 60 adet ¢ig

siit numunesinde Aflatoksin M1 diizeylerinin belirlenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Arastirmada Elazig merkeze bagl 22 kdyden siit liretimi yapan, en az 20
bliyiikbas ve lizeri hayvan bulunduran, 30 ayr1 isletmeden, her isletme basina 2
ornek olmak iizere, her hayvandan bireysel veya siit toplama tankindan toplam 60
adet ¢ig siit ornegi Aflatoksin M1 varligi ve miktar1 yoniinden analize tabi
tutulmustur. Ornekler, tek kullanimlik temiz kaplarda ve soguk zincirde tasinmak
suretiyle getirilerek Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: Elaz1§ i1 Gida Kontrol
Laboratuvarinda Aflatoksin M1 yoniinden HPLC TS EN ISO 14501 yontemi ile
analiz edilmistir. Her isletmeye ait siit 6rnekleri ayr1 ayr1 kaydedilerek, analiz
sonrast elde edilen sonuglar Aflatoksin M1 diizeyi yoniinden degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler aritmetik ortalama yontemi ile hesaplanmaistir.

Tablo 7. Yiksek Basingli S1vi Kromatografisi Caligma Sartlari

Kolon HPLC C18 kolon( 250x4,6 mm,ID)
Dedektor FLD

Akis hiz1 1 ml/dk

Kolon sicakligi 25°C

Kolon basinct 300 psi

Enjeksiyon hacmi 100

Dedektor Dalga Boyu 360nm-440 nm

Hesaplama ng/ml ( ppb)

20



3. BULGULAR

Analizi yapilan 60 adet ¢ig siit numunesinin 16 (%27) tanesinin yasal
siurlarin altinda AFM1 igerdigi, 36 (%60) tanesinin yasal sinirlarin ig¢inde AFM1
icerdigi ve geri kalan 8 (%13) tanesinin ise yasal sinirlarin iistiinde AFM1 igerdigi
tespit edilmistir (Sekil 5).

P

40
35
30
25
20

15

10

Yasal Sinirlarin Altinda  Yasal Sinirlarin icinde  Yasal Sinirlarin Ustiinde
(<0.01 ppb) (0.01-0.05 ppb) (0.05 ppb>)

Sekil 5. 60 adet ¢ig siit numunesindeki AFM1 miktarinin dagilimi
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Analizi yapilan 60 adet ¢ig siit numunesinin 36 adet tanesinin yasal sinirlar
icinde oldugu bunlarin 24 (%67) tanesinin 0.01 pg/l - 0.02 pg/l arasinda oldugu,
10(%28) tanesinin 0.02 pg/l - 0.03 pg/l arasinda oldugu 2 (%5) tanesinin 0.03 pg/l

-0.04 pg/L arasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 6).

m0.01 pg/1-0.02 ug/1
H0.02 ug/1-0.03 ug/1
™ 0.03 pg/1-0.04 pg/1

Sekil 6. 36 adet ¢ig siit numunesindeki AFM1 miktarinin analizi
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Analizi yapilan 60 adet ¢ig siit numunesinin 8 tanesinin yasal sinirlarin
iizerinde AFM1 bulundurdugu bunlarin 5 (%62) tanesinin 0.06 pg/l - 0.07 ng/l
arasinda, 2 (%25) tanesinin 0.07 pg/l - 0.08 pg/l arasinda , 1 (%13) tanesinin ise

0.08 pg/l ve tizerinde AFM1 igerdigi tespit edilmistir (Sekil 7).

m0.06 pg/1 - 0.07 pg/1

m0.07 pg/1-0.08 pg/1
M 0.08 pg/1-

Sekil 7. 8 adet ¢ig siit numunesindeki AFM1 miktarinin analiz
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4. TARTISMA

Ulkemizde, yem ham maddelerinin aflatoksin igermesinin en onemli
sebebi; litaratiirlerdende anlasilacagi tizere, depolanma sirasindaki fiziksel
sartlarin uygunsuzlugudur. Yem maddelerinin daha ucuz ve bulunabilir oldugu
donem sonbahar aylar1 oldugundan, bu aylarda, isletmelerin yem depolama
kapasitesinden daha fazla miktarlarda yem alimi gerceklesmektedir. Alinan
tirtinlerden yonca, saman, korunga, fig, misir arpa gibi yem maddeleri depolarda
ozellikle kis aylarinda iirlinlin pahali oldugu donemlerde kullanilmak iizere
muhafaza edilmektedir. Hayvancilikda isletmelerin modernligi ve depolama
sartlarina yapilan yatirim ve bakis acisinm1 goz Oniine aldigimizda depolarin fiziki
sartlarinin ¢ok da iyi durumda olmadigi asikardir. Depolarda tiiketilmesi igin
saklanan trilinler fiziki sartlara bagl olarak kisa bir siire igerisinde fiziksel ve
kimyasal degisikliklere ugramaktadir. Sonugda yemlerin renk, koku vb. fiziksel
ozelliklerinin degismesi yani sira kimyasal olarak da DNA yapisinin bozulmasi
vb. degisiklikler meydana gelmek de olup, uygunsuz sartlarda depolanan yem ve
ham maddelerinde iireyen mantarlara bagli olarak mikotoksin iiretimi hizla

artmaktadir.

Insanoglunun en 6nemli besin kaynaklarindan biri olan siit igerdigi
minareller ve vitaminler bakimindan oldukca zengin besleyici degeri yiiksek olan
vazgecilmez bir besin kaynagidir. Kiiflii, bozuk diye tabir ettigimiz AFBI igeren
yemlerle beslenen hayvanlarin siitlerinde, AFMB1’in Hidroksi tiirevi olan AFM1

diye tanimlanan mikotoksin bulunmaktadir. Siitlerde bulunan AFM1 miktar ile
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yemlerde bulunan AFBI1 arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Siitlerde
bulunan AFM1’in asil kaynagi yemlerde bulunan AFB1’dir (88). AFM1 igeren
siitlerin kullaniminin, insan ve hayvanlar i¢in toksik, mutajenik, teratojenik ve

karsinojenik etkilere neden oldugu bilinmektedir (89).

Siit ve siit irtinlerinde aflatoksinlerin varlig1 ve seviyelerini tespit etmek
icin HPLC, TLC ve ELISA yontemleri kullanilmaktadir (90,91). AFBI1 igeren
yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde olusan AFM1 pastorizasyon, sterilizasyon,
kurutma, sogutma, dondurma gibi islemlerle ya da siitiin cesitli {irlinlere
dontistiiriilmesi ile yok edilememektedir. AFM1 ile kontamine olmus {iriiniin
icerdigi aflatoksinin detoksifikasyonu i¢in yapilan uygulamalar, bisiilfitlerle
muamele veya ultraviyole 1g1gina maruz birakma gibi bazi yontemlerle pargalama
islemlerinden ibarettir. Bu tip islemler, hem pahali hem de tiiketime sunulacak
iiriinler lizerinde bir takim olumsuz etkilere neden oldugundan toplum saglig1 ve

ticari agidan uygun degildir (92).

Bir ¢ok arastirmact ( 93-95 ), siit ve siit uriinlerinde aflatoksin M1
varliginda mevsimlere baglhi bir c¢esitlilik oldugunu bildirmektedir. Bazi
arastirmacilar kis aylarinda hayvanlarin ¢ogunlukla karisik yemlerden, yaz ve
bahar aylarinda ise daha ziyade dogadan istifade etmeleri nedeniyle, soguk
mevsimlerde sicak mevsimlere gore daha yiiksek oranda Aflatoksin M1’e
rastlandigimi1 ifade etmektedirler. Dolayisiyla kis aylarinda o6zellikle koti
depolama sartlarinda muhafaza edilen yem bitkilerinin hayvanlara yedirilmesi
sirasinda azami dikkat gerekmektedir. Hayvan beslemede son donemlerde aktif
bir sekilde kullanilan dogal toksin baglayicilarin ( sodyum bentonites,polymeric

glucomannans vb.), absorbsiyon yeteneklerinin arttirilmasi ile ilgili Aflatoksin
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zehirlenmesi acisindan hayati 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte hayvanlar ve
insanlarda alinan toksinlerin alim siiresi, siklig1 ve dozaj1 zehirlenmelerin ortaya
cikmasi acisindan, siit hayvanlarina verilen yemlerin iyi kontrol edilmesi ve
yemlerde bulunmasina izin verilen AFB1 miktarimin daha asagilara distirilmesi
zorunludur. Ulkemizde yemler igin izin verilen AFM1 limit diizeyi karma
yemlerde 20 ppb, yem hammaddelerinde ise 50 ppb olarak belirlenmistir (94).
Ozellikle bebek ve cocuklarda siit ve siit iiriinleri kullanim siklig1 goz &niine
alindiginda toksikasyona bagli olmak iizere meydana gelebilecek hastaliklarin
oniine gecmek toplum saghigr acisindan oldukga énemlidir (95). Ozellikle siit ve
siit iirlinlerinde AFM1 in bulunmasina izin verilen degerler; lilkemizde 0.05 ppb
belirlenmis olsada, Almanya ve Isvigre iilkelerindeki gibi 0.01 ppb degerlerine
cekilerek olusabilecek problemlerin Oniine bir nebzede olsa gecilebilecegi
diisiiniilmektedir. Bunun yaninda hem yem bitkilerinde hem de siit ve siit ve
tiriinlerinde yasal limit diizeylerinin denetim ve kontrollerinin siklikla yapilmasi
ve kiifli yem satimi ve kullaniminin oniine gecilmesi gerekmektedir. Bu tarz
isletmelere agir cezai yaptirimlar uygulanmali, Ureticilerin iiretim siireclerinde
aflatoksin olusumunu nasil engelleyebilecekleri, tiiketicilerin ise tiikettikleri
gidalarda aflatoksin bulunmasi halinde ne gibi zararli etkilere maruz kalacaklar
hususunda bilgilendirilmeleri gerekmektedir. Bu konuda Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Saglik Bakanlig1 , Universiteler ve Sivil Toplum Orgiitleri
1s birligi yaparak hem denetim hem de bilinglendirme konusunda calismalar

yapmasi halk saglig1 agisindan zorunludur.

Nitekim yapilan bu c¢alismada FElazig ilinde toplanan 60 ¢ig siit

numunesinin 8 tanesinin belirlenen limitlerin tizerinde olup 0.06-0.08 pg/l
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arasinda AFM1 igerdigi goriilmektedir (Sekil 8). Bu siitler 6zellikle ¢ocuklar
basta olmak iizere insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi durumunda bir ¢ok
arastirmada ifade edildigi gibi kanser basta olmak iizere, karaciger ve bobrek
bozukluklari, bagisiklik sistemi, pihtilasma bozukluklar1 vb. bir ¢ok saglik
risklerine neden olmasi kagmilmazdir. Bu sebeple, ciftliklerde ve kiiciik ev
isletmelerinde {retilen siitler Ozellikle toplama merkezleri araciligiyla rutin
kontrollerinin diizenli olarak yapilarak tiiketime sunulmadan once igerdikleri
AFMI1 basta olmak {izere tlim mikotoksin iceriklerinin belirlenmesi toplum sagligi

acisindan hayati 6nem tasimaktadir.
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