1. GIRiS Aysegiill AKTURE

OZET

Bu arastirmada Adana ve ilgelerindeki alabalik tiretme ¢iftliklerinde kullanilan
alabalik yemlerinin aflatoksin diizeyleri ve donemlere gore aflatoksin miktarinin
degisiminin belirlenmesi amaglanmustir.

Aflatoksinlerle kontamine olmus yemlerin alabalik yetistiriciliginde meydana
getirdigi en onemli sorun ¢ok diisiik (ppb) diizeylerde bulunmasi durumunda dahi
yemden yararlanmay1 azaltmasi ve bilylimede gerilemeye neden olmasidir.

Alabalik iiretme ciftliklerinden toplanan 33 adet yem Orneginde Aflatoksin B; ve
toplam Aflatoksin (B;+B,+G+G;) aranmasi yiiksek basingli likit kromatografi
(HPLC) ile yapilmustir. Orneklerin 8 tanesinde Aflatoksin By tespit edilmistir.
Arastirma sonucu alabalik yemlerinin higbirisi iilkemiz aflatoksin limitlerini asmamaktadir. Bu agidan

ilimiz ve gevresindeki alabalik ¢iftliklerinde kullanilan yemlerde bir sorun yok gibi goriinmektedir.

Simdilik yasal bir sorun yoktur.

Anahtar kelimeler : Aflatoksin, balik yemi, HPLC, alabalik, IAK.
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ABSTRACT

In this study, the aim was to determine the level of aflatoxin and the change in the quantity of

aflatoxin according to periods in trout feed used in the trout producing farm in Adana and environs.

The most important problem, which aflatoxin contaminated feed causes in trout
producing, is even at very low levels, it reduces the benefit from the feed and causes
retrogreeion in growth.

The search for aflatoxin B, and total Aflatoxin (B;+B,+G;+G;) in 33 feed samples,
which were collected from the farms, was done with High Pressure Ligiud Columne
(HPLC). Aflatoxin B; was found in 8 of the samples.

The conclusion of the research is that none of the trout feed used in Adana and
environs, has aflatoxin over the country limit. It seems there’s no problem with the

feed in this respect, at least there is not a legal problem.
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1. GIRIS

Dogal kaynaklardaki balik populasyonlarinin azalmasina bagli olarak balik
yetistiriciligi 6zellikle son yillarda tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de hizla
artmaktadir. Genis su kaynaklarina sahip olan iilkemiz su iirlinleri yetistiriciliginde
heniiz beklenilen diizeyde degildir. Ancak gelismeler umut vericidir. Ilimiz
Adana’daki alabalik iiretiminin yillara gore dagilimindaki artis (Cizelge 1) bu
gelismelere kiiglik bir 6rnek olabilir. Adana ve ilgelerinde ge¢cmis yillara gore artan
alabalik tliretme ¢iftlikleri de bu gelismeleri desteklemektedir.
Cizelge 1.1. Adana ilinde son bes yilin donemlere gore alabalik iiretimi (kg)

(Anonymous, 2004a)

Donemler | Aylar 1999 2000 2001 2002 2003

1.Dénem |Ocak
Subat 38.740 47.000 62.470 40.050 42.800
Mart

2.D6nem |Nisan
Mayis 82.491 48.050 32.575 36.100 99.500

Haziran

3.Donem |Temmuz
Agustos |23.248 37.840 55.570 39.900 51.358
Eyliil

4. Donem |Ekim
Kasim 38.200 56.150 47.600 96.858 51.628
Aralik

Toplam |182.679 |189.040 |195.065 |[212.908 |245.286

Artiga paralel olarak balik yemi sanayide gelismektedir. Bir balik {iretme
ciftliginde maliyeti etkileyen temel girdi yem olup, toplam giderlerin % 50-60’1m1
yem harcamalar1 olusturmaktadir. Bundan dolay1 bir isletmeden istenilen verimin

alinmasi i¢in kaliteli ve hijyenik yem kullanilmalidir (Kaymak, 2000).
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Yetistiriciligi yapilacak balik tiirline ve yetistiricilik yapilacak alana gore farkli

yemlerin yapilmas1 gerekliligi her gecen giin yem tiplerinde ve yem yapim
tekniklerinde de gelismelere neden olmaktadir. Amag kaliteli, temiz ve ekonomik
tiretim i¢in uygun kosullarin saglanmasi olmalidir. Ciinkii kaliteli yem kaliteli iiriin
anlamina gelmektedir (Korkut ve ark., 2002).
Isletmede kullanilacak olan yemin depolama kosullari, kullanilma siiresi de
hastaliklar agisindan 6nemli bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cilinkii yemlerde ve
yem ham maddelerinde olan ransidite ve oksidasyonlar sonucu mantarlasma baslar.
Belirli sicaklik ve nemlilik kosullarinda mantarlar mikotoksin Tretirler. Boyle
hammaddeler karmaya sokulur veya yemler baliga verilirse, cesitli saglik sorunlari
ortaya cikar (Kop ve Korkut, 2002).

Son yillarda bir mikotoksin c¢esidi olan aflatoksinle kontamine olmus
yemlerin Ozellikle alabalik yetistiriciliginde c¢esitli sorunlara yol actigi, ¢ok diisiik
diizeyde (ppb = pg/kg) olsa bile aflatoksin igeren yemlerle beslenen baliklarda
istahsizliga, hastaliklara hatta 6liime bile neden oldugu saptanmistir. Balik iiretim
tesislerinde uygun kosullarda (nem, sicaklik, vb.) depolanmayan yemlerde bir siire
sonra kiif olusumu baslayacaktir. Kiiflii yemlerle alinan aflatoksinler, bagirsaktan
emilerek karacigerde oksidatif metabolitlerine doniistiiriilir ve orada birikerek
toksikozise neden olur. Bu yemlerin uzun siire alimi sonucunda baliklarda hastalik
semptomlar1 ile birlikte aflatoksikozise, balik verimliliginin diismesine ve toplu
Olimlere yol agabilir (Sahin ve Korukluoglu, 2000).

Arastiricilar tarafindan toksini tireten kiiftin Aspergillus flavus oldugu tanimlanmis
ve kiifiin ismine ithafen Aspergillus’un (A) harfi ve flavus’un (fla)’s1 alinip toksin
sOzciigii ile birlestirilerek Aflatoksin ad1 verilmistir.

(Aspergillus flavus + toksin -------------- - Aflatoksin )

Besin veya besin hammaddelerinin hasat veya iglenmesi sirasinda veya sonrasinda
kiif gelismesiyle ortaya cikan en &nemli ve en fazla korkulan mikotoksinlerdir. ilk
kez olusturucu kif tiiri olarak belirlenen Aspergillus flavus tiiriinden adini alan bu
toksinler, Aspergillus parasiticus tirii tarafindan da olusturulabilmektedir.
Aflatoksinlerin 18 tiirii vardir. B1, B,, G1, G, M1, M, tipleri en bilinenleridir. Bu
tipler arasinda en etkilisi Aflatoksin B1’ dir (Sahin ve Korukluoglu, 2000).
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Ozellikle ABD’nin giineydogusunda ortaya ¢ikmalarindan dolay1 buradaki
tarimsal alanlar rutin olarak aflatoksin icin gozlemlenmektedir. FDA yag
cekirdeklerinde, misirda ve yem maddelerinde aflatoksin kontrolii i¢in siki kurallar
koymaktadir ((Heperkan, 2003). Yem maddeleri ve yemlerde yalnizca AFB, dikkate
alinmistir.  Yavru hayvanlarin karma yemlerinde genelde ergin hayvanlarin
yemlerinde 6ngoriilen siir degerlerin yarisina izin verilmistir (Tunail, 2000).

Avrupa Birligi’ne iiye iilkelerin saptadiklari aflatoksin sinir degerleri de kendi
aralarinda farkliliklar gostermektedirler. Bu iilkelerin bir kismi sinir degerleri tiim
gidalar i¢in verirken, bir kismi1 da gidalar1 gruplandirarak veya siit Uriinlerini kendi
iclerinde ayirarak sinir degerleri belirlemiglerdir. Sinir degerler tartigilabilir ve
gerektiginde degistirilebilir degerlerdir. Onemli olan uluslararasi gida ve yem
ticaretinde ortak normlara yaklasilmasi, ticarette rekabet kosullarinin bozulmasinin
onlenmesi ve tiiketicilerin korunmasidir (Anonymous, 2003).

Ulkemizin subtropik iklim kusaginda yer alan Dogu Akdeniz Bdlgesi’nde sicakligin
ve nemin aflatoksin olusturmasi riski bulunmaktadir.

Bu nedenle Adana ve ilgelerinde belirledigimiz balik {iretim tesislerinde kullanilan
yemlerde aflatoksin arastirmasi amaciyla kurgulanan bu arastirma, uygulamaya
yonelik olmasmin yanisira bolgemizde konuyla ilgili olarak yapilan ilk calisma

olmas1 yoniiyle de dikkat cekmektedir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Baliklar tizerinde aflatoksinlerin etkisini arastiran c¢aligmalar, 1960 yilinda
gokkusag1 alabaliginda goriilen karaciger kanseri vakalari ile baslamistir. 1960
yilinda bircok iilkede gokkusagi alabaligi ciftliklerinde goriilen karaciger kanseri
vakalarindan sonra olasi bir etmen olarak pamuk tohumu kiispesi diisiiniilmiistiir.
Baslangigta pamuk tohumu kiispesinin rasyondan ayrilmasi ile kanser olusumunun
azaldig gortilmiistiir (Kaymak, 2000). Daha sonra Sinhuber ve arkadaslar1 (1968a),
tarafindan yapilan arastirmalarda pamuk tohumu kiispesinin o yillarda ingiltere’ de
hindilerde biiylik capta 6liimlere yol acan yem rasyonunda da bulundugu belirlenmis
ve baliklardaki karaciger kanseri pamuk tohumu kiispesinden degil, pamuk tohumu
kiispesinde bulunan Aspergillus flavus tarafindan iretilen aflatoksin B; olarak
adlandirilan bir floresans maddeden kaynaklandigini bildirmislerdir.

Sinhuber ve ark.(1968b), gokkusagi alabaliginin mikotoksinlere, 6zellikle
aflatoksin B;’ in hepatokarsinojenik etkisine duyarliligini tespit amact ile yaptiklar
calismada; gokkusag alabaliginin aflatoksinlere ¢ok duyarli olduklarini, diyetteki 1
ppb’ den diisiik diizeydeki aflatoksin B;’in bile biiylimede yavaslamaya, yem
aliminda azalmaya neden oldugunu, diyette 8-20 ppb diizeyinde aflatoksin B;
bulundugu takdirde ise 4-6 ay i¢inde biiylimenin yavagladigini, 6lim oraninda artis
gozlendigini ve gozle goriilebilir diizeyde hepatoma meydana geldigini
saptamiglardir.

Halver (1968), Aflatoksin B;’in gokkusagi alabaliginda karaciger kanseri
yapici bir etkiye sahip oldugunu belirlemistir.

Bailey ve ark. (1988), gokkusagi alabaliginin, aflatoksinlerin DNA’ya
baglanma durumunu inceleyerek, aflatoksin ve aflatoksikoliin farkliligini
incelemislerdir. Bu amagla, iki farkli yol izlenmis, birincisinde aflatoksinler
embriyoya direkt enjekte edilmis, ikincisinde baliklara yemle verilmistir. Sonuglar
degisik uygulama yollarinin, iki aflatoksinin karsinojenite oranlarin1 da
degistirdigini, buna karsin her iki aflatoksinin tiimor baslatmada esit dlgiide etkili
oldugunu, her iki aflatoksinin de baskin sekilde karaciger ve kolon kanserini

gosteren fenotipik degisikliklere ve tlimore yol agtigini1 gozlemlemislerdir
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Hendricks ve Barley (1989) yaptiklar1 bir ¢alismada, gokkusagi alabaliginin
bir yil boyunca AFB;’li yemlerle beslendiklerinde hepatik tlimoérlerin olustugunu,
karacigerin zarar gordiigiinii, solungaglarin solgun bir renk aldigmmi ve kandaki
kirmizi kan hiicrelerinin konsantrasyonlarinin azaldigini tespit etmislerdir ve
calismalarin1 devam ettirerek coho salmon (Oncorhynchus kisutch), chinook salmon
(Oncorhynchus tschawytscha) ve sockeye salmon (Oncorhynchus nerka)’unda
aflatoksin zehirlenmelerinin gokkusagi alabaligina gore oldukca az hassasiyet
gosterdiklerini belirlemislerdir.

Sanli (1989) yaptig1 arastirmada normal c¢evre sicakliklarina karsi oldukca
dayanikli olan aflatoksinlerin ancak 300 °C’nin ilizerinde tamamen parcalanabildigini
bildirmistir. Besin ortamindaki aflatoksin igerigini tamamen etkisiz kilabilecek
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yok etme yontemlerinin hemen hemen hi¢ olmadigini,
bu nedenlerden dolay1 her asamada mikotoksin bulasmis karma yemlerin hayvan
sagligi i¢in ciddi sorunlar olusturdugunu tespit etmistir.

Nakatsuru ve ark. (1990a) tarafindan, gokkusagi alabaligina aflatoksinlerin
etkilerini tespit amaciyla yapilan bir ¢alismada; gokkusagi alabaligini 1-5-10-20 ve
30 giin siire ile 20 ppb aflatoksin B; iceren yemle beslenmisler ve 12 ay sonra
sirastyla % 3, % 12, % 10, % 40 ve % 36 oraninda hepatoma belirlemislerdir.
Ayrica yine bu ¢alismada, diyetteki 0,4 ppb gibi diisiik bir diizeydeki aflatoksin B;
iceren diyet ile uzun siire beslenen gokkusagi alabaliklarinda, 6nemli oranda
karaciger kanseri goriildiigiinii bildirmislerdir.

Nakatsuru ve ark. (1990b) tarafindan yapilan bir baska calismada, yine
gbokkusagi alabaliklarinin, aflatoksinlere kars1 duyarliligini tespit amaci ile 0,4 pg/kg
aflatoksin B, iceren bir diyetle baliklarin uzun siire beslenmesi sonucunda; karaciger
hiicrelerinde nekroz, pankreas dokularinda ve bobreklerde dejenerasyon olustugunu,
karacigerde rengin solgunlastigini, eritrosit, 16kosit sayilarinin azaldigini, hemotokrit
ve hemoglobin degerlerinin diistiiglinii saptamiglardir. Bu calismada gokkusagi
alabaliginin, aflatoksin B, i¢in 10 giinliik oral LDsy degerini 0,5 mg/kg viicut agirlig
olarak belirlemislerdir.

Nakatsuru ve ark. arastirmalarinda (1990c), Salmonidae familyasina ait tiirler

arasinda, aflatoksinlere olan duyarlilig1 karsilastirmak icin gdkkusagi alabaligi ve
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Coho salmonun karacigerinden ekstrakte ettikleri DNA’lar1 aflatoksin B; ile isleme
tabi tutmus, sonra aflatoksinlerin DNA’larla baglanma oranlar1 yoniinden bu iki
balig1 karsilagtirmislardir. Gokkusagi alabaliginda DNA baglanmasinda yiiksek bir
oran gozlenirken, Coho salmonunda onemli Ol¢lide daha diisiik diizeyde DNA
baglanmasina rastlanmistir. Arastiricilar, gokkusagi alabaliginin mikotoksinlerin
karsinojenik etkisine, Coho salmonuna goére ¢ok daha hassas olmalarin1 dikkate
alarak mikotoksinlerin karsinojenik etkisine duyarlilik ile DNA baglanma diizeyleri
arasinda direkt bir iligki oldugunu ileri stirmislerdir.

Lowell (1992), 10 haftalik bir deneme siiresince kanal kedi baligin1 6600 ppb
AFB;’ li yemle beslendiginde hematokrit ve hemoglobin konsantrasyonlarinda

azalma gorildiiglini belirlemistir.

Nigethe ve ark. (1992a), gokkusagi alabaliginda mikotoksin dispozisyonu ile
ilgili yaptiklar1 caligmada, oral yolla alimdan sonra yiiksek oranda absorbe edilmenin
s6z konusu oldugunu ve en yiiksek kontsantrasyona karacigerde ulasildiginm

belirlemislerdir.

Nigethe ve ark. (1992b), gokkusag alabaligi ile tilapiya arasinda, oral olarak
alman *H-AFL B, (Tritiatet aflatoksin B;)’in, hepatik konsantrasyonlarinda tiir
farkin1 aragtirmiglardir. Calismada 200 + 20 g agirliginda tilapiyalar ve gokkusagi
alabalig1 kullanilmis, spesifik konsantrasyonu 20 ci/mmol olan Tritiatet *H -AFB;
son konsantrasyonu 0,17 yci/ul olacak sekilde misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilerek
abdomen i¢ine enjekte edilmistir. Uygulanan doz, (Imci/kg) gokkusagi alabaliklarina
uygulanan doz ile aymidir. Baliklarin belirli siirelerle uygulanan dozlardan sonra
karaciger hiicrelerindeki radyoaktiviteleri Olgiilmiistiir. Karacigerdeki radyasyon
konsantrasyonlari, tilapiyada gokkusagi alabaliklarina gore onemli Slgiide diisiik
bulunmus, iki tiirtin kan konsantrasyonlar1 birbirine olduk¢a benzer oldugundan, bu
durum gastrointestinal absorbsiyon derecesindeki veya eliminasyon arasindaki
farklara baglanmamigtir. Alimdan bir giin sonra gokkusagi alabaliklarinda,
karacigerdeki radyoaktivite, kandakinden 40 kat daha yiiksek bulunmus, tilapiyada

ise karacigerdeki radyoaktivite kandakinin sadece 6 kati olmustur. Tilapiyanin
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aflatoksine alabalik kadar duyarli olmadiklar1 fakat tilapiya i¢in de 6nemli bir sorun
oldugu tespit edilmistir.

Hussain ve ark. (1993), Stizostedion viterum’un kaslarindaki toksin
kalintilar1 ve balik 6limlerine, yemlerindeki aflatoksinin etkisini arastirmislardir.
Baliklari; her biri 12 baliktan olusan 3 gruba ayirmislar. 1. grup kontrol 6rnegi
olmus, 2. gruba 50 ppb, 3.gruba ise 100 ppb toksin iceren yemleri 30 dakika boyunca
vermislerdir. Baliklar havalandirma ve kati atik filtre sistemli cam akvaryumlarda
tutulmus, 6liim ve hastalik oranlar1 gézlemlenmistir. Her gruptaki 6 balik 30 dakika
sonra Oldirilerek dokularda gelisebilecek olas1 histopatolojik degisiklikler
arastirilmistir. Ayrica balik kaslarindaki aflatoksin diizeyi analiz edilmistir. 48 saat
icerisinde aflatoksinle kontamine edilmis yemlerle beslenen her iki grup balikta
karacigerde solgunlasma ve onemli dejeneratif bozulmalar oldugu belirlenmistir.
Ayrica bu iki grup baligin kaslarinda 5, 10, 15, 20 ppb diizeyinde aflatoksin B;, Gj,
G, tespit edilmigtir. 2 hafta sonra yapilan geri alma ¢alismalarinda ise balik
kaslarinda aflatoksine rastlanmazken, belirgin histopatolojik lezyonlar oldugunu

saptamuglardir.

Curtis ve ark. (1995), tarafindan canli agirhigi 4.5 gr olan gokkusagi
alabaligin1 bir ay boyunca 11 °C, 18 °C ve 14.5 °C sicaklikta beslemislerdir. Bu
siirenin sonunda, 0,08 — 0,12 ppm araliklarinda aflatoksin B;’i banyo yoluyla 30
dakika siireyle uygulamislardir. 8 aylik besleme sonunda en diisiik diizeyde tiimor

diisiik sicaklikta beslenen grupta oldugunu saptamislardir.

Galvano ve ark. (1996), yaptiklar1 ¢calismada Aflatoksin B;’in karacigerde
mikrozomal-oksidaz enzim sistemi ile metabolize edildigini, DNA ve proteinlere
kovalent baglarla baglanarak, oldukca reaktif 8-9 epoksi aflatoksin olusturdugunu
tespit etmislerdir.

Vidyasagar ve ark. (1997), Aflatoksin B,’in karacigerde biyotransformasyona
ugrayarak, kanserojenik ve mutajenik bir 6zellik kazandigini belirlemislerdir.

Doyle ve ark. (1997) ‘nin yaptig1 bir calismada 8-9 epoksi aflatoksin reaktif
grubunun, transkripsiyon prosesini bozarak mutajenik ve kanserojenik bir etkiye

neden olduklarini saptamiglardir.
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Ayni arastiricilar, Aflatoksin B;’in ¢esitli enzimleri inhibe ederek ATP iiretimini
azalttiklarini belirlemislerdir.

Orner ve ark. (1998), alabaliklarda dehidroepiandrosterone (DHEA)’un
aflatoksin ~ B;’in  karsinojenik  etkisini artirip  artirmadigin1  arastirdiklar
caligmalarinda; alabaliklar1 ayn1 sayida balik igerecek sekilde 2 gruba ayirarak, 10
ppb Aflatoksin B igeren su banyosunda 3 ay siireyle tutmuslardir. 3 ay sonunda bir
grubu 444 ppm DHEA igeren bir yem rasyonu ile, diger grubu ise kontrol yemiyle
(DHEA igcermeyen) beslemislerdir. 7 ay boyunca sik sik ornek alarak timor
olusumunu incelemislerdir. Kontrol baliklarinin hi¢birinde 7 ay boyunca tiimor tespit
edilmemistir. DHEA igeren diyetle beslenen baliklarda ilk timér deney
baslangicindan sonra 5. ayda (DHEA ile beslemeye basladiktan 2 ay sonra)
belirlenmistir. DHEA ile 6 ay siireyle beslenen baliklarda %20 oraninda tiimor
olusumu oldugu tespit edilmis, diger gruplarda ise tiimor olusumu goriilmedigini
saptamiglardir. Calisma sonunda DHEA’nin AFL B,’in karsinojenik etkisini

arttirdigini bulmuslardar.

Wang ve Groopman (1999), aflatoksinlerin karacigerde olusturdugu epoksi
formun, DNA ile birleserek aflatoksin B;-N7-Guanine kompleksini olusturdugunu ve
Aflatoksin B,-niikleik asit kompleksinin, karaciger kanserine yakalanma riskini 2-3
kat arttirdigini tespit etmislerdir.

Cengizler (2000) balik yemlerindeki ppb diizeylerindeki aflatoksinlerin
malign tiimorlere neden oldugunu bildirmistir.

Sanli (2000) yaptig1 arastirmada 6zellikle hayvan beslemede yogun olarak
kullanilan misir, bugday, pamuk tohumu kiispesi, soya fasulyesi kiispesi, aygigcegi
tohumu kiispesi, hayvansal kokenli girdiler (et-kemik unu, balik unu) ve karma
yemlerin 24-25° C ¢evre sicakliginda iiriiniin nem igerigine gore, 3-4 giin igerisinde
yogun bir kiiflenmeye maruz kalabildigini, kiif olgusuna neden olan mantar sayisi
veya koloni genisligiyle aflatoksinlerin olusma diizeyleri arasinda dogrusal bir iligki
olmadigint saptamistir. Genellikle iirlinlin ve ortamin giderek azalan nem igerigi,
kullanilabilir besin madde kompozisyonu, asir1 sporlanma, kiiflenme siiresi ve iklim
kosullar1 aflatoksin olusum diizeyini sinirladigini tespit etmistir. Bu nedenle agir bir

bicimde kiiflenmis yemlerde 0,01-15,000 ppm arasinda aflatoksin bulunabilirken,
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dikkati ¢ekmeyecek diizeyde ve az kiiflii iirtinlerde 1000 ppm'e kadar aflatoksin B;
(AFB)) bulunabildigini saptamistir.

Kaymak (2000) yaptig1 arastirmada, 2000 yilinda Tiirkiye’deki balik yemi
tireten yem fabrikalarindan alinan alabalik yemlerini aflatoksin B, B,, G, G
diizeyleri yoniinden incelenmistir. Calismada 8 ay boyunca 2’ser aylik periyotlarla
Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde bulunan alabalik yemi {ireten yem fabrikalarindaki
degisik tretim devrelerine ait alabalik yemlerinden alinan numuneleri [AK
(immunoaffiniti kolon) yontemiyle, HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi)
kullanilarak  analiz  etmistir.  Sonuglar donemsel farkliliklara goére de
degerlendirilmistir. Analiz edilen 59 adet yem numunesinden 29’unda (%49,1) 0,48
— 3,46 ppb diizeylerinde toplam aflatoksin bulmustur. Ancak pozitif 6rneklerden
hicbirinin {ilkemiz aflatoksin limitlerini asmadigini1 bildirmistir. Ayrica ¢alismada
alabalik yeminin aflatoksinleri olusturan Aspergillus flavus i¢in uygun bir vasat olup
olmadigin1 tespit etmek amaciyla alabalik yemi Ornegi yeterli oOlgiide
nemlendirildikten sonra Aspergillus parasiticus NRRL 2999 sus’u ile asilanarak ve
28 °C’de 20 giin inkiibasyondan sonra aflatoksin yoniinden analiz etmistir. Bu
denemenin sonucunda, alabalik yemlerinde Aspergillus parasiticus’un gelisebildigi

ve toksin olusturabildigini saptamustir.

Lee ve ark. (2001), balik ve kuslar iizerine yaptiklar1 g¢alismalarinda
aflatoksin’in karacigerde aflatoksin B;-8,9-epoksite doniisiimiinde sitokrom p450
enziminin sorumlu oldugunu belirlemislerdir.

Arana ve ark. (2002), yaptiklari arastirmada triploid alabaliklarin birgok
hastaliga ve bazi ters su kiiltiirii sartlarina kars1 diploid alabaliklardan daha dayanikli
olduklarini tespit etmislerdir. Balik yemlerinin aflatoksinle kirlenmesi gibi yaygin
problemleri dikkate alarak bu aragtirmanin amacinin, aflatoksin B; ile kronik
kirlilige maruz kalan triploid ve diploid alabaliklarin (Oncorhynchus mykiss)
karaciger lezyonlar1 ve biiylime performanslarim1 karsilastirmak oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmalarinda toplam 240 baliktan olusan, yemlerinde aflatoksin
olmayan diploid ve triploid alabaliklarin olusturdugu kontrol grubu ile yemlerinde 80
ppb aflatoksin /kg olan diploid ve triploid alabaliklarin olusturdugu deney grubu ile

4 grup olusturmusglardir. Biiylime performansiyla ilgili karsilastirma analizleri
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kontrol grubu ve deney grubu diploidler arasinda onemli bir farklilik gdstererek
aflatoksin B;’in diploid alabaliklarda biiyiimeyi etkiledigini saptamislardir, Triploid
gruplarda ise etkilemedigini belirlemislerdir.

Altug ve Beklevik (2003) farkli kaynaklardan sagladiklar1 balik yemlerinde,
insan ve hayvanlar i¢in toksik metabolitler olan aflatoksin diizeylerini belirlemek
amact ile aflatoksin analizleri yapmiglardir. Calismalarinda, 1998, 1999, 2000
yillarinda balik {iretim isletmeleri, yem fabrikalar1 ve yurtdist kaynakli yemlerden
olusan 85 adet ornek kullanmislardir. Analizlerde ince tabaka kromatografisi ve
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) kullanmislardir. Analizler
sonucunda, 85 adet 6rnekten 20’sinde, 21,2 — 42,4 ppb araliinda total aflatoksin
tespit etmislerdir. 22 adet ornekte 5,0 — 20,0 ppb aralifinda total aflatoksin tespit
edilirken, 43 adet 6rnekte dnemli diizeyde aflatoksin’e rastlamamislardir. 20 ppb’nin
iistiinde total aflatoksin belirlenen orneklerde aflatoksin B, analizleri yapildiginda,
total aflatoksin miktarinin tamamina yakininin 18,4 — 42,4 ppb aralifinda bulunan
Aflatoksin B; den olustugunu saptamislardir. Yem tiirlerine gore aflatoksin kalintisi
dagiliminda istatistiki olarak énemli bir fark olmadigini belirlemislerdir. Ancak balik
iretim isletmelerinden saglanan (depolanan) yemlerde aflatoksin diizeylerinin,
fabrika kaynakli ve yurtdis1 kaynakli yemlere gore daha yiiksek bulundugunu tesbit
etmislerdir.

Murjani (2004)’ nin bir ¢calismasinda Hindistan’da tiiketimde ¢ok tercih edilen
ve aflatoksin tarafindan dokular1 ¢ok fazla zarara ugratilan Labeo rohita
kullanilmistir. Bunun i¢in viicut agirligi 200 + 5 gr arasinda olan 96 balik segilip,
dort gruba ayrilmistir: 1., 2. ve 3. gruplara AFB; enjekte edilmis, 4. Grup kontrol
grubu olarak birakilmistir. Histopatolojik ve ultrastructural calismalar ile, baligin
farkli dokularindaki hasarlar tespit edilerek, bu dokulardaki hasarlarin ytizdesi
belirlenmistir.

Royes ve Yanong, (2004a) Nil tilapia (Oreochromis niloticus)’ siyla ilgili
caligmalarinda 75 giin boyunca AFB,’in milyarda 1.800 boliimiinii (ppb) iceren
besinlerle beslenen tilapianin biiyiime oranlarinin azaldigini gostermislerdir (75 giin
icin yemin bir milyon kg’indaki AFB;’in 1.800 gr’ina esit). Bunun yam sira

karacigerdeki doku anormallikleri ve lezyonlar kanser baslangicinin bir gostergesi

10
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olmustur. Akint1 sistemleri olan suda 25-30 ppb aflatoksin varlig1 herhangi bir 6liime
neden olmadan biiyiimeyi azaltmustir. Fakat kafes kiiltiiriinde 5 ppb’den yliksek
aflatoksin yogunlugunun 6liim oranlarini artirdigini saptamislardir.

Royes ve Yanong, (2004b), Aflatoksin B; (AFB;)’in hayvanlarda kansere
neden olan en yaygin ve dogal olarak ortaya c¢ikan bir madde oldugunu ve balik
saghgim etkileyen ilk aflatoksikozis vakasinin 1960’lar da Giiney Amerika’da
goriildiigiinii belirtmislerdir. Aflatoksin bulagmis olan ve ¢igitle hazirlanan yemlerle
beslenen c¢elikbas alabaliklarda (Oncorhynchus mykiss) karaciger tiimorleri
olustugunu ve bu ¢iftliklerde baliklarin % 85’ine varan bir bdliimiiniin 6ldiiglini
belirlemis, her ne kadar ¢igit yemlerde temel bir madde olarak kullanilmasa da diger
yem maddelerinin kotii bir sekilde depolanmasinin aflatoksinden etkilenmeye yol
acabildigini tespit etmislerdir.

Royes ve Yanong, (2004c), c¢elikbas alabaliklarin AFB;’e son derece
hassasken, kanal yaymbalig1 (Ictalurus punctatus)’nin AFB;’e kars1 daha az tepki
verdigini saptamislardir. 15 ay boyunca 0,4 ppb AFB; iceren besinlerle beslenen
celikbag alabaliginin tiimor gelisme olasiligt % 14 olarak bulunmustur. Alabalig1 8
ay boyunca 20 ppb AFB, igeren besinlerle beslemek karaciger tiimorii olusumunu %
58’ e ¢ikarmistir ve 12 ay boyunca bu sekilde beslemek % 83 tlimor vakasina neden

oldugunu saptamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1.Balik yemleri

Cizelgede 3.1°de isimleri verilen alabalik iiretme ciftliklerinden alt1 aylik siire
boyunca alinan 6rnekler yem materyalini olusturmustur.

Yemlerin analizlerinin yapilabilmesi ve tam bir homojenizasyon saglanmasi
icin en az 500 gram alinmasi gerektigi belirlenmistir. Balik yemleri 10, 20 ve 30
kg’lik orijinal ambalajlarindan iyice karistirilarak naylon posetlere alinmigtir. Naylon
posetlere alinan yemler giines 1s18indan zarar géormemeleri icin ikinci defa siyah
posetler igerisine konulmustur. Aksi takdirde giines 15181 aldiklarinda yapilar
pargalanarak bozulmaktadir.

Alman her bir yem 6rnegi i¢in orijinal ambalajinda bulunan ve yemin igerigi,
miktari, son kullanma tarihi, iiretici firma, ...vb. gibi gerekli bilgileri i¢eren etiketleri
de alinmustir.

Kiifler genelde 1liman sicaklik derecelerini tercih ederler. En iyi gelisimlerini
ve faaliyetlerini 20°C ve 35°C arasindaki sicakliklarda gelistirmektedirler.

Adana ve ilgelerindeki tespit edilen alabalik iiretme ¢iftliklerinden aldigimiz yemler
i¢in belirledigimiz aylar 6zellikle sicaklik ve nemin yiiksek oldugu aylardir. Bununla
birlikte 6zellikle Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda yagmurlarin yagmasi nem oranini
yiikseltmig, bunun sonucunda da bu aylarda yapilan analiz sonuglarinda en yiiksek

aflatoksin B; ve toplam aflatoksin degerleri tespit edilmistir.

12
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Cizelge 3.1. Yem Orneklerinin Alinma Programi

Aylar
Yem
Ornek alman tesis / ¢iftlik Yem
(mm) N @
ElS |z |g |8 |2
S 1& |5 |2 1% |2
= | < 5| m N <
Cukurova su iiriinleri igl.
Peletbesi |2 1
Acarmantas Koyii/Kozan
Cukurova su triinleri isl.
Pelet besi 6 1
Dortagag Koyii / Adana
Peletbesi [4-5 1 1
Yasar Oz Alb. Isl.
2-5
Ascibekirli Koyt / Pozanti Ekstriizyon 3 2
3-8
C.U.Su Ur. Fak.
Peletbesi |2 1
Balcali
DSI Alb. Uretme Ciftligi Pelet besi 3 1
Egner Alb.Isl
2-6
Karabucak Kdyii /Kozan Ekstriizyon 3
8
Egner Alb.sl
Egner Kdyii /Aladag Peletbesi |3
Kilighh Alabalik
Peletbesi |3 1
Acarmantas Koyt / Kozan
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Cizelge 3.1’ in devami
Kilgen Alabalik isl. 0.5-6
Ekstriizyon 1
Kozan Baraj Golii / Kozan 8
Salim Todil Alabalik sl.
Ekstriizyon |2 1
Giirtimze Koyt / Feke
Elif Kara Alb. Urt.Tesisleri
Sarsar Mevki / Kayadibi Ekstriizyon | 2.5 1
Saimbeyli
2-3
Albal Su Uriinleri : Ekstriizyon 1
4-5
1. Yardibi Koyii / Saimbeyli
2. Sarsar Mevki / Kayadibi
Saimbeyli Graniil 0.5 1
Saripar Alb. Urt. Cift. 2-3
Ekstriizyon 2
Giirtimze Koyt / Feke 4
) Peletbesi |4 1
Bardakgozii Alb. Urt. Cift.
Giirtimze Koyt / Feke
Ekstriizyon |2 -5 2
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3.1.2. Analiz Yeri ve Zamani

Analizler 2004 yili Temmuz ve Aralik aylari arasinda T.C. Tarim ve Koy
Isleri Bakanlig1 Adana il Kontrol Laboratuar1 Miidiirliigii Mikotoksin Laboratuarinda
(AIKLM) yiiriitiilmiistiir.

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Derin Dondurucu : Balik yemlerinin ve analiz standartlarinin muhafaza edilmesi
amaci ile kullanilmistir.
Blender : Alinan yem orneklerinin 6giitiilmesi ve kullanilan kimyasallarla homojen
hale getirilmesi i¢in yiiksek devirli blender kullanilmistir.
Teraziler : Yem Orneklerinin ve kimyasal maddelerin tartilmasinda 0.01 ve 0.001 g
hassasiyette dijital teraziler kullanilmistir.

Immunoaffinity kolon : Antijen ve antikor reaksiyonlar1 teknolojisine gore
aflatoksinler i¢in 0Ozel antikorlarla tretilmis hazir kolonlar olup, ekstraksiyon
isleminde kullanilmustir. (Sekil 3.1)
Oto sampler : Iginde eluat olan viallerin buraya yerlestirilmesi ile eluatin
enjeksiyonunun otomatik olarak HPLC cihazina yapilmasinda kullanilmistir.
HPLC Likit kromotografi cihaz1 : Kolondan gecirilerek viale alinan numune
ekstraktinin enjeksiyonu yapilarak miktar tayininin elde edilmesinde kullanilmstir.
Azot gazi ve azot tiipleri : Analiz standartlarinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Kobrasel : Tiirevlendirmede kullanilmistir.
Vortex : Analiz standartlarinin ve eluatlarin vialler igerisinde homojen bir sekilde
karistirilmasi amaci ile kullanilmustir.

Filtre kagitlar:

a . Kaba filtre kagidi
b . Cam mikro fiber filtre kagidi

Stizme amaciyla kullanilmistir.

15
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Diger alet ve cihazlar
Otomatik pipetler, cam meziir, erlen ve huni, 2 ml ve 5 ml’lik vialler, plastik

enjektorler.

Aflatoksin analizleri icin immuno affinite kolonlarin prensibi

Agh
Ay
A
{mmuno affinite kolonlari Aflatoksine  Aflatoksin iceren drnek Antikorlar aflatoksini izole ve ~ Kolondan saf metanol
spesific monoklonal antikorlar ekstrakti kolondan gegirilir. konsantre ederek kolonda tutar,  gegirilerek antikorlar denature
edilir ve toksin ayrlir.

igerir.
¢on Diger materyal A pikotoksin

Sekil 3.1. Immuno affinite kolonun yapis1 (Anonymous, 1999)
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3.2. Yontem

3.2.1. Analiz orneklerinin hazirlanmasi

Aflatoksin analizlerinde temel kural analiz numunesinin tane iriliginin
yeterince kiigiik olmasi ve numunenin yeterince homojen hale getirilmesidir. Bu
nedenle analiz i¢in alinan pelet yemler analiz edilmeden 6nce uygun bir degirmende

ogiitiilerek homojen hale getirilmislerdir.

3.2.2. Analiz yontemi

Aflatoksin analizleri TAC-HPLC-FD’e gore yapilmistir (Vicam 1999). Bu
yontemin tespit limiti 0.2 ppb’dir.

3.2.2.1.Analiz yonteminin prosediirii (Sekil 3.2)

Ornek
S
Ekstraksiyon
3
Filtrasyon
| )
Immunoaffinity kolon

\

Yikama

S
Eliisyon (Eluat)
Analiz
2
HPLC

Sekil 3.2. Analiz yonteminin prosediirii ( Anonymous, 1999)
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3.2.2.2.Numune Ekstraksiyonu

Ogiitiilerek homojen hale getirilmis numuneden 50 gr blender kabina
aktarilmis ve {lizerine 5 gr sodyum kloriir ile 100 ml metanol : su (80:20)
karistmindan ilave edilerek blender kapagi kapatilmis ve 1-2 dakika yiiksek hizda
karigtirtlmigtir. Numune ekstrakti kath filtre kagidindan gegirilip, filtrat temiz bir
meziirde toplanmistir (Sekil 3.3)

EKSTRAKSIiYON

v

50 gram 6rnek

+

5 gram tuz

+

BLENDER 100 ml metanol + su (80: 20)

L~

1 Dakika yiiksek hizda blenderda karistirilir

Sekil 3.3. Numunenin Ekstraksiyonu ( Anonymous, 1999)

3.2.2.3.Ekstrakt seyreltme

Katl filtre kagidindan gegcirilip bir meziirde toplanmis olan ekstratin 10
ml’si temiz bir meziire alinmustir. Uzerine 40 ml ultra saf su ilave edilmis ve iyice
karistirilmistir. Karisim ikinci kez cam mikrofiber filtreden gecirilip, filtrat temiz bir

meziirde toplanmistir (Sekil 3.4).
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DULISYON VE FILTRASYON

Filtre Kagidi

40 ml ultra saf su

BLENDER

Karisim cam mikrofiber filtreden gegirilir, filtrat temiz bir erlende toplanir.

Sekil 3.4. Numunenin Seyreltilmesi ( Anonymous, 1999)

3.2.2.4.immuno affinity kolonun sartlandirilmasi

Immuno affinite kolon kullanilmadan yarim saat once buzdolabindan
cikarilarak oda sicakligmma gelmesi beklenmistir. Oda sicakligina geldikten sonra
kolonun iist tipasi ¢ikarilarak ucu kesilmistir ve igindeki sivi yavas bir sekilde

bosaltilmistir.

3.2.2.5.Immuno affinity kolon uygulamasi

Cam mikrofiberden gegirilen filtrattan enjektdrle 10 ml alinmis Immuno

affinity kolondan 1-2 damla / saniye hizla gecirilmistir. Ekstrattan sonra kolondan 2-
3 ml hava gecirilmistir.

Numune ekstrakti kolondan tamamen gegirildikten sonra kolondan 10 ml

ultra saf su 1-2 damla / saniye hizla gecirilmis ve ardindan tekrar 2-3 ml hava

gecirilmistir.
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Son olarak kolondan 1-2 damla / saniye hizla 1 ml metanol (HPLC Grade)
gecirilmis ve eluat temiz bir viale alinmistir. Yine 2-3 ml hava gecirilerek kolonda
metanol kalmamasi saglanmistir.

Kolondan 1 ml ultra saf su gegirilip, viale alinmis ve bir tiip karistiricida

kanistirilmistir (2 ml = 1 gr numuneyi temsil eder).

Siizlintlintin 1 ml’si kiigiik viale alinip, analizi yapilmak tizere otosampler’a

yerlestirilmis ve 100ul enjeksiyon yaptirilmistir (Sekil 3.5).
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3.MATERYAL VE YONTEM

‘1[1de8

“muwpdo) appera yaraudas (apeid e[Z1Y 9A1ues / B[Wep ¢ — T

ruejdoy aprera O1dH) [ouelau W | Ejzry “II[1598 1S Jes e (W O epeNpep uap VI

nudag ns Jes enn [ [ Uepuo[oy] afTues / p[Urep 7 — [ UEBPUO[OY  BIUOS USIISAT dunumu uepuojodf IRISYA SUNWINU Ul ()

nprded \ J
uoAsyalua |
SUIWAISIS IET N ﬁl
DTdH 18 It ﬁl - -

001 WgauIQ - ] ns yes — youiQ
I_ (opered Sl enjn R L)

= OTdH)

1 [euelaW

Jes enm o

[ur |

LIdSAL/ NOASNTI / NOAISHIOSAV

21

Sekil 3.5. immuno affinite kolon uygulamasi ( Anonymous, 1999)



3.MATERYAL VE YONTEM Aysegiil AKTURE

3.2.2.6.Tiirevlendirme

Toplam aflatoksin analizinde B ve G grubu toksinleri ve bunlarin verdikleri

piklerin ayirimini yapmak i¢in tiirevlendirme yapilir.

3.2.2.7. HPLC (Yiiksek performansh sivi kromotografisi)

Analizlerdeki HPLC kosullart;
Mobil faz = Su : Metanol : Asetonitril (60 : 30 : 20)

Degaze edilmis mobil faz tiirevlendirmesi i¢in mobil fazin 1 1t’sine 120 mg
KBr ve 350ul (% 65°lik) HNOj ilave edilmistir.
HPLC kolonu = C-18

Akis hizi =1 ml / dakika
Dedektor = Floresans (Ex : 360, Em :430 )

Carpim faktorii (multiplier) = 2

3.2.2.8. Laboratuvar sartlarinda kiif olusturulmasi
isletmelerden alinan alabalik yemlerinden aflatoksin tespit edilemeyen gruptan 3
adedi laboratuvarda petrilere konularak, yiliksek nem ve uygun sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan kiifler mikroskobik

incelemeler yapilarak tespit edilmistir.

3.2.2.9.Hesaplamalar ve sonug¢

Elde edilen deger 2 ile carpilarak ppb cinsinden ifade edilir. Aflatoksin
fraksiyonlarinin hepsi (B;, Bs, Gi, G, ) i¢in bu hesaplama yapilir. Toplam
aflatoksinde bu fraksiyonlarin toplamina esittir.

Elde edilen bulgularin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirma da materyal olarak kullanilan alabalik yemlerinde yapilan
Aflatoksin B; ve toplam Aflatoksin analizleri sonucunda tespit edilen degerler
asagida bildirilmistir.

Cizelge 4.1’den goriildiigli gibi arastirma siiresince 33 adet yem numunesi
alinms ve AIKLM mikotoksin laboratuvarinda aflatoksin analizleri yapilmistir.
Yapilan analizler sonucunda 33 adet numunenin, 25 adedinde aflatoksin TLA (tespit
limitinin altinda) bulunmugstur. Bu da toplam Ornegin % 75,75’inin aflatoksin
icermedigi ya da kullanilan yontemin tespit limitinin iizerinde aflatoksin icermedigini
gostermektedir. Yem numunelerinin 8 adedinde ise ( % 24,25) 0,21 ppb’den 0,90
ppb’ye kadar degisen diizeylerde aflatoksin bulunmustur.

Aflatoksinler arasinda en fazla toksik olan grup olmasi nedeniyle aflatoksin
B, diizeylerini de inceleyecek olursak Cizelge 4.1°den de goriilecegi gibi 33 adet yem
numunesinin yine toplam aflatoksinlerde oldugu gibi 33 adet yem numunesinin, 25
adedinde aflatoksin B; TLA (tespit limitinin altinda) bulunmustur. Yem
numunelerinin § adedinde ise ( % 24,25) 0,21 ppb’den 0,90 ppb’ye kadar degisen

diizeylerde aflatoksin B; bulunmustur.
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Aysegiill AKTURE

Cizelge 4.1. Yem orneklerinin aflatoksin B;,B,,G,G, ve toplam aflatoksin

icerigi(ppb)

Numune no | Aflatoksin B, | Aflatoksin B, | Aflatoksin G; | Aflatoksin G, AFfFIZE}IiIS?n
1 TLA TLA TLA TLA TLA
2 TLA TLA TLA TLA TLA
3 TLA TLA TLA TLA TLA
4 TLA TLA TLA TLA TLA
5 TLA TLA TLA TLA TLA
6 TLA TLA TLA TLA TLA
7 TLA TLA TLA TLA TLA
8 TLA TLA TLA TLA TLA
9 0.21 TLA TLA TLA 0.21
10 TLA TLA TLA TLA TLA
11 0.30 TLA TLA TLA 0.30
12 0.63 TLA TLA TLA 0.63
13 0.32 TLA TLA TLA 0.32
14 TLA TLA TLA TLA TLA
15 0.21 TLA TLA TLA 0.21
16 TLA TLA TLA TLA TLA
17 TLA TLA TLA TLA TLA
18 TLA TLA TLA TLA TLA
19 0.90 TLA TLA TLA 0.90
20 0.70 TLA TLA TLA 0.70
21 TLA TLA TLA TLA TLA
22 0.80 TLA TLA TLA 0.80
23 TLA TLA TLA TLA TLA
24 TLA TLA TLA TLA TLA
25 TLA TLA TLA TLA TLA
26 TLA TLA TLA TLA TLA
27 TLA TLA TLA TLA TLA
28 TLA TLA TLA TLA TLA
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Aysegiill AKTURE

Cizelge 4.1 nin devami

27 TLA TLA TLA TLA TLA
28 TLA TLA TLA TLA TLA
29 TLA TLA TLA TLA TLA
30 TLA TLA TLA TLA TLA
31 TLA TLA TLA TLA TLA
32 TLA TLA TLA TLA TLA
33 TLA TLA TLA TLA TLA
Ortalama 0.1233 - - - 0.1233
St. Sapma 0.2571 - - - 0.2571

Aflatoksin tespit edilemeyen yemlerin laboratuvar kosullarinda inkiibe edilmesi
sonucunda olusan kiiflerin mikroskobik incelemesi yapilmistir. Bu incelemede

Penicillium tiirii kiifler tespit edilmistir.

Kaymak (2000), iilkemiz genelindeki yem fabrikalarindan aldigi 59 adet yem
ornegindeki aflatoksin analizlerini HPLC yontemi ile ¢aligmigtir. Yaptigi analiz
sonuclarindan elde ettigi bulgulara gére yem Orneklerinin %47,45’inin aflatoksin
icermedigi, %52,50’sinin de degisik diizeylerde aflatoksin igerdigini saptamistir.
Buldugu degerler iilkemiz aflatoksin limitlerini agsmamaktadir. Yine ayni arastirici
yemlerin donemlere gore aflatoksin miktarini arastirmis ve en yiiksek degerlerin
Kasim ayinda oldugunu saptamistir. Ayni zamanda yem iiretiminde kullanilan
teknolojilerin (Ekstriizyon, Peletleme) yemlerin aflatoksin igerigi {izerine azaltict ya
da artiric1 bir etkisi olmadigini fakat bu konuda tam bir sonuca varabilmek i¢in daha

fazla 6rnek iizerinde yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varmustir.

Adana ve ilgelerindeki alabalik iiretim tesislerinden topladigimiz 33 adet yem
orneginin %75,75’inin aflatoksin igermedigi, %24,25’inin tespit limitinin altinda
aflatoksin igerdigi ve aflatoksin miktarinin Eyliil ile Aralik aylarinda artis gosterdigi

saptanmistir(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Aflatoksin B; ve Toplam AFL miktarlarinin dénemlere gore degisimi

Her iki calisma HPLC yontemi ile gerceklestirilmistir. Yem orneklerinin
biiylik ¢ogunlugunda Aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarlarinin (B;, B,, Gy,
G;) tespit limitinin altinda olmasi iilkemizde {iretilen balik yemleri agisindan
sevindirici bir bulgudur. Her iki calismada da aflatoksin miktarlarinin sonbahar

aylarinda artis gosterdigi belirlenmistir.

Altug ve Beklevik (2003), farkli kaynaklardan sagladiklar1 balik yemlerinde
aflatoksin analizlerini IAK (Ince Tabaka Kromatografisi) ve ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbant Assay) yontemini kullanarak yapmislardir. Yontem olduk¢a uzun ve
karmagiktir. Analizi yapan kisi oldukga fazla kimyasal maddelere maruz kalmaktadir.
Yem tiirlerine gore aflatoksin kalintis1 dagiliminda istatistiki olarak 6nemli bir fark
gormemiglerdir. Ancak balik {iretim tesislerinden saglanan yemlerde aflatoksin
diizeylerini, fabrika ve yurtdist kaynakli yemlere goére daha yliksek oldugunu

belirlemislerdir.

Aflatoksin analizlerinde kullanilan yontemler IAK ve ELISA yontemleri
HPLC ile kiyaslandiginda, IAK ve ELISA yéntemleri genellikle uzun, masrafls,

karmasik ve uzman personel gerektirmektedir. Fakat HPLC (yiliksek performansl
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s1vi kromotografisi) olduk¢a hassas ¢aligmasi ve tespit limitinin de ¢ok diisiik olmasi
nedeniyle son yillarda ¢ok fazla tercih edilmektedir. Tek olumsuz yonii oldukca

pahal1 bir cihaz olmasidir.

Yaptigimiz arastirmada, isletmelerde aflatoksin tayini i¢in alinan yem
orneklerinin orijinal ambalajlarinda ve serin yerlerde muhafaza edildikleri; li¢ aydan
fazla bekletilmedikleri saptanmustir. Isletme sahipleri ile yapilan goriismeler
sonucunda alabaliklarda aflatoksinden kaynaklanan hastaliklarla karsilasiimadig:

anlagilmistir.

Aflatoksinlerin hayvanlar iizerinde degisik tlirlerde kanser yapici etkisinin
oldugu arastiricilar tarafindan saptanmis olsa da Uluslararasi Kanser Arastirma
Dairesi (IARC) tarafindan yalnizca AFB1’in kanserojen etkiye sahip oldugu
kanitlarla  aciklanmistir. Insan saghgi acisindan  Snemli bir sorun olan
aflatoksinlerden kaynaklanabilecek olasi saglik tehlikelerinin kontrolii i¢in bir¢ok
iilkede, gidalarda ve yemlerde bulunabilecek maksimum limitleri belirleyen sinir
degerler bulunmaktadir. ilk olarak WHO ve FAO gibi uluslar arasi kuruluslar
gidalarda tolere edilebilecek aflatoksin miktarin1 30pg/kg olarak belirlemigler ve
belirlenen miktardan daha fazla aflatoksin igeren gidalarin ithal edilmemesi kararini

almiglardir. Bu sinir degerler zaman igerisinde diisiiriilmiistiir (Anonymous, 2003).

Avrupa Birligi’ne iiye iilkelerin saptamis olduklar1 aflatoksin sinir degerleri
arasinda bile oldukga biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Bu iilkelerin bir kismi sinir
degerlerini tiim gidalar i¢in verirken, bir kismi1 da gidalar1 gruplandirarak sinir
degerlerini belirlemislerdir. Sinir degerleri en diisiik {ilkelerin basinda Almanya,
Avusturya, Isvigre ve Ingiltere gelmektedir (Anonymous, 2003). Sinir degerler
tartigilabilir ve gerektiginde degistirilebilir degerlerdir. Onemli olan uluslar arasi1 gida
ve yem ticaretinde ortak normlara yaklasilmasi, ticarette rekabet kosullarinin
bozulmasinin 6énlenmesi ve tiiketicilerin korunmasidir. A.B.D.’de ise, aflatoksinlerle
ilgili limit degerler Avrupa Birligi’ne gore 5 kat daha yiiksektir ancak bu degerlerin
azaltilmast ile ilgili calismalarin basladigi bildirilmistir (Anonymous, 2003).
Tiirkiye’de yemler i¢in kabul edilen yasal sinir degerlergidalarla kiyaslandiginda

Avrupa normlarina daha fazla uymaktadir. Cizelge 4.2°de Tiirkiye’de aflatoksinlerle
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ilgili smir degerler Avrupa Birligi’ndekine benzer olup Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi'nde belirtilmistir. Ulkemizde’de 1990-1991 yillarinda gida ve yem
maddelerinde bulunabilecek aflatoksin miktartyla ilgili sinir degerler yasal olarak
belirlenmis olup en toksik olan aflatoksin B;’in gida ve yemlerdeki sinir degerleri
ayri bir Oneme sahiptir. Yem maddeleri ve yemlerde yalnmizca AFB; dikkate
almmistir. Yavru hayvanlarin karma yemlerinde genelde ergin hayvanlarin

yemlerinde 6ngoriilen sinir degerlerin yarisina izin verilmistir.

Tiirkiye’de son olarak AB direktiflerine dayanilarak 5.02.2005 tarihli ve
25718 sayili resmi gazetede Tarim ve Koy isleri Bakanligi tarafindan Yemlerde

Istenmeyen Maddeler Hakkindaki Teblig yaymlanmistir (Anonymous, 2005).

Cizelge 4.2. Baz1 Uriinler I¢in Ulkemiz Aflatoksin Limitleri ( ppb ) (Anonymous, 2004b).

Gida ve Yem Tiri AFL B, Toplam AFL (By,B,,G1,G>) AFL M,
Tiim gida maddeleri 5,0 10,0

Baharatlar 5,0 10,0

Hububat ve hububat unlar1 2,0 4,0

Peynir - - 0,25
Siit - - 0,05
Siittozu - - 0,5
Bebek mamalar1 ve devam formiilleri 0,05

(Siit bazl)

Bebek gidalari ve hazir karigimlari 1,0 2,0 -
Yem hammaddeleri 50 - -
Gevig  getiren  hayvanlarin  karma 50 -
yemleri (kuzu buzag1 yemleri haric)

Kiimes kanathilarn1 karma yemleri 20 -
(genglerin yemleri haric)

Diger karma yemler 10 - -
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Ulkemizde balik yemlerinde aflatoksin diizeyi konusunda heniiz yeteri kadar
arastirma yapilmadigr bilinmektedir. Ancak yapilan arastirmalar analiz edilen
yemlerin hig¢birinin {ilkemiz aflatoksin limitlerini asmadigini gostermektedir. Bunda
alabalilk yemi {reten fabrikalarimizin hammaddelerinin biiyiik bir kismini
yurtdisindan almalar1 ve yurtdisindan ithal edilen bu hammaddelerin yurdumuza
girisinde mutlaka analizlerinin yapilmasinin ve analiz sonucunda limitleri asanlarin
tilkeye sokulmamasimin yaninda, tiim balik yemi rasyonlarmin vazgecilemez
hammaddesi olan balik unlarinin da  biliylik oranda ithal olmasi ve iiretim
teknolojisinin toksin olusumuna izin vermemesi nedeniyle aflatoksin yoniinden

olduke¢a az risk tasidiklar1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3. Yem orneklerinin donemlere gore aflatoksin B; ve toplam aflatoksin

igerikleri (ppb).
Numune No Temmuz |Agustos |Eyliil Ekim Kasim Aralik
1 TLA 0.21 TLA TLA TLA TLA
2 TLA TLA 0.30 TLA TLA TLA
3 TLA TLA 0.63 TLA TLA TLA
4 TLA TLA 0.32 TLA TLA TLA
5 TLA TLA 0.21 TLA TLA TLA
6 TLA TLA TLA TLA TLA 0.90
7 TLA TLA TLA TLA TLA 0.70
8 TLA TLA TLA TLA TLA 0.80
Ortalama 0.02625 |0.1825 - - - 0.3000
St. sapma 0.0794 0.2341 - - - 0.3946

Cizelge 4.3°den de goriilecegi gibi yem numunelerinde bulunan aflatoksin B,
diizeylerinde ve toplam aflatoksin diizeylerinde Eyliil ve Aralik donemlerinde gozle

goriiliir bir artis olmustur.  Bunun {izerine yem numunelerindeki aflatoksin
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diizeylerinin dénemsel olarak artig gosterip gostermedigini ve bu artisin istatistiksel
olarak dnemli olup olmadigin tespit etmek amaci ile Cizelge 4.3’de goriildiigli gibi

her donemde alinan numuneler ve sonuglari siralanmistir.

Bu sonuca gore bolgemizde iiretilen alabalik yemlerindeki aflatoksin B; ve
toplam aflatoksin diizeylerinin Eyliil ve Aralik donemlerinde doneminde arttig1 tespit

edilmistir.

Nigethe ve ark. (1992b), gokkusag: alabaligi ile tilapya arasinda, oral olarak
alinan *H-AFL B;’in, hepati konsantrasyonlarinda tiir farkini1 arastirdiklar1 ¢alismalar
sonucu elde ettikleri bulgular, uygun dozdaki aflatoksin B, tiiketiminde, tilapya
karacigerinin gokkusagi alabaligi karacigerine gore, ¢ok daha diisiik diizeyde,
aflatoksin B; veya metabolitlerine maruz kaldigim1 gostermektedir. Bu nedenle,
aflatoksin B;’in hepatotoksik etkisi, tilapyalarda gokkusagi alabaliklarinda oldugu
Olciide degildir. Ancak bu sonuglara bakarak, aflatoksin B;’in tilapyalar i¢in toksik
olmadigint sdylemek miimkiin degildir. Tam aksine yine bu c¢alisma, yiiksek dozda
aflatoksin B;’in tilapyalarda, biiylimede bozukluk, biiylimede gerileme, yem
aliminda azalma ve karaciger kanserine yol agtigini gostermistir. Tilapyalarin
yetistirildikleri bolgeler itibar1 ile alabaliklara oranla ¢ok daha yiiksek diizeylerde
aflatoksine maruz kalma ihtimalinin oldugu g6z Oniline alinacak olursa

aflatoksinlerin, tilapyalar i¢in de 6nemli bir sorun oldugunu saptamislardir.

Tunail (2000), aflatoksinler i¢cinde en yiiksek toksisite AFB; ve AFB;
(parasitikol)’e, en diisiik toksisitenin ise AFG,; ve AFM;’ye ait oldugun u
bildirmistir. Ayrica tarimsal iirlinlerde ve yemlerde en siklikla goriilen aflatoksinlerin
toksisite siralamasi ; AFB;>AFM; =AFG;>AFB,>AFG,>AFM, seklinde oldugunu
belirlemigtir. Bu arastirmada da AFB; degerleri ¢alisilmistir. Boylelikle baliklar igin
en yliksek toksisite riski olusturan aflatoksin aragtirilmistir.

Sahin ve Korukluoglu (2000), yaptiklar1 arastirmalar sonucunda
aflatoksinlerin kanserojen etkileri yaninda mutajen, teratojen ve koruma sistemlerini
zayiflatic1 etkileri oldugunu, agiz yolu ile belirli miktarin {izerinde alinmalar1 veya
enjeksiyonla viicuda verilmeleri durumunda hemen kendini gdsteren zehirlenme

belirtilerine karsin; cok kiiciik miktarlarda alinmalar1 sonucu belirtiler ortaya
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citkmadigini veya c¢ikmayabilecegini saptamislardir. Ancak uzun siliren alimlar
sonucunda viicutta birikerek depolandiklari organ ve dokulardaki miktarlar1 belirli
diizeyi agtiginda etkilerini gosterdiklerini, bir siire sonrada kanser gibi tedavisi ¢ok
zor ya da olanaksiz hastaliklara neden olduklarini belirtmislerdir. Bu nedenle diisiik
degerlerde dnemsenmelidir.

Tunail (2000), kronik toksisitenin uzun siirede ¢ok daha diisiik dozlarda
AFBr’ in yemlerle tiiketilmesi sonucunda karaciger kanseri ve deformasyonlari
seklinde ortaya ¢ikabildigini ve gokkusagi alabaliginda karaciger kanserine neden
olan giinliik doz 0.5-2.0 pg. kg oldugunu belirlemistir.

Ozkaya (2000), balik tiirleri i¢inde aflatoksinlere karsi en duyarl tiirlerin
alabaliklar oldugunu ve 6zellikle alabalik yavrularinin aflatoksinlere karst ¢cok fazla
hassasiyet gosterdiklerini belirlemistir. Cizelge 4.4’de gokkusagi alabaliginin
aflatoksine duyarlili§1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. Gokkusag: alabaliginda aflatoksikosizle ilgili spesifik septomlar
(Anonymous, 2004)

Tiir Yas Besinde test | Beslenme Hastalik
edilen stiresi durumu
aflatoksin
diizeyi (ppb)
Rainbow trout | Fingerlings 0.4 12 ay Alabaligin
karacigerinde
%40 timor
olusumu

Royes ve Yanong (2004), yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda aflatoksinlerin
besinlerdeki Onemli elemanlar1 etkileyerek hastalia dolayli yollarla neden
olabildigini, 6rnegin A vitamini gibi yagda ¢oziinebilen antioksidantlar ve C vitamini
(bagisiklik fonksiyonu i¢in 6nemli) ve Thiamin (metabolizma ve sinir fonksiyonu
icin O6nemli) gibi vitaminlerin ve suda ¢oziinebilen antioksidantlarin bu toksinler
tarafindan yemde par¢alanabildigini bildirmislerdir.

Alabalik yemlerinin ¢ogunda aflatoksin degerinin tespit limitinin altinda
olmasi, yem hijyeni, kalitesi ve alabaliklarin sagligi acisindan sevindirici bir
bulgudur. Diger yandan az miktarda ve diisiik degerlerde bulunmasi hi¢bir soruna yol

acmayacagl anlamina gelmez. Bunun i¢in isletmelerdeki balik yemlerinin diizenli

31




4. BULGULAR VE TARTISMA Aysegiil AKTURE

olarak kontroliinlin yapilmasi, depolanma sartlarinin takip edilmesi ve benzer
calismalarin genisletilerek, kontrollii olarak yapilmasi olasi kayiplarin énlenebilmesi

acisindan yararli olacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Elde edilen bulgular ve literatiir degerlendirmesine gore bazi sonug ve Oneriler
asagida siralanmstir:

e Ulkemizde balik yem sanayisi son yillarda geliserek dnem kazanmistir. Yemlerde
aflatoksin sorunu ekonomik kayiplara ve dolayli yollarla da insan sagligina
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu sorunlari giderebilmek ig¢in balik
yemlerinin, balik {iretim isletmelerinde diizenli olarak kontroliiniin yapilmasi,
yemlerin depolanma kosullarinin incelenmesi olast kayiplarin  dnlenmesi
acisindan yararli olacaktir.

e Ne yazik ki ¢ogu balik iireticileri aflatoksinin tehlikeli etkilerinin farkinda
degillerdir. Aflatoksikozisten dolayr balik Sliimleri fazla degildir ancak diisiik et
verimi, zayif performans, hastalik siiphesi ve iireme zorluklari gibi ekonomik
kayiplara neden olan durumlar daha ¢ok 6nemsenmektedir

e Alabalik iiretim tesislerinde depolanan yemlerin kiiflendigi tespit edildiginde,
kiifli yemlerin baliklara yedirilmemesi ve bunlarin mutlaka atilmasi
gerekmektedir. Ciinkii bu yemler yapilarinda bazi toksinleri igerebilmekte ve
baliklarda toplu Sliimlere yol agabilmektedir.

e Isletmelerin satin aldiklar1 yemlerin diizenli olarak kaydini tutmalar1 ve gerekli
analizleri yaptirmalart hem hastaliklarin teshisi ve hem de yemin kalitesi
acisindan 6nemli ipuglar1 vermektedir.

e Yeni hazirlanmis ve diizgiin bir sekilde depolanmis yemler tercih edilmelidir.
Dokiintiiler yem tanelerinden ayrilmali ve taneler temiz kovalarda veya binalarda
depolanmalidir. Miimkiin oldugu durumlarda yemler sicaklik ve nem kontrolii
yapilan odalarda saklanmalidir. Sicaklik ve nem kontroliiniin saglanamadig:
durumlarda, yemler, yerden yiiksekte, paletlerde, 1lik ve kuru bir alanda en fazla
lic ay saklanabilir. Eger yemler kovada disarida tutuluyorsa iki haftadan fazla
saklanmas1 onerilmemektedir

e Alabalik yemi iireten balik isletmelerimizin ise bu konuda yapabilecekleri ve

dikkat etmeleri gereken en Onemli husus, satin aldiklar1 yemlerde aflatoksin
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bulunmamasimi bir belge (garanti belgesi, analiz raporu) ile saticidan

istemelidirler.

e Alabalik iiretimi yapan ciftliklerin, {ireticilerle isbirligi yaparak, burada
depolanan yemlerin belirli araliklarla kontroliinii yaptirmasi, yemlerin hangi
ortamlarda ve ne sekilde depolanmasi gerektigini ayrica kiifli yemlerin
kullanilmast durumunda karsilagabilecekleri sorunlar hakkinda bilgilendirilmesi

de sorunlarin ¢6ziimiinde yararl olacaktir.

e Alabalik iireticilerine, ilgili kurumlarca egitim seminerlerinin verilmesinin de

tireticileri bilinglendirecegi unutulmamalidir.

e Konuyla ilgili referans laboratuarlar1 hizla olusturulmali ve gerekli incelemeler

buralarda yapilmalidir.
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